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1 UTILIZAGAO PREVISTA / FINALIDADE

O Ensaio de Progndstico da Assinatura Genética do Cancro da Mama Prosigna® ¢ um
ensaio de diagnostico in vitro que utiliza o perfil de expressdo genética das células
presentes no tecido do cancro da mama para avaliar o risco de recorréncia distante de
uma doente. O ensaio mede a perfil de expressao genética utilizando ARN extraido
de tecido de tumor mamadrio FFPE (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded - Fixado em
Formalina, Incorporado em Parafina). Os dados de expressao genética sao analisados
em conjunto com varidveis clinicas para gerar tanto um subtipo (Luminal A, Luminal
B, enriquecido com HER2 ou do tipo basal) como uma pontuacdo indicativa da
probabilidade de recorréncia distante de doenca. O ensaio € realizado no Sistema
de Andlise nCounter® utilizando tecido de tumor mamario FFPE previamente
diagnosticado como carcinoma da mama invasivo.

O Ensaio de Prognostico da Assinatura Genética do Cancro da Mama Prosigna
estd indicado em doentes do sexo feminino com cancro da mama submetidas a
mastectomia ou terapéutica conservadora da mama em conjunto com tratamento
locorregional consistente com o padrdo de cuidados, como:

a. Umindicador de progndstico para a sobrevida sem recorréncia distante
aos 10 anos em mulheres pds-menopdusicas com cancro da mama
de estadio | ou Il, Positivo ao Recetor Hormonal (RH+) e negativo a
ganglios linfaticos, a ser tratado com terapéutica enddcrina adjuvante
isoladamente, quando utilizada em conjunto com outros fatores
clinicopatolégicos.

b. Um indicador de progndstico para a sobrevida sem recorréncia
distante aos 10 anos em mulheres pds-menopdusicas com cancro
da mama de estadio Il ou IlIA, Positivo ao Recetor Hormonal (RH+)
e positivo a ganglios linfaticos (1-3 ganglios positivos, ou 4 ou mais
ganglios positