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INTRODUGAO

A leucemia aguda faz parte de um grupo heterogéneo de neoplasias, afetando as
células hematopoéticas pluripotenciais parcialmente ou nao diferenciadas (1).
Predisposi¢cbes genéticas, exposicdo ambiental, drogas e fatores ocupacionais tém sido

implicado como possiveis agentes leucemogénicos em criangas e adultos (2).

As leucemias agudas sdo classificadas em categoria linfocitica e n&o-linfocitica (ou
comumente referida como mieldide) e a Leucemia Mieldide Aguda (LMA) representa um
grupo que tem similaridade clinica mas com apresentacdo morfolégica, imunolégica e
citogenética distinta (1,3). A classificagdo FAB (French-American-British Classification),
baseada na morfologia €, em menor grau, na citoquimica dos esfregagos sanguineos e de
medula 6ssea, identifica 8 subtipos de LMA (4). Modificagdo tem sido proposta para

melhorar esta classificagdo incluindo dados de imunofenotipagem e de cariograma (5).

Nos Estados Unidos da América a incidéncia anual de LMA é de 2.2 por 100.000 e
ha aproximadamente 9.700 novos casos cada ano. A incidéncia aumenta com a idade, é
maior em homens do que em mulheres e é responsavel por 80 a 90% dos casos de
leucemia aguda no adulto (6-8). No Brasil, o Ministério da Saude registrou 0 nimero de
1132 6bitos por LMA em 1996, o equivalente a 0.75 ébitos por 100.000 pessoas (9). No
Estado do Rio Grande do Sul, em 1998, houve 77 Obitos por LMA, equivalendo a 0.78 por

100.000 pessoas e representou 0.65% do total das mortes por neoplasias (10).

O objetivo da terapia da LMA é induzir e manter uma remissdo completa (RC) que
consiste em chegar, apds a terapia quimioterapica de indugdo, numa contagem plaquetaria
acima de 100 x 10°/L, contagem de neutréfilos acima ou igual a 1500 x 10°/L e menos de

5% de blastos na medula déssea (3,11). Isto ocorre geralmente apés um periodo de aplasia




que se consegue, atualmente, em torno de 62% dos pacientes com a terapia padrdo
(citarabina e daunorubina) com menos de 15% de todos os pacientes conseguindo manter
uma sobrevivéncia global num periodo de 5 anos (12,13). No Brasil @ América do Sul as
poucas referéncias sobre o assunto registram uma taxa de RC entre 41 e 56%, com

sobrevivéncia livre de doeng¢a em dois anos em 18 a 24% (14-18).

A terapia poés-remissdo consiste em uma quimioterapia de consolidagdo ou
intensificacdo e € essencial para eliminar a doenca residual e chegar a uma sobrevivéncia
livre de doencga por um periodo longo. Isto depende de um numero de fatores incluindo

idade, mielodisplasia prévia, rapidez em obter a RC e a citogenética (1,3).

Varias sdo as causas de falha na terapia da LMA, tais como o desenvolvimento de
resisténcia as drogas, toxicidade medular exagerada e doenga extramedular (19,20). Tanto
o transplante heterdlogo como autélogo de medula 6ssea parecem ter bons resultados
apbs a remissdo pois podem potencialmente diminuir as chances de recidiva, apesar de
acrescentar riscos de morbidade e mortalidade devido a infecgbes e a doenga enxerto
versus hospedeiro. Alguns trabalhos mais recentes mostram similaridade na sobrevivéncia
global comparando ambos os tipos de transplantes com a quimioterapia pds-remissédo (21-

24).

A droga citosina arabinoside (Ara-C) vem sendo usada ha mais de 20 anos na
terapia de inducdo de remissdo, em varios esquemas de aplicagdo, combinagdes e de
dose. Quando usada em combinac&o com a daunorubicina no tratamento de primeira linha
para a LMA, produz percentuais de RC acima de 50%. Apesar disso, a maioria dos

pacientes com LMA recaem e acabam por falecer devido a progressao da doenga (25-31).
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Conseguir elevar o percentual de remissdes completas na terapia de indugdo é
fundamental para que melhorem os indices de cura em pacientes com LMA (32-34). Neste
sentido, varios agentes tém sido testados em combinagado com o Ara-C, como ¢ etoposide,
a mitoxantrone e a idarubicina, ou mesmo regimes com altas doses de Ara-C (35-39).
Portanto, a identificacdo de novas drogas com maior nivel de respostas tanto como agente

unico como em combinagio é plenamente justificada.

A decitabina (5-aza-2'-deoxycytidine; 5-AZA-2°-CdR, DAC) um novo agente
hipometilador do DNA, tem demostrado um significativo efeito antileucémico em estudos
pré-clinicos e clinicios iniciais (40). Estudos comparativos com o Ara-C em modelos
preclinicos sugerem que este agente tenha atividade comparavel ou superior ao Ara-C em
linhagens celulares de leucemia mieloide aguda humana (41). Além disso, possui efeito

indutor de diferenciacao celular em modelos de leucemia humana in vitro (42,43).

Pelas razbes acima mencionadas, a decitabina pareceu-nos um agente
experimental de potencial interesse no tratamento de pacientes com LMA. Uma vez que o
tratamento padrdo da LMA consiste da combinagdo do agente Ara-C com a daunorubicina,
desenhamos um estudo-piloto no sentido de obter dados preliminares quanto a seguranca
e atividade antileucémica de um regime em que o agente decitabina fosse utilizado em
substituicdo ao Ara-C na combinagdo com daunorubicina como terapia de primeira linha

para o tratamento de pacientes com LMA.

Foram observados efeitos antileucémicos em pacientes com LMA, dentro de um
perfil de toxicidade clinica aceitavel. Estes achados foram decisivos para que a decitabina

continuasse a ser estudada com mais profundidade por outros investigadores.
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Hoje, a decitabina comeg¢a a fazer parte do armamentario terapéutico das
sindromes mielodisplasicas em varios paises, estando também em fase adiantada de
avaliagdo nos EUA e na Europa em estudos multicéntricos prospectivos e randomizados
como substituto do Ara-C em regimes de primeira linha no tratamento de pacientes com
LMA. Este estudo-piloto, objeto desta dissertagdo, desempenhou um papel decisivo no

desenvolvimento deste novo e promissor medicamento.



REVISAO DA LITERATURA

A LMA é uma doenca clonal maligna de células hematopoéticas imaturas e, devido
a proliferacdo e maturac@o aberrante, caracteriza-se por uma acumulacdo de grande
numero de células anormais que falham em se diferenciar em granul6citos e monécitos

funcionais (44).

A LMA é relativamente infrequente sendo estimada em 1.2% de todas as mortes por
cancer no Estados Unidos e com incidéncia anual de 2.2 por 100.000 (6-8). No Brasil,
temos a estatistica equivalente a 0.75 ébitos por 100.000 pessoas e, no Estado do Rio
Grande do Sul, 0.78 por 100.000 pessoas, com 77 obitos por LMA representando 0.65% do

total das mortes por neoplasias (9,10).

Apesar de incomum a LMA tem sido objeto de muita pesquisa em funcéo de ser
rapidamente fatal se n&o tratada e, historicamente, tem sido o protétipo de malignidade que
tem gerado valoroso aprendizado na biologia e terapéutica do cancer. Citogeneticamente

€, provavelmente, a doenga neoplasica humana mais extensivamente estudada (45,46).

A patogénese da LMA é incerta mas envolve anormalidades cromossdmicas na
maioria dos pacientes. Novos métodos diagnoésticos, incluindo a reagdo em cadeia de
polimerase, tém aumentado a sensibilidade de detecgdo das anormalidades

cromossdmicas e a habilidade de detectar doenga residual minima (1,2).

Estratégias terapéuticas importantes que sdo essenciais para o tratamento moderno
das neoplasias foram primeiramente mostradas serem Uteis quando aplicadas na LMA. Isto
inclui o cuidado nas complicagbes da aplasia medular como o manejo da neutropenia febril

e o policiamento nas transfusdes de plaquetas, o cuidado com a quimioterapia, a
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importancia da RC, o transplante de medula 6ssea e células progenitoras periféricas e a
identificacdo de marcadores genéticos mais importantes. Subseqiientemente, uma grande
evoluc@o tem ocorrido na linha de estratégias inovadoras durante as ultimas trés décadas

para esta doenca (45).

A terapia da LMA pode ser dividida em duas fases: terapia de indugdo e terapia
pbs-remissdo. O objetivo da terapia de indugdo € a RC que, usualmente, requer um
periodo de aplasia (exceto na leucemia pro-mielocitica aguda) (1). Como definido pelo
National Cancer Institute (11) RC ¢ definida por normalizagdo da contagem de neutréfilos
(acima ou igual a 1500 x 10%/L) e plaguetas (acima de 100 x 10°/L) e menos de 5% de
blastos numa medula 6ssea com pelo menos 20% de celularidade, sem bastdo de Auer,
bem como auséncia de leucemia extramedular. Alem disso estes critérios devem estar
mantidos por pelo menos 4 semanas ou até o inicio da terapia de intensificagdo (ou pds-
remiss@o) se ocorrer antes deste periodo. Remissé&o parcial (RP) € definido por 5 a 25% de

blastos.

A terapia pos-remissdo pode consistir em quimioterapia de consolidagéc ou
intensificacdo e de manutencdo. Terapia de manutengdo € menos intensiva e menos
mielossupressora do que a indugdo. Consolidacdo envolve regimes similares aqueles
usados na inducgdo e a intensificagdo envolve o uso de drogas de doses maiores que na
inducdo. A terapia de manutengdo n&o é importante em LMA como na leucemia linfocitica
aguda e, provavelmente, ndo se justifica se uma terapia poés-remissédo tiver adequada
intensidade. Como a consolidagdo pode ser de variavel intensidade alguns autores
sugerem que seja sinbnimo de intensificagcdo quando altas doses de drogas forem

usadas.(1,47).



Assim, a terapia da LMA essencialmente envolve estas duas fases pré-
mencionadas de indug¢do e poés-remissdo (consolidagdo ou intensificagdo). Estas duas
fases tém sido consideradas arbitrarias porque leucemia residual submicroscopica ainda é
demonstrada depois da RC conseguida com a terapia de indug&o. Ensaios randomizados
que nao envolvem terapia pés-remissdo tém cura de 0% demonstrando que esta fase é

necessaria para eliminar a doenca residual e conseguir a cura (1,26,45,47).

A maior causa de morte na indugdo é infeccdo e hemorragia. Uma melhora no
provimento de transfusdo plaquetéria tem sido responséavel por substancial redugio nas
mortes hemorragicas nos ultimos 20 anos. Um grupo australiano de tratamento de LMA
relatou que hemorragia com ou sem infec¢do foi a maior causa de morte em 56% dos
pacientes durante a quimioterapia de inducdo em 1976 evoluindo para apenas 8% em
1996. A infecgcio continua sendo .a maior causa de morte na terapia de indugdo em LMA.
O uso de novas drogas antibacterianas tem reduzido as infec¢cbes por bactérias gram-

negativas mas o staphylococcus aureus e fungos sdo persistentes problemas clinicos (45).

Uma outra conduta para reduzir a prolongada e profunda neutropenia na terapia de
inducdo da LMA é o uso de fatores de crescimento hematopoético. Os estudos
prospectivos com estes medicamentos, na sua maior parte, tém sido conduzidos em
pacientes mais velhos onde o risco de morte por aplasia medular justifica a preocupacdo
do risco potencial de estimulagdo de células leucémicas. Varios estudos tém sido
publicados, mas apresentando diferentes tanto os delineamentos, como a idade dos
pacientes e os regimes de indug&o (48-49). Ate o momento, a experiéncia agregada sugere
que, apesar de os fatores de crescimento encurtarem o periodo de neutropenia seguindo a
quimioterapia de indugdo e alguns estudos mostrarem reduc&o significativa da morbidade,
a RC e a sobrevivéncia global na grande maioria das vezes ndo sao melhoradas. Por outro

lado, o uso de fatores de crescimento parece seguro com pouco ou nenhum risco de
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estimulacdo leucémica. Este fato permitira estudos avaliando os fatores de crescimento
como terapia preparadora, como agentes indutores de diferenciagdo e como

imunomoduladores (50-52).

Em 1968, Ellison et al no Cancer and Leukemia Group B (CALGB) registraram o uso
de citarabina a 30 mg/m® diariamente como infusdo continua para LMA. Este estudo
mostrou uma sobrevivéncia prolongada de 20% nos pacientes que conseguiram a RC e
iniciou a terapia moderna para esta doenga (53). Aproximadamente 30-40% dos pacientes
chegavam a uma RC com citarabina ou daunorubicina dados como agente uUnico. Posterior
melhora ocorreu quando estes agentes foram combinados, com uma RC em mais de 50%

dos pacientes (25,54).

Outros agentes foram adicionados a citarabina como 6-tioguanina e daunorubicina
e a combinacéo destes trés (TAD) foi superior a citarabina mais 6-tioguanina, com RC
acima de 50 %. Subseqientemente, o protocolo TAD foi comparado com a combinago de
duas drogas, citarabina por 7 dias e daunorubicina por 3 dias (7+3) em estudos
randomizados e mostrou ser equivalente. Esta combinagédo tornou-se o tratamento de

inducdo padrdo (1,3,26-28,45,56).

O CALGB estabeleceu que 3 dias de daunorubicina e 7 dias de citarabina foi melhor
do que 2 dias e 5 dias, respectivamente, e que 10 dias de citarabina nao foi melhor do que
7 dias. Daunorubicina na dose de 30 mg/m?® foi inferior a 45 mg/m® em pacientes com
menos de 60 anos e menos toxico do que adriamicina (doxorubicina) 30 mg/m’.
Finalmente, a dose de 100 mg/m’ de citarabina foi igualmente efetiva quanto 200 mg/m?

(55,56).



Quatro estudos randomizados tém comparado idarubicina a daunorubicina e tém
sugerido que idarubicina possa ser superior a daunorubicina, particularmente em adultos
jovens. Entretanto, ndo esta claro que qualquer melhora observada com idarubicina
represente uma vantagem biolégica inerente a droga mais do que uma insuficiéncia para
comparar drogas na sua equivaléncia biolégica de doses. Nenhum estudo randomizado
prospectivo tem sido registrado comparando daunorubicina na dose de 45 mg/m® com
daunorubicina na dose de 60 ou 70 mg/m’, nem tem estudos comparando idarubicina na
dose de 12 mg/m? com daunorubicina na dose de 60 ou 70 mg/m’. Também n3o esta claro
que a sobrevivéncia global com idarubicina seja superior aquela conseguida com

daunorubicina desde que dois estudos mostraram vantagem e dois ndo (33, 57-59).

Mitoxantrona parece ser tdo efetivo quanto a daunorubicina em paciente jovens

com respeito a RC e a baixa incidéncia de leucemia resistente (38).

Amsacrina foi comparado com a daunorubicina, ambos associados a arabinoside e
B-tioguanina, e foi mostrada uma RC maior (70% e 54%), conseguida mais RC com

somente um ciclo (48 e 28%) e melhor sobrevivéncia global (35).

Dois grandes estudos prospectivos randomizados compararam diretamente o uso
de altas doses de citarabina com esquema padrdo de indugcdo de remissdo, usando a
mesma terapia pés-remissdo. Ambos demonstraram que a RC com citarabina em altas
doses ndo foi maior do que a inducdo padrdo e foram associados com aumentada
toxicidade hematolégica e extramedular. Estes dois grandes estudos também mostraram

uma maior sobrevivéncia livie de doenga mas uma similar sobrevivéncia global (60,61).
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A adigdo de etoposide ao esquema padrdo 7+3 ndo aumentou o nivel de RC,
melhorou a sobrevivéncia livre de doenga mas ndo aiterou a sobrevivéncia global em

avaliacdo nos 5 e 10 anos (62).

Assim, a maioria dos adultos com LMA alcangam uma RC com uma antraciclina e
citarabina. Entretanto, sobrevivéncia livre de doencga por longo tempo ocorre em somente
25-50% destes pacientes que conseguem a RC. A maioria dos pacientes com LMA ainda
morre de sua doencga. Com a combinagdo 7+3 como padrdo, em oito estudos totalizando
2.618 pacientes, o nivel de resposta completa foi de 64% com uma medida de duragio de

remissao de 8 a 12 meses e uma sobrevivéncia global média de 9 a 16 meses (45).

O Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) revisou a sobrevivéncia de 1414
pacientes, de cinco estudos clinicos durante o periodo de 1976 a 1994, todos usando
~daunorubicina e citarabina para indugdo. A terapia pés-remissdo na grande maioria dos
casos foi consolidacéo intensiva. Do total de pacientes 62% chegaram a uma RC, mas
76% recidivaram ou morreram. A sobrevivéncia global em 5 anos foi de 15%, sendo que
para pacientes com idade menor do que 55 anos foi de 9-33% e para idade de 55 anos ou
mais foi de 6-15%. Nos pacientes com menos de 55 anos a sobrevivéncia livre de doenga e

a sobrevivéncia global foram melhores com mais intensivas estratégias pos-remisséo (12).

E bem reconhecido que virtualmente todos os pacientes em RC seguindo a terapia
de inducdo ainda tém doenca residual que leva a recidiva. Assim, uma variedade de
condutas tem sido explorada para prevenir recidiva como a terapia de manutengdo com
baixa dose, terapia intensiva de consolidacdo e ablagdo medular por quimioterapia ou
quimioradioterapia com transplante de medula 6ssea alogeneico ou autdlogo ou de células

hematopoéticas periféricas.
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Os resultados com o uso de baixas doses de citarabina ndo s&o satisfatorios
(melhora a sobrevivéncia livre de doenga mas ndo a sobrevivéncia global), mas poderiam

ser de utilidade em pacientes mais idosos.

A quimioterapia intensiva de consolidagdo mais comumente usada € o esquema
com altas doses de citarabina. O grupo CALGB randomizou 596 pacientes em RC para
receber uma das trés doses de citarabina: 100 mg/mz /dia por 5 dias, 400 mg/m2 /dia por 5
dias em infusdo continua em ambos os casos e 3 g/m® numa infuséo de 3 horas, duas
Vezes ao dia, no dias 1, 3 e 5. Os resultados foram melhores no grupo com citogenética
favoravel, com sobrevivéncia livre de doenga em 52 meses de 21%, 25% e 39%,
respectivamente. Para pacientes com risco citogenético intermediario e alto n&o houve

evidéncia que qualquer dos trés métodos seja superior (19).

O estudo colaborativo entre European Organization for Research and Treatment of
Céancer (EORTC) e Gruppo ltaliano Malattie Ematologiche Maligne dell’Adulto (GIMENA),
randomizou trés grupos de pacientes para comparar o transplante alogeneico, ©
transplante autélogo e o esquema de altas doses de citarabina e mostrou que, em 4 anos,
havia uma sobrevivéncia livre de doenga de 55%, 48% e 30% (melhor em ambos os tipos
de transplante comparado com a quimioterapia) e uma sobrevivéncia global de 59%, 56% e
46% (similares), respectivamente (63). Um outro estudo comparando o transplante
autdlogo com a quimioterapia em altas doses ndo mostrou diferenca na sobrevivéncia livre

de doenga e na sobrevivéncia global (64).

A leucemia pré-mielocitica aguda merece uma consideragdo separada devido ser
tratada diferentemente de todos outros tipos de LMA e tem sido a mais potencialmente
curavel. Desde seu primeiro registro em 1988 (65) varios estudos mostram a efetividade do

acido all-trans-retinoico (ATRA) como terapia diferenciadora nesta leucemia mostrando
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melhor sobrevivéncia livre de eventos, sobrevivéncia livre de doenca e sobrevivéncia
global, chegando a 70% dos pacientes permanecerem livre de doenca em 4 anos. A mais
séria complicagcdo desta terapia com ATRA € a sindrome retinoide, uma sindrome de
sofrimento cardiorespiratério manifestado por infiltrado pulmonar intersticial, hipoxemia,
hipotensdo, ganho de peso inexplicado, podendo estar relacionada a um quadro de

hiperleucocitose (66,67).

Os resultados do tratamento para adultos com LMA dependem nao somente da
idade do paciente e o tipo de terapia poés-remissdo mas também das caracteristicas
biolégicas da doenga incluindo a presencga de uma antecedente mielodisplasia, cariétipo e
expressado fenotipica da resisténcia multidroga. A classificagdo FAB tem sido largamente
adotada e tem permitido a uniformidade do diagnostico dos subtipos morfolégicos da LMA.
Permanece util na identificacdo de certos subtipos biolégicos mas ndo em outros. S&o cada
vez mais importantes os métodos diagnosticos e progndsticos contemporaneos como a
citogenética, o estudo molecular e a imunofenotipagem. Avancos nos resultados tém
ocorrido na area de cuidados de suporte (preven¢ao e terapia das infec¢des, transfusées
apropriadas de glébulos e plaquetas) com consequente aumento da intensidade da terapia

pbs-remissao e, cada vez mais presente, o transplante de medula 6ssea.

Alguns grupos de pacientes com LMA tém sido beneficiados por estas modernas
modalidades de terapia mencionadas acima. Adultos jovens podem ter agora mais de 50%
de chance de sobrevivéncia longa apdés um transplante. Entretanto a sobrevivéncia média
continua ainda entre 9 e 15 meses pois os estudos clinicos tém restricdes de idade e
estado geral, excluindo pacientes com problemas renais e hepaticos. Os bons resuitados
em alguns ensaios, como por exemplo com transplante de medula, podem estar

relacionados a uma populagéo altamente selecionada (45).



Qutros tipos de cancer ndo hematoldégico como os epiteliais tém sobrevivéncia
global maior do que a LMA (cancer de mama estagio Il com 7.5 anos, cancer de pulmao
nao de pequenas células ndo ressecavel llIB com 13,7 meses). Assim, comparando com
LMA, tem-se atualmente mais sucesso em fratar neoplasias epiteliais definidas como
menos trataveis. Esta perspectiva deveria prover um racional exame critico da conduta
terapéutica e planejar novos tratamentos para LMA para todos os pacientes, ndo somente
aqueles com bom prognaostico (45).

Novos agentes com efeito indutor da diferencia¢do tumoral parecem potencialmente
de interesse na terapéutica experimental da LMA. Durante o desenvolvimento normal dos
tecidos e 6rgdos, os processos celulares que regulam a potencialidade das células em
proliferar e realizar a diferenciacdo estdo intrinsecamente ligados. A fase inicial de uma
neoplasia pode interromper esta ligacdo e frequentemente &€ acompanhada por uma
diminuida expressdo da funcdo de diferenciacdo, producdo aberrante de produtos
diferenciados, ou uma diferenciacdo celular inapropriada. Também, a indugdo da
diferenciacdo in vitro freqientemente é associada com a reduzida capacidade das células
para formar tumores in vivo. Além disso, repetidas passagens de linhagens de células
tumorais em cultura demonstram perda da capacidade de diferenciacdo em associagdo

com seu crescimento maligno. Assim, em certas instancias, o processo neoplasico tem sido

interpretado como um defeito na diferenciagéo celular (68.69).

A origem da transformacdo maligna na LMA tem sido sujeito de intensa
investigacdo. Um dos modelos propbe que um numero de células progenitoras seja
suscetivel a transformacéo leucémica resultando na expanséo de células anormais que séo
bloqueadas num estagio particular da diferenciagdo. Outro modelo propde que esta
transformac&o ocorra somente na célula primitiva multi-potencial com habilidade variavel

para diferenciar e adquirir marcadores de linhagens fenotipicas especificas (70-74).
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A droga decitabina € um analogo da deoxicitidina no qual o C-5 no anel pirimidinico

€ substituido por uma molécula de nitrogénio (75).
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Figura 1. Estrutura quimica da decitabina

Em células de ratos quase 5% da deoxicitidina remanescente no DNA apresenta-se
como decitabina. A metilag&o ocorre imediatamente apds a replicacdo do DNA e envolve a
transferéncia de um grupo metilico do S-adenosil-metionina para a posicdo 5 da
deoxicitidine numa reacdo catalisada pela DNA-metilase. A fungdo biolégica da 5-
metildeoxicitidina ho DNA foi desconhecida até que recentes investigagdes indicassem que
a metilacdo do DNA pode ter uma importante fungdo na expressdo genética. Em geral a
metilagdo do DNA reprime a expressdo genética enquanto que a demetilagdo produz

ativacdo do gene (76,77).

Os anadlogos pirimidinicos da deoxicitidina, 5-Aza-citidina e a decitabina inibem a
metilagdo do DNA em células de rato. A decitabina difere da deoxicitidine pela presencga do
nitrogénio na posi¢cdo 5 do anel heterociclico. A inibicdo & devido & incorporagédo destes
analogos ao DNA que, aparentemente, produz uma inativagdo da DNA-metilase. Tem sido
proposto que a inibicdo da metilagdo do DNA por estes analogos da deoxicitidina seja

responsavel pela gene-ativacéo e a inducéo da diferenciagdo celular (78).
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A decitabina é um ativo agente antileucémico no animal e no homem. Ha uma boa
correlagdo entre a extenséo da inibicdo da metilagdo do DNA e a atividade antileucémica
do decitabina em ratos. Entretanto o mecanismo dé agdo ndo é claro. Ao contrario da
hipometilagdo, a citosina arabinoside (Ara-C) induz a hipermetilagdo do DNA e também

exibe sua bem conhecida atividade antileucémica (79).

A fosforilagdo da decitabina é catalisada pela deoxicitidine-quinase, e é requerida
para a expressdo dos efeitos citotoxicos. E 0 mesmo mecanismo da citosina arabinoside
(Ara-C, citarabina). Assim & improvavel que a leucemia refrataria ao Ara-C seja sensivel a
decitabina, a menos que outro mecanismo de resisténcia ao Ara-C esteja presente.
Comparacdo da atividade da decitabina com a da citarabina em alguns modelos de
leucemia animal mostrou que a decitabina € um agente antileucémico mais potente. Apesar
de que ambos agentes sdo incorporados ao DNA os mecanismos de sua citotoxicidade s&o
completamente diferentes. Enquanto se aceita que Ara-C induz a citotoxicidade como
resultado direto da interferéncia com a sintese de DNA a decitabina induz hipometilagao do
DNA que, por sua vez, associa-se com alterada expressdo genética, inducdo da

diferenciacdo e, provavelmente, morte celular (80,81).

A observacdo de que as células tumorais passam por uma matura¢gdo quando 0
paciente entra em remiss&do tem estimulado a expressdo da diferenciagdo induzida por
droga como mais um método para o tratamento do cancer. Uma notavel demonstragao
disto € o uso do acido all-trans-retinoico (ATRA) no tratamento da leucemia pré-mielocitica

aguda (65-67,82).

Covey e cols. (83) estudaram o efeito da decitabina no crescimento e potencial
clonogénico de células leucémicas L1210 in vitro. Células foram expostas a 0.001-100

mg/mi de decitabina por periodos de 1-120 h. A dose relacionada ao efeito foi visto entre



0.01 e 0.5 mg/ml. A sobrevivéncia diminuiu com o tempo de exposicdo aumentado até 24
h. De qualquer maneira o aumento da exposicdo além das 24 h ndo diminuiu a

sobrevivéncia de uma maneira consistente.

Pinto e cols. (84) mostraram uma diferenciagdo radical das células blasticas
leucémicas humanas depois de incubag¢io in vitro com doses ndo toxicas de decitabina.
Mais ainda, eles mostraram que, em um sistema liquido HLA-DR negativo, os blastos

leucémicos expressavam antigenos DR depois da incubagdo com Ara-C ou decitabina.

Walker e cols. (85) mostraram que células murine Tg84-15 altamente tumorigénicas
tratadas com decitabina formaram colbénias que eram miosina-positivo e continham

microtubos, ao passo que o potencial tumorigénico das células tratadas foi suprimido.

Estudos de toxicologia animal foram realizados por diferentes investigadores.
Vesely e Cinak (86) administraram decitabina na dose de 1.5, 3.0 e 6.0 mg/kg i.p. em ratos
(machos DBA/2) em 5 dias consecutivos. Os animais que receberam a dose maior
morreram entre os dias 8 e 17 ap6s a injecdo. Momparler e Gonzales (87) administraram
decitabina em infus&o continua por 8 h em ratos (macho CD2F2, Balb/c x DBA/2). LD50 e
LD10 foram 54 e 25 mg/kg, respectivamente. Em outro estudo, Momparler e Frith (88)
administraram decitabina como infusdo continua de 12 h e LD50 foi 22.2 e 29.5 mg/k para
ratos fémeas e machos, respectivamente. Leuco e plaquetopenia foram observados.
Histopatologia nestes animais que receberam dose LD50 mostrou hipoplasia de medula

ossea e dano da mucosa intestinal no dia 7 e recuperacgdo no dia 28 apés a infusao.

Chabot e Momparler (89) mostraram uma atividade anti-tumoral da decitabina contra
leucemia em ratos, com varias doses, notando um leve efeito mas nao total no bloqueio da

progressdo do ciclo celular para a fase S. Covey e Zaharko (90) relataram seus



experimentos em que o tempo de sobrevivéncia elevou-se 4 vezes do tempo de
sobrevivéncia esperado nos animais leucémicos controles. Richel e cols. (91), usando um
modelo de ratos portadores de LMA (BNML), mostraram um aumento de sobrevivéncia
depois do tratamento com decitabina comparado ao Ara-C, com uma efetividade

antileucémica maior e um efeito tdxico comparavel.

Numa experiéncia clinica com decitabina, Rivarde e cols. (92) realizaram um estudo
de fase | com esta droga em criangas com leucemia aguda, nas doses de 0.75-30 mg/kg
administrada por 12-30 h de infusdo continua ou 10 mg/kg como aplicacdo em bolo e o
efeito antileucémico foi somente minimo. Um efeito muito melhor foi observado com doses
maiores de 36-80 mg/kg dados em 36-44 h de infusdo continua. Efeitos colaterais
consistiram de supressao da medula éssea, ndusea e vémitos, diarréia e alopécia. O efeito
anti-tumoral da decitabina foi muito limitado, mas marcada leucopenia e trombocitopenia
foram observados com o nadir 9 a 12 dias depois do fratamento. Recuperagao iniciou 28
dias depois para as plaquetas e 42 dias para os leucécitos. A concentracéo plasmatica

média para uma infusdo de 1 mg/kg/h foi estimada em 0.5 pg/ml.

Um estudo farmacolégico de fase | em adultos com tumores sélidos realizado por
Groeningen e cols. (93) mostrou que decitabina é eliminado rapidamente e amplamente por
processos metabdlicos. Os pacientes receberam 75 mg/m? a 100 mg/m? em 1 h de
infusdo, e os picos plasmaticos médio foram 0.93 e 2.01 uM, reépectivamente. A
determinacdo do decitabina na urina coletada 8 horas ap6s o inicio da infusdo, para todas

as doses, foi de <1% da dose infundida.

Debusscher e cols. (94) relataram para “EORTC Leukemia Group” sua experiéncia
com decitabina em 26 pacientes na sua maioria refratarias ao Ara-C (20 LMA, 2 LLA, 1

bifenotipica e 3 crises blasticas de LMC). Trinta e quatro cursos foram dados, pbr infusao
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continua ou por 12 h, em 2,34 e 5 dias. A toxicidade encontrada foi ndusea e vomito
(22/34 cursos), mucosite (7/34), alopécia e moderada alteragdo da fungao hepatica. Um
caso de insuficiéncia respiratéria aguda, um episédio de taquiarritmia e um caso de
insuficiéncia cardiaca congestiva foram registrados. Pancitopenia foi profunda e
prolongada. Um paciente chegou a completa remissdo. Vinte e trés dos 26 pacientes

experimentaram um efeito antileucémico.

Willemze e cols. (95) trataram 5 pacientes com leucemia refrataria e 11 pacientes
com leucemia recidivada com decitabina 125-500 mg/m2 numa infus&o de 6 h, 2 vezes ao
dia, por 6 dias e AMSA 120 mg/m2/dia nos dias 6 e 7. Este esquema provocou prolongada
mielossupressdo e outras toxicidades sem provocar muito impacto na atividade
antileucémica. Nenhuma resposta e nenhuma toxicidade foram vista nos pacientes
refratarios, mas 8 de 11 pacientes com doenca recidivada conseguiram uma RC estavel.
Dois pacientes obtiveram uma RP. Moderada a severa toxicidade (gastrointestinal,
neuroldgica) foi vista em 5 pacientes recidivados. Granulocitopenia foi aparente por mais

ou menos 3 semanas. A remissdo durou de 2 a 14 meses.

Zagonel e cols. (96), em 1993, relataram o efeito do decitabina em 10 pacientes
com mielodisplasia. Usaram a dose de 45 mg/m? em infus@o de 4h por 3 dias ou 50 mg/m?
em infus@o continua por 3 dias. Em 4 pacientes houve completa normalizagdo do sangue

periférico e medula 6ssea (resposta hematologica completa).

Em 1993, Silverman e cols. (97) apresentaram os resuitados do uso de decitabina
em pacientes com mielodisplasia, na dose de 75 mg/m? /dia por 7 dias. Resposta foi vista

em 49% dos 49 pacientes avaliaveis, 5 (12%) em RC.



Petti e cols. (98) apresentaram os resultados preliminares do uso de decitabina no
tratamento de pacientes com LMA com prognostico reservado. Um total de 10 de 12
pacientes avaliaveis com decitabina numa dose de 90-120 mg/m? numa infusdo de 4 h, trés
vezes ao dia, por 3 dias consecutivos. Seis pacientes apresentavam mielodisplasia prévia,
um apresentava LMA secundaria e cinco pacientes foram considerados portadores de
leucemia de novo. Somente trés pacientes chegaram a uma RC e um com RP. Uma
verdadeira fase aplastica foi documentada em 5 pacientes e, nos outros, uma moderada ou
mesmo uma medula 6ssea normocelular foi observada seguindo a administracdo da
decitabina. A mais proeminente toxicidade foi a neutropenia, com media de recuperacdo de
30 dias (13-53 dias). Trombocitopenia grau 3-4 (WHQO) ocorreu em 13 de 16 cursos da
droga e recuperou em média de 25 dias (20-45 dias). Toxidade extra-hematoldgica foi
geralmente moderada mas dois pacientes morreram por eventos cerebrais trombéticos

durante o periodo de aplasia e um paciente com insuficiéncia cardiaca aguda.

Gattei e cols. (99) em 1993, relataram os efeitos da decitabina in vifro e in vivo nas
células clonogénicas em 9 pacientes com LMA. A dose usada foi de 90-120 mg/m? em
infus@o de 4 h, 3 vezes ao dia, por 3 dias cada 4-6 semanas. Dois pacientes chegaram a
RC, dois com RP, dois morreram na induc¢do e trés ndo responderam. Os estudos in vitro
mostraram forte sugestdo de indug¢do da diferenciacdo celular e/ou uma desorganizagdo
genética das células neoplésicas, seguidas por perda do potencial clonogénico e, em
Ultima analise, uma morte celular na auséncia de destruicao celular aguda, como o principal

mecanismo de ac¢do da droga.

Willenze e cols. (100) tambeém em 1993, relataram a agdo da decitabina (125
mg/m?, 6h de infusdo, cada 12h, por 6 dias) em 20 pacientes com LMA recidivada (uma ou
mais recidivas), com uso combinado com as drogas m-ansacrine (120 mg/m? dias6e 7) e

ou idarubicina (12 mg/m?, dias 5, 6 e 7). Treze pacientes (59%) chegaram a uma RC, doze



tratados com decitabina+m-ansacrine e um com decitabina+idarubicina. Dois chegaram a
uma RP e seis pacientes falharam em responder ou morreram durante o periodo de
indugdo de remissdo. A neutropenia durou em média 25 dias e a plaquetopenia que
necessitasse transfusdo, 18 dias. A toxicidade nao-hematoldgica consistiu de nausea e
vbmito em alguns pacientes, diarréia e sinais clinicos de peritonite em nove pacientes.
Toxicidade cerebral ou cerebelar em dois, sangramento gastrointestinal em trés e
toxicidade hepatica em dois pacientes. A duragido da remissdo teve uma média de 4 meses

(1-30 meses).

Mais recentemente, a decitabina também tem sido estudada, in vitro e in vivo, em
outras neoplasias, como tumor de préstata e mama, em regime de condicionamento para
transplante de medula éssea, em fase blastica ndo-linféide da leucemia miel6ide crénica e

em mielodisplasia (101-106).

Assim, estudos preliminares mostram que a decitabina € um agente antileucémico
comparavel as altas doses de Ara-C com comparavel toxicidade e que mais estudos
clinicos para terapia de indugdo de remissdo sdo necessarios para descobrir se pode
substituir a droga arabinoside no tratamento para LMA recidivada e no tratamento de

primeira linha desta doenca.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar a viabilidade da utilizagdo do agente experimental decitabina como

substituto do ara-C na combinag¢do com a daunorubicina no tratamento de primeira linha de

pacientes com Leucemia Miel6ide Aguda.

Objetivos Especificos

a) Descrever o perfil de toxicidade da combinacg&o decitabina com daunorubicina

nos pacientes incluidos neste estudo preliminar.

b) Documentar o percentual de remissdes completas obtido com esta combinagao

na populacdo estudada.
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DECITABINE (5-AZA-2’-DEOXYCYTIDINE; DAC) PLUS DAUNORUBICIN
AS A FIRST LINE TREATMENT IN PATIENTS
WITH ACUTE MYELOID LEUKEMIA:
PRELIMINARY OBSERVATIONS

ABSTRACT

The authors report on the preliminary results of an ongoing phase Il trial whereby the
combination of the new DNA hypomethylating agent, 5-Aza-deoxycytidine (DAC), plus
daunorubicin was given as first-line induction therapy to non-pretreated patients with acute
myeloid leukemia (except FAB M3). DAC was given as a 4-h intravenous infuéion at the
dose of 90 mg/m2 daily from days 1-5, while daunorubicin was administered at the dose of
50 mg/m® on days 1-3. A maximum of two courses were given to the patients with an
interval of 4-6 weeks. Up to now, eight patients were accrued, of those six were evaluable
for toxicity and response. The main toxic effects were bone marrow suppression, mucositis,
nausea and vomiting, and alopecia. All six patients achieved a complete remission after one

(five cases) or two (one case) courses. The trial is open for patient accrual.

Keywords: decitabine; 5-Aza-2’-deoxycytidine; DAC; acute myeloid leukemia
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INTRODUCTION

Cytosine arabinoside (Ara-C) plus an anthracycline derivative (daunorubicin or, more
recently, idarubicin) are currently used as first-line induction chemotherapy in adult patients
with acute myeloid leukemia (AML) in several institutions (1). By using this regimen, about
60% of the patients may achieve a complete remission. In spite of the use of post-remission
consolidation regimens, leukemia relapses are observed in the majority of patients (2).
Unfortunately, only about 30% of the adult patients under age 45 years and 20% of patients
ages 45-60 are expected to have a prolonged disease-free survival (3,4). Therefore, it is
very important that new drugs with higher single agent activity against this disease are

identified.

5-Aza-2 -deoxycytidine (decitabine; DAC) is an analog of deoxycytidine, in which the
C-5 of the pyrimidine ring has been replaced by nitrogen (5). Following its incorporation into
the cell, DAC leads to DNA hypomethylation, which appears to have an important role in the
control of gene expression and cell differentiation (6). indeed, DAC was shown to have both
differentiation inducing as well as antiproliferative effects in various in vitro systems, such
as the HL-60 human acute promyelocytic leukemia model (7,8). Furthermore, it has
comparable or supérior antiproliferative effects to Ara-C in murine and human Ieﬁkemia cell

lines (9-11).

Preliminary results from trials with DAC in patients with relapsed acute myeloid
leukemia have demonstrated that this agent is able to induce complete remissions even
after one treatment course in over 50% of cases (12). This antileukemic effect can be
comparable to other salvage chemotherapy regimens used in this disease. The main toxic

effects of DAC are myelosuppression, mucositis, nausea and vomiting and alopecia.



11

As the combination of Ara-C and daunorubicin was being currently used in the
routine management of patients with acute myeloid leukemia at our institution outside
clinical trials, we decided to evaluate the combination of DAC/daunorubicin as first-line
therapy in patients with this disease (13). In this paper, the initial results of the above

mentioned phase |l trial are discussed.
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PATIENTS AND METHODS

Study design, end-points and statistical considerations

This study is a non-randomized phase |l trial whereby consecutive patients with non-
pretreated acute myeloid leukemia were accrued. The aims of the study were to determine
the percentage of complete and partial responses and the progression-free survival (PFS)
of patients included in the trial. The evaluation of objective responses was performed at
least 4 weeks after the treatment administration. The two-stage Gehan method (14) was
applied to calculate the number of patients to be included in the trial, especially to allow its
early discontinuation in case of no tumor responses documented in the first seven patients.

Otherwise, an accrual of 25 patients was planned for its completion.

Eligibility criteria

Patients had to fulfill the following criteria: cytologically proven diagnosis of FAB
classified (15) acute myeloid leukemia (AML), except acute promyelocytic leukemia (M3),
age between 18 and 70 years, WHO performance status 0-2, life expéctancy c;f >1 month,
absence of prior chemotherapy, radiotherapy and/or immunotherapy, adequate renal
(creatinine <130 pmol/i), liver (bilirubin <25 umol/l), pulmonary and cardiac function (ECG),
and written informed consent. Cytogenetic analysis was performed in all patients. Patients
with poor medical risks because of non-malignant systemic disease, active uncontrolled

infection or central nervous system involvement were excluded from the trial.



Evaluation of responses and toxicity

Responses were classified according to the CALGB criteria (16). The following
lesions were considered evaluable for response: peripheral blood, bone marrow or other
manifestations of acute myeloid leukemia in sites such as skin, lymph nodes and spleen. A
complete remission (CR) consisted of normal bone marrow cytology, containing less than
5% blast cells. Peripheral white blood count had to be in the normal range (more than 3 x
10%1), granulocytes more than 1.5 x 10%/, platelets more than 100x 10°, no blast cells.
Leukemic cell infiltrations of the skin and other tissues had to be absent. A partial remission
(PR) was characterized by bone marrow cytology containing between 5 and 25% blast cells
and normal peripheral blood morphology, in the absence of other manifestations of
leukemia. All other situations were considered as treatment failures. Relapses were defined
as increase in blast cells to more than 10% in two bone marrow evaluations at 2-week
intervals. Extramedullary relapse had to be based on cytological or pathological diagnosis.
The duration of responses and survival were calculated from the date complete remission
was documented until relapse. Progression-free survival was dated from the
commencement of treatment until the documentation of relapse. Toxicity was graded

according to the NCI Common Toxicity Criteria (CTC) scale (17,18).

Drug supply and administration

DAC was supplied and formulated by Pharmachemie BV, Haarlem, the Netherlands,

while daunorubicin was purchased from Farmitalia Carlo Erba, Brazil.

DAC sterile powder was a freeze-dried preparation. Each 20-r©/\/ial contained 50 mg

DAC. When reconstituted with 5 ml of sterile water for injection USP, each ml contained 10
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mg of DAC. The intact vials were stored at 2-8°C and were stable for at least 1 year.
Reconstitution of the ampoules resulted in a rapidly decomposing solution, with drug
concentration decreasing by about 10% after 5h at 25°C and after 24h at 4°C. Thus, the
solution was prepared immediately prior to drug administration. DAC (90 mg/mz) was given
as a 4h i.v. infusion on days 1 to 5. Each of the doses was diluted in at least 500 ml normal
saline. Daunorubicin (50 mg/m®/day) was administered as a short i.v. bolus infusion on days
1 to 3. No dosage adjustments were made. A maximum of two courses with an interval of 4-
6 weeks was given as induction regimen. Treatment was discontinued if bone marrow
contained more than 25% blast cells 4-6 weeks after the first course, or if disease

progression was otherwise observed.

Treatment was administered lo the patients in isolated hospital rooms, with standard
routine measurements for granulocytopenic/immunosuppressed patients. No prophylactic
antibiotics were given to patients. Those patients developing fever during the neutropenic
period underwent a detailed survey for a potential infectious agent, including laboratory
tests, cultures from blood, urine and sputum specimens, chest X-rays and CT scans.
Immediately after cultures were obtained, a combination including an aminoglycoside plus a
third-generation cephalosporin was administered to the patient. Antifungal therapy was
added in case of persistent fever, clinical evidence of candida infection and/or positive
cultures. No uniform recommendation was included in the study protocol for poét—remission
therapy. In general, patients were given either standard high-dose Ara-C consolidation
therapy, or they were referred to bone marrow transplantation programs (in cése a potential

compatible donor was available).
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Follow-up studies

Patients had to undergo a complete clinical evaluation prior to the start of therapy,
including a full medical history, clinical examination, hematological evaluation, blood
chemistry, bone marrow aspirate and biopsy, and immunophenotypic and cytogenetic
analysis. Renal and liver laboratory tests, as well as cardiac evaluation including ECG were
also performed. Patients were monitored daily for toxicity and blood counts were done at
Ieast once weekly. Bone marrow aspirate and biopsy was performed before starting therapy

and at day 10, as well as thereafter according to clinical and hematological judgment.

Ethical considerations

Before the patient was entered into the study, written informed consent was
obtained in agreement with the Helsinki Declaration. The study was approved by the
institutional ethical commitiee and the Brazilian Health Authorities, and was performed
according to the local laws and regulations relevant to the use of new therapeutic agents in

human beings.
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RESULTS

The characteristics of patients included in this phase Il trial are summarized
in Tables 1 and 2. Of a group of eight patients accrued so far, one patient was excluded
due to a different diagnosis at immunophenotypic review (acute lymphoblastic leukemia),
dying due to sepsis during the neutropenic period at day 21 of the induction program. The
other patient developed a cerebral hemorrhage and died at day 12 of the first course of

therapy.

Six patients were then evaluable for toxicity and response. The main toxic effects
experienced by the patients were grade 4 neutropenia and thrombocytopenia, nausea and

vomiting and mucositis (Tables 3 and 4).

All evaluable patients achieved CR during one to two courses of induction therapy,

while the duration of responses ranged from 5-24 months (Table 5).
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DISCUSSION

There is a great deal of interest in the clinical development of new anticancer agenis
acting by novel and unique mechanisms of action (19). Therefore, DNA hypomethylating
agents such as DAC are worth clinical testing, considering that the level of DNA methylation
can potentially modulate the function of oncogenes and tumor suppressor genes and/or cell

diiferentiation (20,21).

Studies performed in murine models have demonstrated a correlation between the
extent of the inhibition of DNA methylation caused by DAC and its anti-leukemic effects
(5,9). In addition, its differentiation-inducing effects were demonstratedr alter in vitro
incubation of leukemia cells with non-toxic drug concentrations (22). Also, the modulation of
tumor-suppressor genes by DAC in leukemia and solid tumor models was recently

documented (23,24).

In preclinical systems, DAC has comparable or superior antitumor activity than its
related deoxycytidine analogue, Ara-C, the latter being one of the most active agents
against acute myeloid leukemia in clinical use (9,11). Therefore, it is of great interest of

evaluate DAC in patients who were not previously exposed to Ara-C.

Although preliminary, this is the first report on the use of the DAC/daunorubicin
combination as first-line therapy in patients with acute myeloid leukemia. The toxicity profile
of the DAC/daunorubicin combination observed in this trial was comparable lo our previous
experience using Ara-C/daunorubicin or Ara-C/idarubicin combinations as induction
regimens in patients with acute myeloid leukemia (1-3). The duration of severe

thrombocytopenia appeared, however, to be relatively shorter in our present trial than our
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previous experience with Ara-C plus daunomycin (thrombocytes reached 20 000 cells/mm’®
on days 13-20 following therapy) while the median total number of platelets units transfused
per patient during the induction period was 28 (range 15-96). However, this observation

should be confirmed in a larger patient population.

Regarding the antitumor activity of the combination it is of note that all six patients
who completed induction chemotherapy achieved a CR after one (five cases) or two (one
case) courses. Although this report deals with a very small group of patients, the
observation of CR in all evaluable cases seems very promising. Interestingly, DAC was
given as a 4-h i.v. infusion to the patients, which could be considered as a limited daily drug
exposure, according to preclinical and clinical pharmacokinetic data (12). However, an
obvious antileukemia effect was achieved, suggesting that its DNA hypomethylating effects

were retained and enough to produce a therapeutic advantage.

The preliminary evaluation of the cellularity of the bone marrow did not allow any
conclusion as far as the occurrence of tumor cell differentiation following DAC exposure in
the patients. In fact, an initial review of the slides showed only a cytotoxic effect. However,
this observation should be looked at further, as there was no sequential evaluation of cell

differentiation markers in bone marrow samples following therapy.

The same holds true for the cytogenetic analysis of the bone marrow in responding
cases. In summary, the initial phase Il evaluation of the DAC/daunorubicin combination as
an induction regimen in patients with non-pretreated acute myeloid leukemia revealed

promising antitumor activity with acceptable toxic effects.
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Table 1

Patient characteristics (n = 8)

No. Age MIF PS (WHO) FAB classification
(years)
1 35 F 2 M4
2 39 - F 2 M5
3 38 F 2 M4
4 52 F 1 M2
5 51 F 2 M5
6 46 F 2 M5+
7 30 M 2 M4
8 59 F 2 ALLt

FAB, French-American—British Group classification; PS. performance status; WHO, World Health Organization.
*Early death on day 12 from starting therapy. TALL at phenotypic review; removed from study.



Table 2

Immunophenotypic and cytogenetic characteristics

of evaluable patients

53

N° FAB-+

Cytochemistry

Immunophenotype

Karyotype

4 M2

PAS-/SUDAN+

PAS-/SUDAN+

PAS-/SUDAN+

PAS/SUDAN+

PAS/SUDAN+

PAS/SUDAN+
Myeloperoxidase:+

CD10

CD3

CcD19
CD13
CD14
HLA-DR
Glycophorin

CcD10

cD2

CD18
CD13
CD14
HLA-DR
Glycophorin

CD10

CD19

CcDh2

CcD13
CD14
HLA-DR
Glycophorin

cD10
cD19
CcD13
CD14
HLA-DR
Glycophorin

CcD10
CD19

CcD13

CcD14
HLA-DR
Glycophorin

CD10
CD19
CD2
CD13
CD14
CD33
HLA-DR

0%

1%
0%
60%
40%
60%
10%

0%
7%
2%
0%
6%

80%
0%

0%
0%
5%
80%
1%
85%
0%

0%
1%
85%
35%
90%
5%

0%
0%
20%
80%
90%
5%

0%
1%
22%
87%
5%
78%
79%

inv(16)(p13q22)

* FAB, French-American-British Group classification; PAS, Periodic Acid Schiff reaction: N, normal.
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Table 3

Worse toxic effects NCI-CTC+ (grades 3-4) (n=6)

Type of effect N° of patients (%)
Neutropenia 6(100)
Thrombocytopenia 6(100)

Alopecia 6(100)

Mucositis 5(83)
Nausea/vomiting 4(67)

*NCI-CTC, National Cancer institute Common Toxicity Criteria.



Table 4

Duration of severe myelosuppression and transfused units

Patient N >500 P >20 000 Platelet units Red cell units
1 20 13 18 3

2 18 1 15 9

3 15 13 28 3

4 17 17 28 3

5 17 17 32 5

6 — — —_— —

7 34 20 96 8

8 — — — —_

Number of days N = neutrophils and P = platelets were under 500 and 20 000 cells/mm?®, respectively,



Table 5

Type and duration of clinical remissions (n= 6)

Patient N° Type of remission Duration of remission
' (CALGB) (months)

1 CR 7

2 CR 16

3 CR 21*

4 CR 241

5 CR 5*

6 NE s

7 CR ‘ 5

8 PV T

CR, complete remission; PR, partial remission; NE, non-evaluable; PV, protocol violation.

* Died of neutropenic sepsis after high-dose Ara-C.

T Refused second high-dose Ara-C consolidation; remains in CR.

*No high-dose Ara-C consolidation due to hepatitis B.

§ More than 20 000 cells/mm” at diagnosis; underwent two leukophereses; died due to CNS bleeding on day 12.
" Alive with relapse; on second-line chemotherapy.

TALL confirmed on immunophenotypic analysis; died of sepsis on day 21.
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OBSERVAGOES PRELIMINARES SOBRE A SEGURANGA E A ATIVIDADE
ANTI-TUMORAL DA COMBINAGAO DO AGENTE HIPOMETILADOR DO DNA
DECITABINA COM A DAUNORUBICINA COMO TRATAMENTO DE
PRIMEIRA LINHA EM PACIENTES COM

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

RESUMO

Objetivo

Determinar o percentual de remissdo completa e avaliar os efeitos toxicos da droga
5-AZA-2 -deoxicitidine (5-AZA-2-CdR, decitabina, DAC) e daunorubicina em pacientes com

leucemia mieldide aguda (LMA).

Métodos

Realizou-se um estudo experimental, ndo randomizado, de fase ll, onde 9 pacientes
consecutivos elegiveis de 12 avaliaveis, entre 18 e 59 anos, com leucemia mie!c"ﬁde aguda
ndo tratados foram avaliados e comparados com controle histérico. Os pacientes
receberam 90 mg/m?2 de decitabina administrado em 4 h de infusdo endovenosa por 5 dias,
diluida em 500 ml de solugao salina fisiolégica e 50 mg/m® de daunorubicina como injegao
endovenosa em bolo, nos dias 1,2 e 3. A remissdo completa foi avaliada mediante critérios

estandardizados e os efeitos adversos avaliados pelo exame clinico e laboratorial.
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Resultados

Todos os pacientes apresentaram remissao completa com um ciclo ou dois do protocolo
em estudo. Os efeitos adversos foram semelhantes ao uso de drogas usadas

historicamente no tratamento desta doencga.

Conclusao

Decitabina em combinag&o com daunorubicina resulta em remissdo completa com efeitos
adversos comparaveis a esquemas anteriores de tratamento em pacientes com leucemia

miel6ide aguda e estudos de fase Il e Il devem continuar sendo conduzido.



INTRODUGCAO

A incidéncia da LMA e de 2.2 por 100.000, ha aproximadamente 9.700 novos casos
cada ano nos EUA e a incidéncia aumenta com a idade sendo responsavel por quase 90%
dos casos de leucemia aguda no adulto (1,2). Aproximadamente 65% dos pacientes
adultos previamente ndo tratados com doenca priméria entram em RC com a terapia
convencional, isto &, 7 dias de Ara-C em infusdo continua e 3 dias de uma antraciclina, em

geral a daunorubicina.

Entretanto, mesmo com terapia convencional de consolidagdo ou manutencéo,
menos que 25% destes pacientes permanecem em remissdo com duragdo média de 8 a 12
meses e sobrevivéncia média de 9 a 16 meses (3-8). A prioridade atual € manter a
remiss&do e impedir a recidiva com quimioterapia de de intensificagdo ou consolidagdo tem

este fim.

Varios estudos randomizados tém sido conduzidos para avaliar fungdo do
transplante de medula 6ssea, alogeneico ou autbélogo, na LMA. Todos estes estudos
reduzem o risco de recidiva mas ndo necessariamente melhoram a sobrevivéncia ou
devido a mortalidade do procedimento ou a terapia de salvamento nas recidivas pos-
transplantes. Apresentando-se como mais uma modalidade terapéutica intensiva no
sentido de evitar a recidiva e chegar a cura da doenga o transplante de medula ¢ssea em
geral necessita que o paciente esteja em RC (9-12) . Assim torna-se importante que novas

drogas com maior atividade contra esta doenga sejam identificadas.

Decitabina € um analogo da deoxicitidina, no qual o C-5 do anel pirimidinico &

substituido por um nitrogénio. Em seguida a sua incorporag¢ao na célula, a decitabina leva a
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hipometilagdo do DNA, que parece ter uma importante fungdo no controle na expresséo

genética e na diferenciacgao celular (13,14).

Decitabina mostrou ter efeitos na indugéo de diferenciagéo e efeito antiproliferativo
em varios estudos in vitro. Também tem efeito comparavel ou superior ao Ara-C em

linhagens de células leucémicas de rato e humanas (15-20).

Resultados preliminares de ensaios clinicos com decitabina em pacientes com
mielodisplasia e LMA recidivada tém demonstrado que este agente é capaz de induzir RC
em até 50% dos casos, efeito comparavel a outros regimes quimioterapicos de salvamento

usados (21-28).

A combinac¢éo Ara-C + antraciclina continua sendo a terapia padréo (principalmente
0 esquema 7-3, com 7 dias de Ara-C e 3 dias de daunorubicina) para os pacientes com
LMA (5,29,30). Neste trabalho avaliamos a combinag&o decitabina + daunorubicina como
terapia de primeira linha em pacientes com LMA. Neste estudo de fase Il avaliamos

percentual de RC e a toxidade desta combinagéo.
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PACIENTES E METODOS

Pacientes

Foram estudados pacientes entre 18 e 59 anos com LMA primaria sem tratamento
prévio. As caracteristicas destes pacientes estdo na tabela 1. O estudo foi realizado no
Servico de Hematologia do Hospital Sdo Lucas, da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUC-RS). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
instituicdo e todos os pacientes receberam informacgdo oral e assinaram um consentimento
informado. O diagndstico foi realizado baseado nos critérios da classificagdo FAB (French,
American, British) (31) e os pacientes com o subtipo leucemia pré-mielocitica aguda (FAB
M3) ndo participaram do estudo em fungdo do efeito benéfico do acido all-trans-retinoico

comparado com quimioterapia somente (32,33).

Delineamento e Procedimentos

Realizou-se um estudo ndo-randomizado, de fase ll, onde pacientes hospitalizados
consecutivos foram incluidos no estudo para comparagdo com os dados histéricos. Os
pacientes preenchiam as condi¢es de elegibilidade como o diagnéstico definido de LMA,
exceto o subtipo M3, usando o sistema de classificacdo FAB, com o uso, aléem da
morfologia, da imunofenotipagem e cariograma; idade acima de 18 e abaixo de 70 anos;
adequada func@o renal, hepatica, pulmonar e cardiaca. Condi¢cdes para inelegibilidade
eram o estado geral comprometido devido a doenga sistémica ndo maligna; tratamento
guimioterapico ou radioterapico anterior, envolvimento do sistema nervoso central;

leucemia pré-mielocitica aguda (FAB-M3).
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Decitabina foi fornecido pelo laboratério Pharmachemie BV, Haarlen, Holanda e
daunorubicina pelo laboratério Carlo Erba, Brasil. Cada frasco de decitabina liofilizada era
armazenado a 4° C e reconstituido com 50 ml de agua estéril para aplicagdo endovenosa
com cada ml contendo 10 mg da droga. A solucdo era preparada imediatamente antes da
administracdo. Decitabina era aplicada numa infusdo endovenosa de 4 h, na dose de 90
mg/m?, nos dias 1 a 5, diluida em 500 ml de solugdo salina normal. Daunorubicina era

aplicado na dose de 50 mg/m? numa infus@o endovenosa rapida nos dias 1 a 3.

O tratamento foi aplicado ao pacientes em quarto hospitalar com isolamento
protetor, com medidas padronizadas para pacientes neutropénicos. Todos portavam
cateter central com dupla via. Os pacientes ndo receberam profilaxia com antibiéticos.
Caso apresentassem febre no periodo de neutropenia, apés uma avaliagdo clinica
detalhada e coleta de material para culturas, recebiam uma combinagdo de
aminoglicosideo (amicacina) e uma cefalosporina de terceira (ceftriaxone) ou quarta
geracao (cefepime). Antifingico era administrado se havia febre persistente apés 7 dias de

antibioticoterapia, suspeita clinica ou cultura positiva para fungo.

O critério para transfusdo de globulos era uma hemoglobina igual ou menor que 8
g%. O critério para transfusdo diaria e profilatica de plaquetas era contagem de menos de
10.000/mm3; entre 10-20.000/mm?* nos casos de febre ou abaixo de 50.000/mm?® prévio a

procedimentos cirdrgicos.

Nenhuma recomendacdo foi determinada neste estudo para a quimioterapia pos-
remissdo, embora a maioria tenha realizado um ou mais ciclos com altas doses de Ara-C
com ou sem uma antraciclina e alguns foram encaminhados para um centro de transplante

de medula 6ssea.
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O exame clinico completo realizado anterior ao tratamento continuava com historia,
exame fisico, avaliagdo laboratorial hematolégica e bioquimica diariamente e/ou em dias
alternados, avaliacdo radiologica e outros testes de imagem dependendo do caso.
Ecocardiografia ou radiocardigrafia foi realizado em todos pacientes devido ao possivel
efeito cardiotdéxico da daunorubicina. Os exames de imunofenotipagem e cariétipo foram

realizados ao diagnéstico através do aspirado de medula 6ssea.

O aspirado e a biépsia de medula 6ssea foram repetidos a partir do dia 10 depois
do inicio do tratamento, conforme julgamento clinico e até uma ou duas vezes por semana.
Conformé os critérios de definicdo e resposta em LMA do NCI (34) os pacientes eram
considerados em RC ou RP. Por este critério, uma RC exige uma contagem sangiiinea
periférica de neutréfilos igual ou maior que 1.500/mm?3, plaquetas acima de 100.000/mm?3 e
nenhum blasto leucémico no sangue periférico. A meduila dssea deve ter mais que 20% de
celularidade com maturacdo de todas as linhagens celulares e o aspirado medular com
menos de 5% de células blasticas. Ndo deve ter presencga de infiltragcdo leucémica
extramedular. RP é caracterizado por medula 6ssea contendo entre 5 e 25% de blastos.

Todas outras situacbes s&o consideradas uma faléncia do tratamento.

A RC deveria manter por, no minimo, 4 semanas, a normalizacdo dos neutrofilos e
plaquetas embora este periodo ndo devesse interferir com a continuidade do tratamento
quimioterapico planejado para logo ap6s a recuperagdo da contagem sanguinea. A

duracdo de remissao € a data da RC detectada até a recidiva.

A sobrevivéncia tem como data inicial o comego do tratamento. Recidiva seguindo a
RC é definida como reaparecimento de blastos no sangue periférico ou o achado de mais

de 5% de blastos na medula 6ssea.
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O tratamento pds-remissao consistiu no uso de 1 a 4 ciclos de aitas doses de Ara-C
com ou sem uma antraciclina, dependendo da tolerancia do paciente. Apds a recidiva
alguns pacientes voltaram a realizar outros protocolos de reindug¢éo, como idarubicina, VP-

16, mitoxantrone e Ara-C.

Efeitos adversos

A ocorréncia de efeitos adversos foi monitorizada continuamente por avaliacéo
clinica e por testes laboratoriais conforme graduagao da escala do National Cancer Institute

Common Toxicity Criteria (NCI-CTC) (35).

Analise dos resultados

De um grupo de 12 pacientes que entraram no estudo, apenas 9 puderam ser
avaliados. Um paciente teve o diagnéstico de leucemia linfocitica aguda e dois pacientes
tiveram oObito dentro da primeira semana ap6s o término do tratamento, sendo
considerados morte precoce (34). O método de Gehan (36) em dois estagios espera que 0
minimo de sete pacientes seja avaliado para que, se ndo houver resultados em todos,
fosse descontinuado imediatamente a pesquisa. Como isto ndo ocorreu o estudo continuou

aberto para a entrada de novos pacientes.

A andlise baseou-se na avaliagdo da RC, através do exame de sangue periféerico,
biopsia e aspirado de medula éssea. Também foi observado o tempo para chegar a RC, a

duracdo da RC e a sobrevivéncia atual dos pacientes. A ocorréncia de efeitos adversos foi



avaliada por acompanhamento clinico e testes laboratoriais e graduada conforme a escala

do National Cancer Institute - Common Toxicity Criteria (NCI-CTC) (35),
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RESULTADOS

As caracteristicas clinicas e de sangue periférico dos pacientes incluidos no estudo
estdo na tabela 1. Dos doze pacientes que entraram no estudo, um teve erro diagnostico e
dois morreram antes de uma semana apds o término do tratamento. Estes Ultimos foram
considerados, segundo o NCI (34), como faléncia de tratamento de causa indeterminada.
Assim, com nove pacientes avaliaveis, a média de idade foi de 36 anos, a maioria
apresentando performance grau 2 e a LMA com diferenciagdo (FAB-M2) junto com a

leucemia mielo-monocitica aguda (FAB-M4) foram as mais comuns.

As caracteristicas citoquimicas, imunofenotipicas e cariotipicas estdo na tabela 2.
Dois pacientes tiveram detectado alteragdes no cariograma. Um paciente com FAB M4
detectou-se a inversdo do cromossomo 16, cuja relagdo € descrita na literatura. Outro
paciente com FAB M1 apresentou delecdo do cromossomo 9, neste caso sem aparente

relagéo com a ciassificagdo morfologica.

A tabela 3 mostra os ciclos quimioterapicos recebidos, a resposta, a duracdo da
resposta e a sobrevivéncia geral até o momento. Todos os nove pacientes avalidveis
entraram em RC. Quatro necessitaram dois ciclos da combinagdo quimioterapica em
estudo.

Levou-se, em média, 41.6 dias para chegar a remissdo e isto se deve,
provavelmente, aos quatro pacientes que receberam dois ciclos do protocolo em
investigagao e apresentaram o dobro do tempo para recuperar a medula 6ssea comparado

aos pacientes que receberam apenas um ciclo.
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A duragdo da RC e a sobrevivéncia total tiveram uma média de 15.6 e 20.6 meses,
respectivamente. Na tabela 4 encontra-se a duragdo da mielossupressao e as transfusdes
de glébulos e plaquetas. A média do tempo de recuperagdo dos granulécitos foi de 26 dias
e a média de recuperagdo das plaquetas foi de 17 dias. Em 22 dias, em média, os
pacientes ja estavam com mais de 100.000 plaquetas por mm3. Receberam, em média, 8.6
unidades de concentrado de globulos e 52.8 unidades de concentrado de plaquetas. Nota-
se que os pacientes que receberam dois ciclos apresentaram recuperagido hematologica
mais demorada e receberam mais transfusbes de glébulos e plaquetas que os que

receberam apenas um ciclo.

A tabela 5 mostrou uma toxicidade ndo-hematologica na grande maioria dos casos
igual ou abaixo do grau 1 sendo que apenas um paciente teve estomatite grau 3. A
alopecia ocorreu em todos. N&o houve toxicidade cardiolégica apesar do uso da
antraciclina. A toxicidade hematolégica, como esperado, teve grau 4 em todos pacientes
(trés tiveram somente grau 3 no item anemia devido as transfusdes de gldbulos para
manter a hemoglobina acima de 8 g%). A duragéo da leucopenia e plaquetopenia esté na

tabela 4.



68

DISCUSSAO

Este estudo em que a decitabina, em combinag&o com a daunorubicina, comparado
ao tratamento convencional, classico, para LMA, o esquema 7-3, isto é 7 dias de Ara-C e 3
dias de daunoblastina, demonstra que consegue RC neste reduzido numero de pacientes

estudados.

Em quatro pacientes foram necessarios dois ciclos (44%) para conseguir a RC. No
esquema 7-3, contra qual a maioria dos novos regimes sdo testados, 25 a 63% dos
pacientes requerem mais do que um curso de indugdo para chegar a uma RC (3,37-40).
Levou-se, em média, 41.6 dias para chegar a remiss@o e isto se deve aos pacientes que
receberam dois ciclos que apresentaram o dobro do tempo para recuperar a medula 6ssea

comparado aos pacientes que receberam um ciclo.

A duracdo média da RC e a da sobrevivéncia total de 15.6 e 20.6 meses,
respectivamente, € comparavel ao tratamento convencional de Ara-C mais daunorubicina
que apresenta uma duragdo média de RC de 8.4 e de 9.2 meses e de sobrevivéncia total

de 8.7 e de 13.7 meses conforme publicagbes anteriores (5,39).

Este estudo demonstra que a decitabina, em combinagdo com a daunorubicina é
efetiva em induzir RC em pacientes com LMA, primaria e sem tratamento prévio. Apesar
deste trabalho apresentar um grupo muito pequeno de pacientes a observagdo de

conseguir a RC em todos os pacientes avaliaveis é muito promissora.

A dose estipulada neste ensaio parece ser a mais adequada conforme os dados de

farmacocinética préclinica e clinica. Assim, conclui-se por um 6bvio efeito antileucémico,
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sugerindo que o efeito de hipometilagdo do DNA ocorrido sendo capaz de produzir uma
vantagem terapéutica. A mielossupressdo, com suas complica¢des relacionadas, foi o mais

significativo efeito colateral mas sem evolugéo fatal nos pacientes elegiveis.

Pode-se observar que a substituicdo do Ara-C pela decitabina ndo comprometeu a
seguranga da combinacgdo, produzindo ac mesmo tempo niveis de RC semelhante ou até

superiores ao esquema classico.

Em suma, esta avaliagdo clinica da combinagédo de decitabina e daunorubicina
como regime de indugdo em pacientes com LMA néo pré-tratada revelou atividade anti-
tumoral com efeitos toxicos aceitaveis. Estes dados preliminares, juntamente com muitos
outros em varios paises, fizeram com que este agente tenha obtido aprovacdo em alguns
paises para o tratamento de sindromes mielodisplasicas e se encontra em fase avancada
de avaliagdo em pacientes com LMA, possuindo grande perspectiva de registro tambem
nesta indicagdo. Estudos futuros com decitabina, neste tipo de doeng¢a maligna, deverédo
ser estimulados, tanto na fase de inducéo de remissdo como na fase de consolidacéo,

como agente Unico ou em combinagéo.
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CONCLUSOES

A combinagédo de decitabina com daunorubicina ndo produziu nenhum tipo de
toxicidade que impedisse a realizagdo deste estudo preliminar, mostrando-se um

regime viavel para estudos subseqlientes em pacientes com LMA.

A toxicidade hematoldgica e ndo-hematoldgica produzida por esta combinacgéo foi
semelhante a observada nos protocolos convencionais para tratamento de

pacientes com LMA.

Atingiu-se a remiss@o completa da doenca na totalidade dos pacientes incluidos

nesta série com a combinagdo decitabina mais daunorubicina.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo preliminar, o autor teve como objetivo estudar a viabilidade de um
esquema de tratamento de primeira linha para pacientes com LMA incluindo o agente
experimental decitabina (em substituicdo ao agente Ara-C) na combinacdo com o derivado

antraciclinico daunorubicina.

Através da avaliagdo detalhada de um grupo de pacientes incluidos
consecutivamente neste estudo-piloto, pode-se observar que a substituicdo do Ara-C pela
decitabina ndo comprometeu a seguranca da combinacao, produzindo ao mesmo tempo

niveis de remissdes completas semelhantes ou talvez superiores ao esquema classico.

Estas observagbes foram fundamentais para que estudos de fase lI fossem
iniciados com esta nova combinagédo em pacientes com LMA e também estimulou varios

investigadores a iniciar a avaliacdo da decitabina em outras indicagdes hematoldgicas.

Hoje, temos a satisfacdo de constatar que este agente obteve aprovacgéo para uso
em varios paises para o tratamento de sindromes mielodisplasicas e se encontra em fase
avancada de avaliagdo em pacientes com LMA, possuindo grandes perspectivas de
registro também nesta indicacdo. Os resultados apresentados nesta dissertagdo foram de

fundamental importancia neste processo.
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Tabela 1

Caracteristicas dos pacientes elegiveis

N.° de pacientes avaliados 12
Inelegiveis
Cancelado* 1
Faléncia de tratamento de causa indeterminadat 2
Elegiveis 9
Sexo (n.° pacientes)
M/F , 5/4
Idade (anos)
Média 36
Varia¢ao 18-51
Tipos de LMA/FABT (n.° pacientes)
M1 2
M2 3
M4 3
M5 1
Hemoglobina (g%)
Média 8.4
- Variagao 5.7-12.7
Leucécitos > 50.000/mm? 5
Plaquetas (mm?3)
Média 56.000
Variagdo 13-121.000
Performance/WHO (n.° pacientes)
1 3
2 4
3 2

*Erro de diagnostico; 1Segundo NCI (15), $FAB, French-American-British Group classification.
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Caracteristicas citoquimicas, imunofenotipicas e cariotipicas

Cito-

Paciente FAB’ quimica Imunofenotipagem Cariotipagem
1 M4 SBt + CD13 60% CD45 60% CD19 0% Glycophorina 10% Normal
PAST - CD14 40% CD10 0% CD20 0% CD61 0%

HLA-DR. 60%

2 M2 SB + CD13 70% HLA-DR80% CD10 0% CD20 1% Normal
PAS - CD14 6% CD45 35% CD19 2% Glycophorina 1%

3 M4 SB + CD13 80% CD45 90% CD19 0% Glycophorina 12% Normal
PAS - CD14 1% CD10 0% CD20 1% HLA-DR. 15%

CD61 0%

4 M2 SB + CD13 85% HLA-DR65% CD10 0% CD20 0% Normal

PAS - CD14 35% CD34 0% CD19 1% Glycophorina 0%
CcDs61 0%

5 M5 SB + CD13 20% CD10 0% CD20 0% HLA-DR. 90% Normal

PAS - CD14 80% CD19 1% CD61 0% Glycophorina 0%
8 M4 SB + CD13 876% CD2 228% CD19 12% CD34 2.2% 46,XY,inv(16)

PAS - CD14 51% CD7 26% CD20 25% CD45 8.9% (p13q22)
CD10 0.1% CD33 7.2% HLA-DR 79.8%

9 M1 SB + CD13 222% CD2 1.3% CD19 07% CD34 62% Normal
PAS - CD14 1% CD7 75% CD20 0.2% CD45 94%
CD15 26.4% CD10 0.1% CD33 74.4% HLA-DR 61.9%

11 M2 SB + CD13 94.9% CD2 5886% CD19 14.7% CD34 49.5% Normal
PAS - CD14 24% CD7 29% CD20 7.6% CD45 99.8%
CD15 6.8% CD10 01% CD33 4.2% HLA-DR 91.9%

12 M1 SB + CD13 585% CD2 0.8% CD20 0.3% CD45 99.9%  46,XY,del(9)

PAS - CD14 3.6% CD10 0.1% CD33 99.5% Glycophorina 1% (q11934)

CD15 98.4% CD19 3.6% CD34 97.9% HLA-DR. 989.7%

*FAB, French-American-British Group classification; 1SB, Sudan Black; 1PAS, Periodic Acid Schif.
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Tabela 3
Resposta ao tratamento, tempo para chegar a remissao,

duragao da remissao e sobrevivéncia total

Tempo para
Ciclos chegar a Tratamento pos-
decitabine + remissao Duragao da Sobrevivéncia remissao
- Paciente daunorubicina Resposta {dias) remissdo (meses) total (meses) (numero de ciclos)
1 1 RC 28 13 16 Alta dose Ara-C (2)
2 1 RC 29 16 19 Alta dose Ara-C (1)
3 1 RC 38 21 21 Alta dose Ara-C (4)
(Obito em (6bito em (Obito no 4° ciclo)
remissé&o) remissé&o)
4 1 RC 24 41 48 Alta dose Ara-C (1)
Baixa dose Ara-C SC
5 1 RC 26 6 16 Hepatite aguda pés-
: remiss&o. Optou por
terapia paliativa
({baixa dose Ara-C e
VP oral)
8 2 RC 90 6 11 Alta dose Ara-C (1)
Baixa dose Ara-C SC
9 2 RC 52 11 24 Alta dose Ara-C (2)
11 2 RC 37 19 19 Alta dose Ara-C (4)
(vivo, em
remissé&o)
12 2 RC 51 7 11 Alta dose Ara-C (4)
Média 416 15.6 20.6

* RC, Remissdo Completa.
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Tabela 4

Duragdo da mielossupressao e transfusdes de globulos e plaquetas

Recuperagio hematolégica (dias) Transfusdes (unidades)

Paciente/  grapulécitos Plaquetas plaquetas

(n°ciclos) " 5500/mms® >20.000/mm®  >100.000/mm?® Glébulos plaquetas
1(1) 20 13 24 3 18
2(1) 18 11 25 9 15
3(1) 15 13 17 3 28
4(1) 17 17 21 3 28
5(1) 17 17 19 5 32
8(2) 34 20 24 8 96
9(2) 47 31 33 11 92
11(2) 40 17 20 21 81
12(2) 26 17 22 15 85

Média 26.0 17.2 227 8.6 52.8
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Tabela 5

Incidéncia de toxicidade aguda (NCI-CTC) *

Graus
Tipo de efeito

Toxicidade hematoldgica
Leucopenia
Plaguetopenia
Anemia 3

O W ©

Toxicidade ndo-hematolégica
Nauseas 1
Voémitos
Estomatite 5
Alopécia

-
N ~NO

O = a2 N
-

*NCI- CTC, National Cancer Institute - Common Toxicity Criteria. Anexo 1



Anexo 1

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO PARA PARTICIPAR DE ESTUDO CLINICO

AVALIAGAO SOBRE A SEGURANGA E A ATIVIDADE
ANTI-TUMORAL DA COMBINAGAO DO AGENTE HIPOMETILADOR DO DNA
DECITABINA COM DAUNORUBICINA COMO TRATAMENTO DE PRIMEIRA

LINHA EM PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.

Vocé esta convidado a participar voluntariamente de uma pesquisa clinica. Leia
atentamente as informacgdes a seguir antes de dar o seu consentimento.

O objetivo deste estudo € avaliar a eficacia ou indice de resposta, ou ainda a
remissdo completa da droga decitabina junto com a daunorubicina em pacientes com
leucemia mieldide aguda, avaliar seus efeitos colaterais e, dependendo dos resultados,
justificar posterior continuidade da avaliagdo desta combinagdo no tratamento desta
doenca.

O alvo da terapia da leucemia mieldide aguda € a remiss@o completa geralmente
que se consegue, atualmente, em torno de 60-70% dos pacientes. Este periodo de
tratamento denomina-se terapia de inducdo. Apéds este periodo, havendo remissdo o
paciente entra em outro periodo de tratamento denominado consolidagdo, geralmente
sendo usado altas doses de quimioterapia. A droga cytarabine vem sendo usada ha mais
de 15 anos na terapia de indugéo, em varios esquemas de aplicacdo, combinagdes e de
dose, e parece ser ainda a mais eficaz conseguindo o percentual de remissdo completa

descrito acima.



Propomos o uso de uma droga, decitabina, que tem mostrado ser mais potente
que a citarabine em estudos pré-clinicos e sua combinagdo com a daunorubicina sera
avaliada como terapia de primeira linha neste estudo.

Participando deste estudo, espera-se que vocé se beneficie com este
tratamento, entrando em remissdo completa e continuando o tratamento com o método
convencional.

Ap6s ser submetido a avaliagdo clinica rigorosa e estabilizagdo das
complicagdes de sua doenga, isto é, estar na melhor situag@o possivel para iniciar o
tratamento quimioterapico, vocé recebera o tratamento que consiste em:

1. Decitabina 90 mg/m2, endovenoso, em infusdo de 4 h/dia, por 5 dias, diluido

em 500 ml de solugéo fisiologica 0.9%.

2. Daunorubicina 50 mg/m2, endovenoso, nos dias 1,2 e 3.

Vocé estara sendo continuamente assistido durante a interna¢do e a qualquer
sinal de que a droga ndo tenha tido o efeito esperado, nossa equipe rediscutira seu caso e
decidira por um outro protocolo quimioterapico- sempre com a perspectiva de lhe
proporcionar a remiss&o completa que é necessario neste periodo do tratamento.

Vocé ndo sera a primeira pessoa a utilizar o tratémento proposto neste estudo.
A droga também ja foi usada em varias pesquisas em animais e humanos e em pacientes
portadores de leucemia semelhante a sua, em situagbes de refratariedade e de recidiva.
Os efeitos da droga serdo tratados como na situagéo convencional e ndo lhe trara custo
adicional algum.

A sua participagdo neste estudo é voluntaria. O seu atendimento médico ndo
serd prejudicado caso vocé decida ndo participar ou sair do estudo ja iniciado. O seu
médico pode também decidir interromper a sua participagéo a qualquer momento, se julgar

conveniente para seu bem.



Participando do estudo vocé tera que seguir rigorosamente as instru¢dées do seu
medico, como também ocorre no tratamento convencional. Também deve relatar todas as
reagOes que vocé apresentar durante o tratamento.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias antes de
concordar em participar do estudo, assim como a qualquer momento durante o tratamento.
O seu médico podera oferecer todas as informag¢des necessdrias relacionadas a sua
saude, aos seus direitos, e a eventuais riscos e beneficios relacionados a sua participagdo
neste estudo. Sempre que achar necessario vocé podera entrar em contato com seu
médico no setor do Servigo de Hematologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS ou através

do telefone

A sua identificacdo sera mantida como informag&o confidencial. Os resultados
do estudo serdo publicados sem revelar a sua identidade. Os seus registros médicos,
entretanto, estarao disponiveis para consulta pela equipe envolvida no estudo, pelo Comité

de Etica e pelas autoridades de saude.

Eu, , abaixo assinado,

concordo em participar voluntariamente deste estudo clinico. Declaro que li e entendi todas
as informagbes referentes a este estudo e que todas as minhas perguntas foram

adequadamente respondidas pela equipe médica.

Nome do participante:
Assinatura:

Data: ......... l..... Y A

Nome do médico:
Assinatura:

Data: ......... l..... [,




Anexo 2

ESCALA DE PERFORMANCE CLINICA (ECOG- OMS)

STATUS ESCALAS STATUS
KARNOFSKY ZUBROD-ECOG-WHO
Normal, sem queixas 100 0 Atividade normal
Capaz de realizar as atividades normais 90 1 Sintoras, mas quase ambulatorial
Sinais e Sintomas leves da doenga
| Atividade normal com esforco 80
Necessita cuidado. Incapaz para 70 2 Algum tempo acamado, mas esta na cama
atividade normal ou para trabalho ativo menos do que 50% do dia normal.
Requer ocasional assisténcia, mas é 60
capaz de cuidar-se para as suas
necessidades
Reduer consideravel assisténcia e 50 3 Necessita estar na cama mais do que 50% do
freqlente cuidado médico dia normal.
Incapacitado. Requer cuidado e 40
assisténcia especial
Severamente incapacitado. 30 4 Incapaz de sair da cama
Hospitalizaggo indicada apesar de morte
néo iminente
Muito doente. Hospitalizag&o necesséria. 20
Ativo tratamento suportivo necessario
Moribundo 10
Morte 0




Anexo 3

COMMON TOXICITY CRITERIA (CTC)

Grade
Toxicity 0 1 2 3 4
; BLOOD/BONE MARROW

Bone marrow normal for mildly hypocellular or moderately severely hypocellular aplasia or >6 weeks
cellularity age 25% reduction from hypocellularor >25-<  or >50 - < 75% to recovery of normal

normal cellularity for 50% reduction from reduction in cellufarity ~ bone marrow

age normal cellularity for forageor4-6weeks  cellularity

age or >2 but <4 to recovery of normal

weeks to recovery of bone marrow cellularity
normal bone marrow

cellularity
Normal ranges:
children (< 18years) 90% cellularity
average
younger adults (19-  60-70%
59) cellularity
average
older adults (= 60 50%
years) cellularity
average
Note: Grade Bone marrow cellularity only for changes related to treatment not disease.
CD4 count WNL < LLN - 500/mm” 200 - < 500/mm” 50 - < 200/mm° < 50/mm°
Haptoglobin normal decreased - absent -
Hemoglobin (Hgb)  WNL < LLN - 10.0g/d! 8.0-<100g/dl 65-<8.0g/l <865 g/
<LLN-100gl. <LLN- 80-<100g/L 65-80g/L <65g/L
6.2 mmol/L 49 - < 8.2 mmol/l. 4.0 - <49 mmol/L < 4.0 mmol/L
Note: The following criteria may be used for leukemia studies or bone marrow infiltrative/myelophthisic process if the protocol so specifies.
For leukemia WNL 10 - <25% decrease 25 - <50% decrease 50 - <75% decrease 275% decrease from
studies or bone from pretreatment from pretreatment from pretreatment pretreatment
marrow infiltrative/
myelophthisic
processes
Hemolysis (e.g., none only laboratory evidence evidence of red cell requiring transfusion catastrophic
immune hemolytic of hemolysis [e.g., direct destruction and = 2gm - and/or medical consequences of
anemia, drug-related antiglobulin test (DAT,  decreasein intervention (e.g., hemolysis (e.g., renal
hemolysis, other) Coombs') schistocytes] hemoglobin, no steroids) failure, hypotension,
transfusion bronchospasm,
emergency
splenectomy)
Also consider Haptoglobin, Hgb.
Leukocytes (total WNL <LLN-3.0x10°/L 220-<30x10° 1L 21.0-<20x10° /L <1.0x10° /L
WBC) . < LLN - 3000/mm’ 22000- <3000/mm®  21000- <2000/mm*> < 1000/mm’
For BMT studies: ~ WNL 220-<30X10°L 21.0-<20x10° 1L 205-<1.0x10° 1L <05x10° 1L
22000 - <3000/mm* 21000 - <2000/mm® 2500 - <1000/mm® <500/mm*
Note: The following criteria using age, race and sex normal values may be used for pediatric studies if the protocol so specifies.
275-<100% LLN 250 - <75% LLN 225-50% LLN <25% LLN
Lymphopenia WNL <LLN-10x10°/L 205-<1.0x10° 1L <05x10° /L <
<LLN - 1000/mm® >500 - <1000/mm’* <500/mm’
Note: The following criteria using age, race, and sex normal values may be used for pediatric studies if the protocol so specifies.
275-<100%LLN 250-<75%LLN 225-<50%LLN <25%LLN
Neutrophils/granulo  WNL 21.5-<20x10°1L 21.0-<15x 10°/L 205-<1.0x10°L <05x10° L
cytes 21500 - <2000/mm® 21000 - <1500/mm® 2500 - <1000/mm® < 500/mm*
(ANC/AGC)
For BMT: WNL 21.0-<15x10°L >05-<1.0x 10°%/L 201 -<05x 10°%1L <01 x10° L
>1000 -<1500/mm® 2500 - <1000/mm” 2100 - <500/mm* <100/mm’
Note: The following criteria may be used for leukemia studies or bone marrow infiltrative/myelophthisic process if the protocol so specifies.
For leukemia WNL 10 - <25% decrease 25 - <B0% decrease 50 - <75% decrease 275% decrease from
studies or bone from baseline from baseline from baseline baseline
marrow infiltrative/
myelophthisic
process
Platelets WNL < LLN-<75.0x10°/L >50.0-<75.0x10°/L 210.0-<50.0x10°/L <100x10° L

< LLN - 75000/mm?® 250000-<75000/mm*®  210000-<50000/mm°® < 10000/mm®




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4

Platelets WNL < LLN-<75.0x10°/L. 250.0-<75.0x10°/L 210.0-<50.0x10°/L. <100x10° /L
< LLN - 75000/mm> 250000-<75000/mm>  >10000-<50000/mm° < 10000/mm*®

For BMT: WNL ¥500-<750x10° /L 220.0-<50.0x10%L >10.0-<20.0x10° /L <100x10° /L
250000 - <75000/mm® 220000 - <50000/mm° 210000 - <20000/mm°  <10000/mm’

Note: The following criteria may be used for leukemia studies or bone marrow infiltrative/myelophthisic process if the protocol so specifies.

For leukemia WNL 10 - <25% decrease 25 - <50% decrease 80 - <75% decrease 275% decrease from
studies or bone from baseline from baseline from baseline baseline
marrow infiltrative/
myelophthisic
_process
Transfusion: none - - yes platelet transfusions
Platelets and other measures
required to improve
platelet increment;
platelet transfusion
refractoriness
associated with life-
threatening bleeding.
(e.g., HLA or cross
matched platelet
: transfusions)
For BMT: none 1 platelet transfusion 2 platelet transfusions >3 platelet platelet transfusions
in 24 hours in 24 hours transfusions in 24 and other measures
hours required to improve
platelet increment;
platelet transfusion
refractoriness
associated with life-
threatening bleeding.
(e.g., HLA or cross
matched platelet
transfusions)
Also consider Platelets.
Transfusion: none - - Yes -
pRBCs
For BMT: none <2upRBC (x15cc/kg) 3upRBC (>15 24 u pRBC (>30cc/kg) hemorrhage or
in 24 hours electiveor  £30cc/kg) in 24 hours  in 24 hours hemolysis associated
planned elective or planned with life-threatening
anemia; medical
intervention required
to improve
hemoglobin
Also consider Hemoglobin.
Blood/Bone none mild moderate severe life-threatening or
Marrow- disabling
Other(Specify)
COAGULATION
Note: See the HEMORRHAGE category for grading the severity of bleeding events.
DIC absent - - laboratory findings faboratory findings
(disseminated present with no and bleeding
intravascular bleeding
coagulation)
Also grade Platelets.
Note: Must have increased fibrin split products or D-dimer in order to grade as DIC.
Fibrinogen WNL 20.75 - <1.0xLLN 205-<0.75x LLN >0.25-<05x LLN <0.25x LLN
Note: The following criteria may be used for leukemia studies or bone marrow infiltrative/myelophthisic process if the protocol so specifies.
For leukemia WNL <20% decrease from 220 - <40% decrease 240 - <70% decrease = <S0Omg%
studies: pretreatment value or from pretreatment from pretreatment
LLN value or LLN value or LLN
Partial WNL >ULN-<15xULN >15-<2xULN >2x ULN -
thromboplastin time
(PTT)
Phelbitis is graded in the CARDIOVASCULAR (GENERAL) category.
Prothrombin time WNL > ULN-<15xULN >15-<2xULN >2x ULN -
(PT)

Thrombosisfembolism is graded in the CARDIOVASCULAR (GENERAL) category.




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4
Thrombotic absent - laboratory findings laboratory findings
microangiopathy i present without clinical  and clinical
(e.g., thrombotic consequences consequences, (e.g.,
thrombocytopenic ) CNS hemorrhage/
purpura/TTP or bleeding or
hemolytic uremic thrombosis/
syndrome/HUS) embolism or renal
failure) requiring
therapeutic
intervention
For BMT: - evidence of RBC evidence of RBC evidence of RBC evidence of RBC
destruction destruction with destruction with destruction with renal
(schistocytosis) elevated creatinine (<3  creatinine (>3 x ULN) failure requiring
without clinical X ULN) not requiring dialysis dialysis and/or
consequences encephalopathy

Also consider Hemoglobin (Hgb), Platelets, Creatinine.

Note: Must have microangiopathic changes on blood smear (e.g., schistocytes, helmet cells, red cell fragments).

Coagulation- none mild moderate severe life-threatening or
Other(Specify) disabling
CONSTITUTIONAL SYMPTOMS
Fatigue none increased fatigue over  moderate (e.g., severe (e.g., decrease  bedridden or
(lethargy, malaise, baseline, but not decrease in in performance status  disabling
asthenia) altering normal performance status by by 22 ECOG levels or
activities 1 ECOGlevel or 20%  40% Karnofsky or
Karnofsky or Lansky) Lansky) or loss of
or causing difficulty ability to perform some
performing some activities
activities
Note: See Appendix Il for performance status scales.
Fever (in the none 38.0-30.0°C (1004- 39.1-400°C (1023- >40.0°C (>104.0°F) > 40.0°C (>104.0°F )
absence of 102.2°F) 104.0°F ) for < 24hrs for > 24hrs
neutropenia, where
neutropenia is
defined as AGC <
1.0x10°L)
Also consider Allergic reaction/hypersensitivity.
Note: The temperature measurements listed above are oral or tympanic.
Hot flashes/flushes are graded in the ENDOCRINE category. :
Rigors, chills none mild, requiring severe and/or not responsive to -
symptomatic treatment  prolonged, requiring narcotic medication
(e.g., blanket) or non- narcotic medication
narcotic medication
Sweating normal mild and occasional frequent or drenching - -
(diaphoresis)
Weight gain <5% 5- <10% 10 - <20% 2 20% -
Also consider Ascites, Edema, Pleural effusion.
Weight gain - veno-
occlusive disease
(VOD)
Note: The following criteria is to be used ONLY for weight gain associated with Veno-Occlusive Disease.
<2% 22 - <5% 25-<10% 210% or as ascities 210% or fluid
retention resulting in
pulmonary failure
Weight loss <5% 5-<10% 10 - <20% 220% -
Also consider Vomiting, Dehydration, Diarrhea.
Constitutional none mild moderate severe life-threatening or
Symptoms- disabling
Qther(Specify)
DERMATOLOGYISKIN
Alopecia normal mild hair loss pronounced hair loss - -
Bruising (in none localized or in generalized - -
absence of grade 3 dependent area
or4
thrombocytopenia)

Note: Bruising resulting from grade 3 or 4 thrombocytopenia is graded as Petechiae/purpura and Hemorrhage/bleeding with grade 3 or 4
thrombocytopenia in the HEMORRHAGE category, not in the DERMATOLOGY/SKIN category.




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4
Dermatitis, focal none faint erythema or dry moderate to brisk confluent moist skin necrosis or
(associated with desquamation erythema or a patchy desquamation, 21.5 ulceration of full
high-dose moist desquamation, cm diameter, not thickness dermis;
chemotherapy and mostly confined to skin  confined to skin folds; may include
bone marrow folds and creases; pitting edema spontaneous
transplant) moderate edema bleeding not induced
by minor trauma or
abrasion

Dry skin normal controlled with not controlled with - -

emollients emollients
Erythema absent - scattered, but not severe or requiring IV life-threatening (e.g.,
multiforme (e.g., generalized eruption fluids (e.g., exfoliative or
Stevens-Johnson generalized rash or ulcerating dermatitis
syndrome, toxic painful stomatitis) or requiring enteral or
epidermal parenteral nutritional
necrolysis) support)
Flushing absent present - - -
Hand-foot skin none skin changes or skin changes with skin changes with -
reaction dermatitis without pain  pain, not interfering pain, interfering with

(e.g., erythema, with function function

peeling)
Injection site none pain or itching or pain or swelling, with ulceration or necrosis -
reaction erythema inflammation or that is severe or

phlebitis prolonged, or requiring
surgery

Nail changes normal discoloration orridging  partial or complete loss - -

(koilonychia) or pitting

of nail(s) or pain in
nailbeds

Petechiae is graded in the HEMORRHAGE category.

radiation port)

Photosensitivity none painless erythema painful erythema erythema with -
desquamation
Pigmentation none localized pigmentation  generalized - -
changes (e.g., changes pigmentation changes
vitiligo)
Pruritus none mild or localized, intense or widespread, intense or widespread -
relieved spontaneously  relieved spontaneously  and poorly controlled
or by local measures or by systemic despite treatment
‘ ’ measures
Purpura is graded in the HEMORRHAGE category.
Radiation dermatitis  none faint erythema or dry moderate to brisk confluent moist skin necrosis or
desquamation erythema or a patchy desquamation, 21.5 ulceration of full
moist desquamation, cm diameter, not thickness dermis;
mostly confined to skin  confined to skin folds; ~ may include bleeding
folds and creases; pitting edema not induced by minor
moderate edema trauma or abrasion
Note: Pain associated with radiation dermatitis is graded separately in the PAIN category as Pain due to radiation.
Radiation recall none faint erythema or dry moderate to brisk confluent moist skin necrosis or
reaction (reaction desquamation erythema or a patchy desquamation, 21.5 ulceration of full
following moist desquamation, cm diameter, not thickness dermis;
chemotherapy in mostly confined to skin  confined to skin folds; ~ may include bleeding
the absence of folds and creases; pitting edema not induced by minor
additional radiation moderate edema trauma or abrasion
therapy that occurs
in a previous




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4
Rash/desquamatio  none macular or papular macular or papular symptomatic generalized
n eruption or erythema eruption or erythema generalized exfoliative dermatitis
without associated with pruritus or other erythroderma or or ulcerative
symptoms associated symptoms macular, papular or dermatitis
covering <50% of body  vesicular eruption or
surface or localized desquamation
desquamation or other  covering 250% of body
lesions covering <50%  surface area
of body surface area
For BMT: none macular or papular macular or papular symptomatic generalized
eruption or erythema eruption or erythema generalized exfoliative dermatitis
covering <25% of body  with pruritis or other erythroderma or or ulcerative
surface area without associated symptoms ~ symptomatic macular,  dermatitis or bulious
associated symptoms  covering 225 - <50% papular or vesicular formation
of body surface or eruption, with bullous
localized formation, or
desquamation or other  desquamation
lesions covering 225-  covering >50% of body
<50% of body surface ~ surface area
area

Also consider Allergic reaction/hypersensitivity.
Note: Erythema muitiforme (Stevens-Johnson syndrome) is graded separately as Erythema multiforme.

Urticaria (hives, none requiring no requiring PO or topical  requiring IV medication -
welts, wheals) medication treatment or IV or steroids for 224
medication or steroids  hours
for <24 hours
Wound- infectious  none cellulitis superficial infection infection requiring IV necrotizing fascitis
antibiotics
Wound- non- none incisional separation incisional hernia fascial disruption fascial disruption with
infectious without evisceration evisceration
Dermatology/Skin-  none mild moderate severe life-threatening or
Other(Specify) disabling
. GASTROINTESTINAL
Amylase is graded in the METABOLIC/LABORATORY category.
Anorexia none loss of appetite oral intake significantly  requiring IV fluids requiring feeding
decreased tube or parenteral
nutrition
Ascites (non- none asymptomatic symptomatic, requiring  symptomatic, requiring  life-threatening
malignant) diuretics therapeutic physiologic
paracentesis consequences
Colitis none - abdominal pain with abdominal pain, fever,  perforation or
mucus and/or blood in ~ change in bowel habits  requiring surgery or
stool with ileus or peritoneal  toxic megacolon

signs, and
radiographic or biopsy
documentation

Also consider Hemorrhage/bleeding with grade 3 or 4 thrombocytopenia, Hemorrhage/bleeding without grade 3 or 4 thrombocytopenia,

Melena/Gl bleeding, Rectal bleeding/hematochezia, Hypotension.

Constipation none requiring stool softener  requiring laxatives obstipation requiring obstruction or toxic
or dietary modification manual evacuation or megacolon
enema
Dehydration none dry mucous requiring 1V fluid requiring 1V fluid physiologic
membranes and/or replacement (brief) replacement consequences
diminished skin turgor (sustained) requiring intensive

Also consider Hypotension, Diarrhea, Vomiting, Stomatitis/pharyngitis (oral/pharyngeal mucositis).

care; hemodynamic
collapse




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4
Patients with a none mild increase in loose,  moderate increase in severe increase in physiologic
colostomy: watery colostomy loose, watery loose, watery consequences,
output compared with colostomy output colostomy output requiring intensive
pretreatment compared with compared with care; or
pretreatment, but not pretreatment, hemodynamic
interfering with normal  interfering with normal  collapse
activity activity
For BMT none >500 - <1000m! of >1000 - £1500ml of >1500mi of severe abdominal
diarrhea/day diarrhea/day diarrhea/day pain with or without
ileus
For Pediatric BMT: >5 - <10 mi/kg of >10 - <15 ml/kg of >15 mil/kg of -
diarrhea/day diarrhea/day diarrhea/day

Also consider Hemorrhage/bleeding with grade 3 or 4 thrombocytopenia, Hemorrhage/bleeding without grade 3 or 4 thrombocytopenia,

Pain, Dehydration, Hypotension.

Duodenal ulcer none - requiring medical uncontrolled by perforation or
(requires management or non- outpatient medical bleeding, requiring
radiographic or surgical treatment management; requiring  emergency surgery
endoscopic hospitalization
documentation)

mild moderate severe -

Dyspepsia/heartbur  none
n

Dysphagia, -none
esophagitis,

odynophagia

(painful swallowing)

mild dysphagia, but
can eat regular diet

dysphagia, requiring
predominantly pureed,
soft, or liquid diet

dysphagia, requiring IV
hydration

complete obstruction
(cannot swallow
saliva) requiring
enteral or parenteral
nutritional support, or

perforation
Note: If toxicity is radiation- related grade either under Dysphagia- esophageal related to radiation or Dysphagra» pharyngeal related to
radiation.
Dysphagia- none mild dysphagia, but dysphagia, requiring dysphagia requiring complete obstruction
esophageal related can eat regular diet predominantly liquid, feeding tube, IV (cannot swallow
to radiation pureed or soft diet hydration or saliva); ulceration

hyperalimentation

with bleeding not
induced by minor
trauma or abrasion or
perforation

Also consider Pain due to radiation, Mucositis due to radiation.

Note: Fistula is graded separately as Fistula- esophageal.

Dysphagia - none

pharyngeal related
{o radiation

Also consider Pain due to radiation, Mucositis due to radiation.

mild dysphagia, but
can eat regular diet

dysphagia, requiring
predominantly pureed,
soft, or liquid diet

dysphagia, requiring
feeding tube, IV
hydration or
hyperalimentation

complete obstruction
(cannot swallow
saliva); ulceration
with bleeding not
induced by minor
trauma or abrasion or
perforation

Note: Fistula is graded separately as Fistula- pharyngeal.

Fistula- esophageal none - present requiring surgery
Fistula- intestinal none - - present requiring surgery
Fistula- pharyngeal  none - - present requiring surgery
Fistula- rectal/anal  none - - present requiring surgery
Flatulence none mild moderate - -
Gastric ulcer none - requiring medical bleeding without perforation or
(requires management or hon- perforation, bleeding, requiring
radiographic or surgical treatment uncontrolled by emergency surgery
endoscopic outpatient medical
documentation) management; requiring

hospitalization or

surgery

Also consider Hemorrhage/bleeding with grade 3 or 4 thrombocytopenia, Hemorrhage/bleeding without grade 3 or 4 thrombocytopenia.

Gastritis none

requiring medical
management or non-
surgical treatment

uncontrolled by out-
patient medical

life-threatening
bleeding, requiring

management; requiring  emergency surgery

hospitalization or
surgery

Also consider Hemorrhage/bleeding with grade 3 or 4 thrombocytopenia, Hemorrhage/bleeding without grade 3 or 4 thrombocytopenia.




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4
Gastritis none - requiring medical uncontrolled by out- life-threatening
management or non- patient medical bleeding, requiring

surgical treatment

management; requiring
hospitalization or
surgery

emergency surgery

Also consider Hemorrhage/bleeding with grade 3 or 4 thrombocytopenia, Hemorrhage/bleeding without grade 3 or 4 thrombocytopenia.

Hematemesis is graded in the HEMORRHAGE category.

Hematochezia is graded in the HEMORRHAGE category as Rectal bleeding/hematochezia.

lleus (or none - intermittent, not requiring non-surgical  requiring surgery
neuroconstipation) requiring intervention intervention

Mouth dryness normal mild moderate - -

Mucositis

Note: Mucositis not due to radiation is graded in the GASTROINTESTINAL category for specific sites: Colitis, Esophagitis, Gastritis,
Stomatitis/pharyngitis (oral/pharyngeal mucositis), and Typhlitis; or the RENAL/GENITOURINARY category for Vaginititis.
Radiation-related mucositis is graded as Mucositis due to radiation.

Mucositis due to none erythema of the patchy confluent necrosis or deep
radiation mucosa pseudomembranous pseudomembranous ulceration; may
reaction (patches reaction (contiguous include bleeding not

Also consider Pain due to radiation.
Note: Grade radiation mucositis of the larynx here.

generally <1.5cmin
diameter and non-
contiguous)

patches generally >
1.5 cm in diameter)

induced by minor
trauma or abrasion

Dysphagia related to radiation is also graded as either Dysphagia- esophageal related to radiation or Dysphagia- pharyngeal refated to

radiation, depending on the site of treatment.

Nausea none able to eat oral intake significantly  no significant intake, -
decreased requiring IV fluids
Pancreatitis none - - abdominal pain with complicated by shock
pancreatic enzyme (acute circulatory
elevation failure)
Also consider Hypotension.

Note: Asymptomatic amylase and Amylase are graded in the METABOLIC/LABORATORY category.

Pharyngitis is graded in the GASTROINTESTINAL category as Stomatitis/pharyngitis (oral/pharyngeal mucositis).

Proctitis none increased stool increased stool increased stool perforation, bleeding
frequency, occasional  frequency, bleeding, frequency/diarrhea, or necrosis or other
blood-streaked stools,  mucus discharge, or requiring parenteral life-threatening
or rectal discomfort rectal discomfort support; rectal complication
(including requiring medication; bleeding, requiring requiring surgical
hemorrhoids), not anal fissure transfusion; or intervention (e.g.,
requiring medication persistent mucus colostomy)

discharge,
necessitating pads

Also consider Hemorrhage/bleeding with grade 3 or 4 thrombocytopenia, Hemorrhage/bleeding without grade 3 or 4 thrombocytopenia, and

{ Pain due to radiation.
Note: Fistula is graded separately as Fistula- rectal/anal.

Proctitis occurring more than 90 days after the start of radiation therapy is graded in the RTOG/EORTC Late Radiation Morbidity

Scoring Scheme. (See Appendix IV)

Salivary gland none slightly thickened thick, ropy, sticky - acute salivary gland
changes saliva/lmay have saliva; markedly necrosis
slightly altered taste altered taste; alteration
(e.g., metallic); in diet required
additional fluids may
be required
Sense of smell normal slightly altered markedly altered - -
Stomatitis/pharyngit  none painless ulcers, painful erythema, painful erythema, severe ulceration or
is (oral/pharyngeal erythema, or mild edema, or ulcers, but  edema, or ulcers requires parenteral or
mucositis) soreness in the can eat or swallow requiring IV hydration  enteral nutritional
absence of lesions support or prophylatic
intubation
For BMT: none painless ulcers, painful erythema, painful erythema, severe ulceration
erythema, or mild edema or ulcers but edema, or ulcers requiring prophylactic
soreness in the can swallow preventing swallowing  intubation or resulting
absence of lesions or requiring hydration in documented

Note: Radiation-related mucositis is graded as Mucositis due to radiation.

or parenteral (or
enteral) nutritional

support

aspiration pneumonia




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4

Taste disturbance normal slightly altered markedly altered - -

(dysgeusia)

Typhilitis none - - abdominal pain, perforation, bleeding

(inflammation of the diarrhea, fever, or or necrosis or other

cecum) radiographic life-threatening
documentation complication

requiring surgical
intervention (e.g.,
colostomy)
Also consider Hemorrhage/bleeding with grade 3 or 4 thrombocytopenia, Hemorrhage/bleeding without grade 3 or 4 thrombocytopenia,
Hypotension, Febrile/neutropenia.

Vomiting none 1 episode in 24 hours 2-5 episodes in 24 26 episodes in 24 Requiring parenteral
over pretreatment hours over hours over nutrition; or
pretreatment pretreatment; or need physiologic
for IV fluids consequences

requiring intensive
care; hemodynamic

. collapse
Also consider Dehydration.
Weight gain is graded in the CONSTITUTIONAL SYMPTOMS category.
Weight loss is graded in the CONSTITUTIONAL SYMPTOMS category.
Gastrointestinal- none mild moderate severe life-threatening or
Other disabling

(Specify\)

HEMORRHAGE

Note: Transfusion in this section refers to pRBC infusion.
For any bleeding with grade 3 or 4 platelets (< 50,000), always grade Hemorrhage/bleeding with grade 3 or 4 thrombocytopenia. Also
consider platelets, transfusion- pRBCS, and transfusion-platelets in addition to the grade that incorporates the site or type of
bleeding.
If the site or type of hemorrhage/bleeding is listed, also use the grading that incorporates the site of bleeding: CNS
hemorrhage/bleeding, Hematuria, Hematemesis, Hemoptysis, Hemorrhage/bleeding with surgery, Melena/lower Gl bleeding,
Petechiae/purpura (Hemorrhage/bleeding into skin), Rectal bleeding/hematochezia, Vaginal bleeding.
If the platelet count is >50,000 and the site or type of bleeding is listed, grade the specific site. If the site or type is not listed and the
platelet count is 250,000, grade Hemorrhage/bleeding without grade 3 or 4 thrombocytopenia and specify the site or type in the

OTHER category.
Hemorrhage/bleedi  none mild without requiring transfusion catastrophic
ng with grade 3 or 4 transfusion bleeding, requiring
thrombocytopenia major non-elective

intervention
Also consider Platelets, Hemoglobin, Transfusion-platelet, Transfusion-pRBCs.
Note: This toxicity must be graded for any bleeding with grade 3 or 4 thrombocytopenia. Also grade the site or type of hemorrhage/bleeding.
If the site is not listed, grade as Other in the HEMORRHAGE category.

Hemorrhage/bleedi  none mild without requiring transfusion catastrophic bleeding
ng without grade 3 transfusion requiring major non-
or4 elective intervention
thrombocytopenia

Also consider Platelets, Hemoglobin, Transfusion-platelet, Transfusion-pRBCs.

Note: Bleeding in the absence of grade 3 or 4 thrombocytopenia is graded here only if the specific site or type of bleeding is not listed
elsewhere in the HEMORRHAGE category. Also grade as Other in the HEMORRHAGE category.

CNS none - - bleeding noted on CT  hemorrhagic stroke

hemorrhage/bleedin or other scan with no or hemorrhagic

g clinical consequences  vascular event (CVA)
with neurologic signs
and symptoms

Epistaxis none mild without - requiring transfusion catastrophic
transfusion bleeding, requiring
major non-elective
intervention

Hematemesis none mild without - requiring transfusion catastrophic
transfusion bleeding, requiring
major non-elective
intervention




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4
Note: Expected blood loss at the time of surgery is not graded as a toxicity.
Melena/G! bleeding  none mild without - requiring transfusion catastrophic
transfusion bleeding, requiring
major non-elective
intervention
Petechiae/purpura none rare petechiae of skin petechiae or purpurain  generalized petechiae -
(hemorrhage/bleedi dependent areas of or purpura of skin or
ng into skin or skin petechiae of any
mucosa) mucosal site
Rectal bleeding/ none mild without persistent, requiring requiring transfusion catastrophic
hematochezia transfusion or medication (e.g., bleeding, requiring
medication steroid suppositories) major non-elective
and/or break from intervention
radiation treatment
Vaginal bleeding none spotting, requiring <2 requiring > 2 pads per  requiring transfusion catastrophic
pads per day day, but not requiring bleeding, requiring
transfusion major non-elective
intervention
Hemorrhage-Other  none mild without - requiring transfusion catastrophic
(Specify site, . transfusion bleeding, requiring
) major non-elective
intervention
HEPATIC
Alkaline WWNL >ULN-25x ULN >25-50xULN >50-200xULN >200x ULN
phosphatase
Bilirubin WNL > ULN -1.5xULN >15-30x ULN >3.0-100xULN >10.0x ULN
Bilirubin- graft versus host disease (GVHD)
Note: The following criteria are used only for bilirubin associated with graft versus host disease.
normal >2 - <3 mg/100 mi >3 - <6 mg/100 mi 26 - <15 mg/100 ml 215 mg/100 ml
GGT WNL >ULN-25x ULN >25-50xULN >50-200x ULN >20.0x ULN
(y - Glutamyl
transpeptidase)
Hepatic absent - - present -
enlargement
Note: Grade Hepatic enlargement only for changes related to VOD or other treatment related toxicity.
Hypoalbuminemia WNL <LLN -3 g/l >2 - <3 g/di <2 gfdl -
Liver normal - - asterixis encephalopathy or
dysfunction/failure : coma
(clinical)
Note: Documented viral hepatitis is graded in the INFECTION category.
Portal vein flow normal - decreased portal vein reversallretrograde -
flow portal vein flow
SGOT (AST) WNL >ULN-25x ULN >25-50x ULN >5.0-200x ULN >200x ULN
(serum glutamic
oxaloacetic
transaminase)
SGPT (ALT) WNL >ULN -25x ULN >25-50xULN >5.0-200x ULN >200x ULN
{serum glutamic
pyruvic
transaminase)
Hepatic-Other none mild moderate severe life-threatening or
(Specify, disabling
INFECTION/FEBRILE NEUTROPENIA
Catheter-related none mild, no active moderate, localized severe, systemic life-threatening

infection

treatment

infection, requiring
local or oral treatment

infection, requiring IV
antibiotic or antifungal
treatment or
hospitalization

sepsis (e.g., septic
shock)




Grade
Toxicity 0 1 2

3

4

Febrile neutropenia  none - -
(fever of unknown

origin without

clinically or

microbiologically

documented

infection)

(ANC < 1.0x10°1L,

fever 238.5°C)

Present

Note: Hypothermia instead of fever may be associated with neutropenia and is graded here.

Life-threatening
sepsis (e.g., septic
shock)

Infection none - -
(documented

clinically or

microbiologically)

with grade 3 or 4

neutropenia

(ANC < 1.0x10°1L) ,

present

life-threatening
sepsis (e.g., septic
shock)

Note: Hypothermia instead of fever may be associated with neutropenia and is graded here. In the absence of documented infection with

grade 3 or 4 neutropenia, grade as Febrile neutropenia.

Infection with none - -
unknown ANC

Note: This toxicity criterion is used in the rare case when ANC is unknown.

present

life-threatening
sepsis (e.g., septic
shock)

Infection without none mild, no active . moderate, localized severe, systemic life-threatening
neutropenia treatment infection, requiring infection, requiring IV sepsis (e.g., septic
local or oral treatment ~ antibiotic or antifungal  shock)
treatment, or
hospitalization
Infection/Febrile none mild moderate severe life-threatening or
Neutropenia-Other disabling
(Specify,
Wound-infectious is graded in the DERMATOLOGY/SKIN category.
LYMPHATICS
Lymphatics normal mild lymphedema moderate lymphedema  severe lymphedema severe lymphedema
requiring compression;  limiting function; limiting function with
lymphocyst lymphocyst requiring ulceration
surgery
Lymphatics-Other none mild moderate severe life-threatening or
(Specify, : disabling
METABOLIC/LABORATORY
Acidosis normal pH < normal, but27.3 - pH<73 pH < 7.3 with life-
(metabolic or threatening
respiratory) physiologic
consequences
Alkalosis normal pH > normal, but<75 - pH>75 pH > 7.5 with life-
{metabolic or , threatening
respiratory) physiologic
; consequences
Amylase WNL > ULN - 15x ULN >15-20xULN >20-50xULN >5.0x ULN
Bicarbonate WNL < LLN - 16 mEg/dl 11 - 15 mEqg/d! 8 - 10 mEqg/dl <8 mEg/dl
CPK(creatine WNL > ULN-25x ULN >25-5xULN >5-10x ULN >10x ULN
phosphokinase)
Hypercalcemia WNL > ULN - 11.5 mg/dl >11.5- 125 mg/dl >125 - 13.5 mg/dl > 13.5 mg/di
> ULN - 2.8 mmol/L >29-3.1 mmollL >3.1 -3.4 mmol/L > 3.4 mmol/L
Hypercholesterolem  WNL > ULN - 300 mg/di > 300 - 400 mg/dl > 400 - 500 mg/di > 500 mg/di
ia > ULN-7.75mmol/L > 7.75-10.34mmol/L >10.34-12.92 mmol/L.__ > 12.92 mmol/L
Hyperglycemia WNL > ULN - 160 mg/dl > 160 - 250 mg/di > 250 - 500 mg/d| > 500 mg/dl
> ULN - 8.9 mmol/L >8.9-13.9 mmol/L >13.9-27.8 mmoliL >27.8 mmol/L. or
ketoacidosis
Hyperkalemia WNL > ULN - 5.5 mmol/L >55-6.0 mmol/L >6.0- 7.0 mmol/L > 7.0 mmol/L
Hypermagnesemia  WNL >ULN - 3.0 mg/di - >3.0-8.0 mg/dl > 8.0 mg/di
>ULN - 1.23mmol/L >1.23 - 3.30 mmol/L > 3.30 mmol/L
Hypernatremia WNL >ULN - 150 mmol/L >150 - 155 mmol/L >155 - 160 mmol/L >160 mmol/L
>50-10x ULN > 10x ULN

Hypertriglyceridemi  WNL > ULN-25x ULN >25-50xULN
a




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4
Hyperuricemia WNL > ULN - £ 10 mg/di - > ULN - <10 mg/dl > 10 mg/dl
< 0.59 mmol/L without <0.59 mmol/L with > 0.59 mmol/L
physioclogic physiologic
consequences consequences
Also consider Tumor lysis syndrome, Renal failure, Creatinine, Potassium.
Hypocalcemia WNL <LLN - 8.0 mg/di 7.0-<8.0mg/di 6.0-<7.0mg/dl <6.0 mg/di
<LLN - 2.0 mmol/L 1.75 - < 2.0 mmol/L 1.5-<1.75 mmol/L < 1.5 mmol/L
Hypoglycemia WNL <LLN - 55 mg/d! 40 - < 55 mg/dl 30 - < 40 mg/di < 30 mg/dl
<LLN - 3.0 mmol/L 2.2 -<3.0 mmol/L 1.7 -< 2.2 mmol/L < 1.7 mmol/L
Hypokalemia WNL <LLN - 3.0 mmol/L - 2.5 - <3.0 mmol/L <2.5 mmol/L
Hypomagnesemia WNL <LLN - 1.2 mg/di 0.9 - <1.2 mg/dl 0.7 - < 0.9 mg/di < 0.7 mg/di
<LLN - 0.5 mmol/L 0.4- <05 mmol/L 0.3 - < 0.4 mmol/L < 0.3 mmol/L
Hyponatremia VWNL <LLN - 130 mmol/L - 120 - <130 mmol/L <120 mmol/L
Hypophosphatemia ~ WNL <LLN -2.5 mg/d 22.0- <25 mg/dl 2>1.0 - <2.0 mg/dl < 1.0 mg/di
<LLN - 0.8 mmol/L >0.6 - <0.8 mmol/L 20.3 - <0.6 mmol/L <0.3 mmol/L
Hypothyroidism is graded in the ENDOCRINE category.
Lipase WNL > ULN - 1.5x ULN >15-20xULN >20-50x ULN >5.0x ULN
Metabolic/Laborator  none mild moderate severe life-threatening or
y-Other (Specify) disabling
PAIN
Abdominal pain or none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
cramping interfering with analgesics interfering  analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Arthralgia none mild pain not moderate pain: pain or  severe pain: pain or disabling
(joint pain) interfering with analgesics interfering analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Arthritis (joint pain with clinical signs of inflammation) is graded in the MUSCULOSKELETAL category.
Bone pain none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
interfering with analgesics interfering analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Chest pain none mild pain not moderate pain: pain or  severe pain: pain or disabling
(nen-cardiac and interfering with analgesics interfering analgesics severely
non-pleuritic) function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Dysmenorrhea none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
interfering with analgesics intetfering analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Dyspareunia none mild pain not moderate pain severe pain preventing -
interfering with interfering with sexual  sexual activity
function activity
Dysuria is graded in the RENAL/GENITOURINARY category.
Earache (otalgia) none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
interfering with analgesics interfering  analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Headache none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
interfering with analgesics interfering analgesics severely
function with function, but not interfering with

interfering with
activities of daily living

activities of daily living




Grade

Toxicity 0 1 2 3 4
Hepatic pain none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
interfering with analgesics interfering analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Myalgia none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
(muscle pain) interfering with analgesics interfering analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Neuropathic pain none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
(e.g., jaw pain, interfering with analgesics interfering analgesics severely
neurologic pain, function with function, but not interfering with
phantom limb pain, interfering with activities of daily living
post-infectious activities of daily living
neuralgia, or painful
neuropathies)
Pain due to none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
radiation interfering with analgesics interfering analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Pelvic pain none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
interfering with analgesics interfering analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Pleuritic pain none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
interfering with analgesics interfering analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Rectal or perirectal  none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
pain (proctalgia) interfering with analgesics interfering analgesics severely
function with function, but not interfering with
interfering with activities of daily living
activities of daily living
Tumor pain none mild pain not moderate pain: painor  severe pain: pain or disabling
(onset or interfering with analgesics interfering analgesics severely
exacerbation of function with function, but not interfering with
fumor pain due to interfering with activities of daily living
treatment) activities of daily living
Tumor flair is graded in the SYNDROME category.
Pain- none mild moderate severe disabling
Other(Specify)
RENAL/GENITOURINARY
Bladder spasms absent mild symptoms, not symptoms requiring severe symptoms -
requiring intervention antispasmotic requiring narcotic
Creatinine WNL > ULN -15x ULN >15-3.0xULN >3.0-60xULN > B8.0x ULN
Note: Adjust to age-appropriate levels for pediatric patients.
Dysuria none mild symptoms symptoms relieved symptoms not relieved -
{painful urination) requiring no with therapy despite therapy
intervention
Fistula or GU none - - requiring intervention requiring surgery
fistula :
(e.g., vaginal,
vesicovaginal)
Hemoglobinuria - present - - -
Hematuria (in the absence of vaginal bleeding) is graded in the HEMORRHAGE category.
Incontinence none with coughing, spontaneous, some no control (in the -
sneezing, etc. control absence of fistula)
Operative injury to none - injury of bladder with sepsis, fistula, or septic obstruction of
bladder and/or primary repair obstruction requiring both kidneys or
ureter secondary surgery,; vesicovaginal fistula
loss of one kidney, requiring diversion
injury requiring

anastomosis or re-
implantation




Grade

Note: If there is an inconsistency between absolute value and uristix reading, use the absolute value for grading.

Toxicity 0 1 2 3 4

Proteinuria normal or < 1+0r0.15-1.0g/24 2+to3+0r1.0-35 4+ or > 35¢9/24 hours  nephrotic syndrome
0.15g/24 hours g/24 hours
hours

Renal failure none

requiring dialysis, but
reversible

requiring dialysis and
irreversible

Ureteral obstruction  none

unilateral, not requiring

surgery

bilateral, not requiring
surgery

stent, nephrostomy
tube, or surgery

metastastic tumors

Urinary electrolyte none asymptomatic, not mild, reversible and reversible but requiring  irreversible, requiring
wasting (e.g., requiring treatment manageable with oral IV replacement continued
Fanconi's replacement replacement
syndrome, renal
tubular acidosis) )
Also consider Acidosis, Bicarbonate, Hypocalcemia, Hypophosphatemia.
Urinary normal increase in frequency increase > 2 x normal hourly or more with -
frequency/urgency or nocturia up to 2 x but < hourly urgency, or requiring
normal catheter
Urinary retention normal hesitancy or dribbling,  hesitancy requiring requiring frequent bladder rupture
but no significant medication or in/out catheterization
residual urine; occasional infout (=4 x per week) or
retention occurring catheterization (<4 x urological intervention
during the immediate per week), or operative  (e.g., TURP,
postoperative period . bladder atony requiring  suprapubic tube,
indwelling catheter urethrotomy)
beyond immediate
postoperative period
but for < 6 weeks
Urine color change  normal asymptomatic, change - - -
(not related to other in urine color
dietary or
physiologic cause
e.g., bilirubin,
concentrated urine,
hematuria)
Vaginal bleeding is graded in the HEMORRHAGE category.
Vaginitis none mild, not requiring moderate, relieved with  severe, not relieved ulceration requiring
(not due to treatment treatment with treatment, or surgery
infection) ulceration not requiring
surgery
Renal/Genitourinary  none mild moderate severe life-threatening or
-Other (Specify, : disabling
)
‘ SECONDARY MALIGNANCY
Secondary none - - - present
Malignancy-Other
(Specify type,
- )
excludes




Anexo 4

Aprovacées pelos comités de ética em pesquisa



&

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Sadde
Corniss3o Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N°® 199/87

Processo: 256000.012063/97-17

Projeto de Pesquisa: “Decitabine (5-AZA-2" Déoxycytidine) maxs Daunorrubicine como primelra
linha de ratamento em pacientes com leucemia mielbide aguda

Pesquisador responsdavel: Dr. Mario Sérgio Fermandes

Instituigao: Pdntificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul

Ao se proceder a analise do projeto acima cabham as seguintes cdnsiderar;ées:

a - As informagoes recebidas atendem as exigéncias fundamentais da Res. CNS
186/98 sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras. de Pesquisas Envolvendo Seres

Humanos. -
b --O projeto foi aprovado pelo CEP-PUCRS. institui¢do onde se realizard o

estudo clinico.

Dianta do exposto, a Com:ssao Nacional de Etica em Pesquxsa - CONEP,
conforme atribuigdes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-s¢ pela aprovagio do
projeto proposto, com a seguinte recomendagdo:

1 - Que no terma de consentimento livre ¢ esclarecido conste o nome. enderago
e telefone do pesquisador e emergéncia do hospital para contatos em caso de necessidade
clinica.

Brasilia, 15 de outubro de 1897.

" WILLIAM 8AAD HOSSNE

Coordenador da Comisséo
Naclonal de Etica em Pesquisa/MS

RS trep




oo

“Bth  PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA ’

Oficio n® 001/94-CEPAS

Porto Alegre, 05 de janeiro de 1294.

Prezado Senhor

Venho por meio desta, informar

a V.S? que o Comité de Etica em Pesquisa na Area da Salde da
PUCRS, apreciou e aprovou o seu Projeto de Pesquisa intitulado:

-DECITABINE (5-AZA-2'-DEOXYCYTIDINE) MAIS DAUNORRUBICINE COMO
PRIMEIRA LINHA DE TRATAMENTO EM PACIENTES COM LEUCEMIA

MIELOIDE AGUDA.

lImo. Sr.
Prof® Dr. Méario Sérgio Fernandes

.‘\'

Sem mais para o momento,

Atenciosamente.

Prof® Dr. Carlos Cezar Fritscher
Presidente do Comité

AY. isizaagé: 6690
Ciixa Pastal 1439
40.610 Porta Alegre - RS - Braell

Fone (0512) 39-1322
Telex (051) 3349 PCRG
FAX (0512) 39-1564



%}-’ HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAQAO
COMISSAO CIENTiFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUCAO

O Coordenador do GPPG, no uso de suas atribuicoes, analisou, apos
terem sido feitas as devidas modificacées sugeridas quando do
reencaminhamento aos autores do projeto:

Nimero: 96143

Titulo: "Decitabine (5-AZA-2-deoxycytidine) mais daunorubicin
como primeira linha de tratamento em pacientes com leucemia
mieléide aguda”.

Autores: Gilberto Schwartsmann, Luciane Kalakun, Luiza Maria
Gerhardt, Betina Loitezenbauer, Luciane Pons Di Leone.

Que este projeto estda em condicoes de ser aprovado “Ad
referendum®, estando adequado metodologica e eticamente, de
acordo com as Normas de Pesquisa em Satide (resolucao 01/88 do
Conselho Nacional de Satde).

Porto Alegre, 19 de agosto de 1996.

Coorde ador do GPPG

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Largo Eduardo Zaccaro Faraco - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil
Telefone (65) 51 - 331.6699 - Telefax (55) 51 - 332.8324 - E-mail:hcpa@dpx1.hcpa.ufrgs.br



Anexo 5

Formularios de registros



%

NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM

ON STUDY REGISTRATION

JAD PROTOCOL: DAC+DAUNORUBICINE INSTITUTION: PATIENT ID:
for AML

OTOCoL #: 09101 PUC

X L 1m DATE OF BIRTH (m/d/y): AGE (yrs):
C 1F

vY WEIGHT (kg):

HEIGHT (cm):

SURFACE AREA (m?):

MARY SITE:

STAGE OF DISEASE:

GRADE:

"RTOLOGY:

PS (WHO/ECOG) :

TE OF DX (m/d/y):

DATE ON STUDY (m/d/y):

INSTITUTION PROTOCOL ID:

LIGIBILITY CHECKLIST YES NO NK

‘. Leukemia no longer amenable to established forms of treatment C1C 3C 11
/. Diagnosis confirmed microscopically L1t 31c 12
i. Age: 14 - 70 years £ J1cf 31t 13
.. Performance status: < 2 (WHO) L 1C 31C 1 4
;. Life expectancy: 2 1 month L 1C 31C 1 5
». Written informed consent o L 1€ 31 1 6
. No previous chemo-, immuno~ or radio-therapy £ i3¢c 1t 1 7
i. Bilirubin < 25 gmol/l [1.5 mg/dl] ' C 3C 1C 1 8
/ other Liver function tests < 2 x Upper Normal Limit unless related to liver metastasis L i1c 1t 19
i, Adequate ECG functions ‘ L 1 31C 11
. Serum creatinine < 130 pmol/L [1.4 mg/dl] L 10 1C 11
.. No active lung dysfunction £ 31C 310 112
;. Not receiving drugs exhibiting liver, kidney, heart and lung toxicity £ 31C 10 113
. If female, not pregnant nor breast feeding L 10 1€ 11
. No history of alcoholism, drug addiction or psychotic disorders L JcC 3C 13115
.. No evidence of infection (abcess, fistulae) L 10 1C 116
. No other non-malignant disease, incompatible with the protocol £ 3¢ 10 197
. No clinical signs of brain involvement or leptomeningeal disease £ 3c Tt 318
LIGIBILITY: [ ] Patient fully eligible.

cause: [ 1 patient not formally eligible, but admitted to study

7 )
+ESTIGATOR'S SIGNATURE: ..ccoveccoossososcccese DATE: cveofees/eees (d/m/y)

"€S FORM ALTERED:

oc@no/o-ot/o-c.

Y D S

coelecvoafeeonn

(d/m/y)




NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM

PHYSICAL / TRANFUSIONS / HEMATOLOGY FLOW SHEET

i SOAD PROTOCOL #: 09101 INSTITUTION: PUC PATIENT ID:
i NORMAL lcaneTiag LAB DATES
COURSE # UNITS
RANGE m/d/y m/d/y m/d/y m/d/ y m/d/ y
I{ PHYSICAL EXAM _
1
ifkPerformance status 0-4
eyeignt om
i
“kTemperature °c
f| Pulse - /min
“*Systolic BpP mmHg
il
“kDiastolic BP mmHg
I yRansFusIONS /1 /1 /1 /1 /1
Il whote blood ~ Units
il
| Packed RBC Units
1 . .-
] Platelets Units
]
- HEMATOLOGY /7 / 7 /7 /! / /
“* Hemoglobin M
i F
k Hematocrit il
i F
i wac x10%/1
i .
% Neutrophils
1
“ Lymphocytes
Il Basophils
Honocytes
“ Eosinophils
ﬂ Bands
! 9
* Platelets x107/1
l
u ESR ‘mm/hr
l‘ PT INR
{
PTT sec
|
PLEASE ENTER NORMAL RANGE AND UNITS IF NOT ALREADY ENTERED
* Highlighted items are protocol minimum requirements
Prior to on study, prior to each course, weekly, and the end of the study
INVESTIGATOR'S SIGNATURE . ...vueueeevcomenonnnonnnenseeeannnneenseennns Date: ...../..../.... (d/m/y)




NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM

URINALYSIS FLOW SHEET

1 SOAD PROTOCOL #:09101

W‘W

INSTITUTION:

PUC

PATIENT ID:

NORMAL CINITIAL] LAB VALUES

it COURSE #: RANGE UNITS
- m/ d /y m/ d/y m/ d/y m/ d/y m/ d /y m/ d/y
M /7 /7 /! /7 / /7
i Creatinine clearance ml/min
1] ‘qs

Acidity pH
H
g Specific Gravity ratio

-

LYY 0-4
if
" RBC’ 0-4
I Glucose 04
i

Protein 0-4
i}
i Ketones 0-4
fi
~ Bile 0-4
i}
il Urinary creatinine
il ’

Volume ml
it
“' Collection period hrs

PLEASE ENTER NORMAL RANGE & UNITS IF NOT ALREADY ENTERED

Do urinalysis prior to on study, prior to each course, weekly and
at end of Sudy

TNVESTIGATOR'S SIGNATURE: ..¢cvovevesccsssssss. Date: .oove/oeeeo/oooo. (d/m/y)

JATES FORM ALTERED:

N Y Y

N Y

YRRy T

(d/m/y)



=
“ NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM

B PHYSICAL / TRANFUSIONS / HEMATOLOGY FLOW SHEET

q SOAD PROTOCOL #: 09101 INSTITUTION: PUC ) PATIENT ID:
] NORMAL CINITIALD LAB DATES
COURSE # UNITS
1 RANGE m/d/ y m/d/ y m/d/ y m/d/ y m/d/ y
if PHYSICAL EXAHM
|VPerformance status 0-4
ll*weight cm
I
eremperature °c
(| Putse /min
lesvetors
*Systolic BP mmHg
I
d*DiastoLic BP mmHg
|_TRaNSFUSIONS ~ /1 /1 /1 /1 /1
{} uhote blood “ Units
l
Packed RBC . Units
I » .
‘ Platelets ] Units
‘ HEMATOLOGY /! /7 / / /7 /7
&
”l* Hemoglobin M
‘ F
j* Hematocrit M
( F
[1x wec x10°/1
‘* Neutrophils
l Lymphocytes
l Basophils
: Monocytes
Eosinophils
Bands
* Platelets x10°/1
ESR mm/hr
PT INR
PTT sec
PLEASE ENTER NORMAL RANGE AND UNITS IF NOT ALRFADY ENTERED
* Highlighted items are protocol minimum requirements
Prior to on study, prior to each course, weekly, and the end of the study
INVESTIGATOR'S SIGNATURE ...t iettirreeneaneennsneaeaneeenaannnn. Date: ..... fooo ... d/mly)




l‘h NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM
! ' o e e e e
il ~ URINALYSIS FLOW SHEET
| —
i SOAD PROTOCOL #:09101 INSTITUTION: PUC PATIENT ID:
NORMAL CINITIAL] LAB VALUES

 course #: RANGE UNITS
" m/ d/y m/ d/y m/ d /y m/ d /y m/ d/y m/ d/y
] !/ /7 /7 !/ /7 /7
I Creatinine clearance ml/min l
|

Acidity pH
.. l
‘I Specific Gravity ratio
“ WBC k 0-4
il
| RBC’ 0-4
| Glucose 0-4
i
“ Protein 0-4
ll Ketones 0-4
[

Bile 0-4
y
| urinary creatinine
: Volume ml
| Collection period hrs
)

PLEASE ENTER NORMAL RANGE & UNITS IF NOT ALREADY ENTERED

Do urinalysis prior to on study, prior to each course, weekly and
at end of Sudy

INVESTIGATOR'S SIGNATURE: .cvcevcacooscscosoossDALE: coeve/venoelonenns (d/m/y)

DATES FORM ALTERED: ...oo/eeee/eeee e/ veee/ineee wensfuveo/eee. (d/m/y)



1l NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM

] BLOOD CHEMISTRIES FLOW SHEET

1| SoAD PROTOCOL #: 09101 l INSTITUTION: PUC l PATIENT 1D: )

I NORMAL INITIAL ) LAB DATES
i COURSE # UNITS
RANGE

m/d/y m/d/y m/d/y m/d/y m/d/ y m /d/ y

Ureum

f  creatinine m
f)

Sodium

il Potassium

Chloride

it gnesium

Bicarbonate

i uric acid L m
)

Bilirubin

|| Alkaline Phosphatase

SGOT / ASAT
I
| SGPT / ALAT
!

SGGT (m)
| )
({ Lou

l‘ stal Protein

| Albumen

Globulin

Calcium

Inorganic phosphorous

Glucose - fasting

Glucose -~ non fasting

Cholesterol

Amylase

5-Nucleotidase

PLEASE ENTER NORWAL UNITS IF NOT ALREADV ENTERED

* Highlighted items are protocol minimal requirements
Tests to be done prior to on study, prior to each course, weekly, at end of study

INVESTIGATOR'S SIGNATURE: ....ceuveurenreocnanatoneasnnarnseneonnnenns Date: ..... /oon.. feeenn (d/m/y)

AATESC EADM Al TCDEN. ’ ’ / 7 / ! { AlmliuN



NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM

g s e e — o o g S Q- S " o S S S S —— S S S t— ——
—_—— S E S

BONE MARROW SHEET

SOAD PROTOCOL #:09101 | INSTITUTION: PUC PATIENT Ib:

ey ——

NORMAL [INITIAL] L AB DATE S

COURSE # RANGE UNITS | /d/ y|m /d/ y|m /d/ y|m /d/ y| m /d/

l“ﬂ

Myeloblasts

Promyelocytes

Myelocytes :Neutros

L - .

Eosinos

Metamyelocytes

Polymorphs :Neutros

Eosinos

f
[
I
[
(
l
l A Basos
'
l
!
l
|

o oP O e K

Basos

Lymphocytes %

Plasma Cells %

Mbnocytes

 Reticulum Cells

Megakaryocytes

Pronormoblasts

Normoblasts

e 0 g g0 o0 of

Cellularity

M Rating

% Highlighted items are protocol minimum requirements for parameters of extent of disease

Prior to on study, prior to each course, and the end of the study

INVESTIGATOR'S SIGNATURE:....cuuvuiacuoassocsonnnasnssssnsosncasaansncns Date: ..../..../..... (d/m/y)
DATES FORM ALTERED: ..../..../....  .... R VA (R (d/m/y)



NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM

e e s oo e e Sl b e i S S St o v e s i e ot S e . s e i

ADDITIONAL INVESTIGATIONS FLOW SHEET

commoare
bt

SOAD PROTOCOL #: 09101 l INSTITUTION: PUC,

INVESTIGATION

COURSE #:

L]

CINITIAL]

PATIENT ID:

RESULT **

m/d/y

m/d/y

m/d/y

m/d/y

m/d/y

m/d/y

CARDIAC

Pre ejection period

LV ejection time

LV ejection fraction

ECG

Holter monitor

X=-RAYS

Chest X-ray

Arteriogram

Bronchogram

Cystogram

Upper GI series

Lover Gl series

Myelogram

Pyelogram

Skeletal survey

SCANS

Catscan: CRANIUM

THORAX

ABDOMEN

Bone scan

Other

EEG

-----

.....

.....

.....

-----

.....

.....

.....

-----

-----

.....

.....

.....

.....

-----

.....

.....

!/

/

/7

/7

/

/

* Protocol required investigations; for frequency see table

. Please enter

applicable

. Please comment in the "Physician's Notes"

findings

INVESTIGATOR'S SIGNATURE:...veeeocooss

DATES FORM ALTERED:

"NORMAL"

o @

N A S

or

“ABNORMAL"

° e 8 8 a o

N I

P D5} o = SN

Y SR

.....

where an actual value

S/

is NO"

(CRF 14) regarding "ABNORMAL'

(d/m/y

o/ (d/m/y)



SOAD PROTOCOL #: 09101
DAC + Dauno for AML

. NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM

s . e s e St S G S S S D D S S A OO S S s S . S S S

m——
S o i s o, o U o SR 2P S e S S, S S e W . S . e S oot S, s S

COURSE ASSESSMENT & ADVERSE EVENTS

INSTITUTION: PUC

PATIENT ID:

START DATE RESPONSE ASSESSMENT RESPONSE: [ ] yes [L1no PROGRESSION? [ Jyes [ J1no
of COURSE [ 1 complete L 13 partial DATE (if yes): DATE (if yes)
mo / DAY / year L 1HR/ IMP [ 1 stable
/ / [ 1 progression [ 1 not evaluable, because:
COURSE #: Drug administration per protocol? Evaluable course? Follow-up per protocol?
L Jyes [ lno [ Jyes [ Ino L lJyess [ lno
TOXICITY? USE THESE CODES = RELATIONSHIP ACTION REQUIRED THERAPY REQUIRED OUTCOME RECHALLENGE
1f none MARK TO DESCRIBE TEST 1= unrelated 1= none 1=none 1=recovered]= not reintroduced
box - DRUG RELATIONSHIP 2= unlikely 2= dose reduced 2=symptomatic 2=still on treatment2= reintroduced, NO recurrence
TO EVENT & OUTCOME 3= possible 3= regimen interrupted 3=supportive 3=alive with sequelae3= reintroduced, WITH recurrence
or 4= probable 4= drug discontinued 4=vigorous supportive 4=died
LIST BELOW | 5= definite
ADVERSE EVENT TYPE* c.T.C. SEVERITY ONSET DATE RESOLVED APEX RELATION ACTION THERAPY OUTCOME RECHALLENGE
GRADEXX Tk MO/day/year MO/day/year nadir 1-5 1-4 1-4 1-4 1 -3
/ / / /
\ / / . / /
\ / / / /
\ / / / /
\ / / / /
\ / / / /
\ / / / /

* If more toxicities are to be reported, use additional sheets
*% USE "9" for PREEXISTING SYMPTOMS, worsening at least one grade while on study

**%*] = mild

2 = moderate 3 = severe

Criteria grading exists)
INVESTIGATOR'S SIGNATURE:

DATES FORM ALTERED:

4 =

life threatening (use these grades where no Common Toxicity

DATE: / /

Y E TRy A

N Y A

coeveS i/ (d/m/y)

N



NCI / EORTC / SOAD CASE REPORT FORM

OFF STUDY SUMMARY

SOAD PROTOCOL #: 09101 INSTITUTION: PUC PATIENT ID:
DAC + Dauno for AML .
Date OFF study / / (mo/dy/yr) Best Response to treatment:
Complete Response [ 1 cr
REASON: Partial Response L 1 PR
Harginal Response [ 1 MR
Study Completed £ 1¢ Stable Disease L 1 sD
Lost to Follow-up [ Progression L 1 pD
Refused further Treatment L 1R New Lesion L 1 N
Toxicity [ ot Evaluable L 1 NE o / dy / yr
Disease Progression L 1¢p R
Protocol Violation L 1v Date Onset of:Response: 1 /__
Death L 10p
Other: L J1o¢ Date of Relapse: ) /I
Date of Progression: S A
SURVIVAL Mo / dy / yr AUTOPSY: YES T 1 NOT 3 Unknown [ 1
Alive [ 1 Date of last contact: ! /__ Cause of death at Autopsy:
Dead [ 1 Date of death: 7 /__ Malignant Disease £ 3 K
Toxicity from Treatment £t 17
CAUSE OF DEATH: Infection L 11
Other: L 1 ¢
Malignant Disease L 1 H
Toxicity from Treatment L 17
Infection: L 11 Sites of Disease at Autopsy:
Other: L Jo

INVESTIGATOR'S SIGNATURE:

DATE:

1. 2. 3.
4. 5 6.
7. 8 9.

DATES FORM ALTERED:

N A SR

R Y R S S

(a/m/y)




NCI / EORTC / SOAD CASE RECORD FORM

e i .
—— — ——

PHYSICIAN NOTES

I3

SOAD PROTOCOL #: 09101 INSTITUTION: PUC COURSE #: PATIENT ID:

DATE OF NOTE TYPE NOTE
mo / dy / yr of
NOTE*
1 / /
2 / /
3 / /
4 / /
5 / /
6 / /
7 / /
8 / /
* TYPE codes: USE these codes to link notes to relevant form:
TX = toxicity / adverse event XT = extent of disease HP = history / physical Blank = others
INVESTIGATOR'S SIGNATURE? o e o s e oo coooeoocsooosasesssscsssasesnenecnsssssssos Date: ...... VA VAR (d/m/y

DATES FORM ALTERED: ..vo/vove/ennn A Y S R S SN €< V2 Va'a|



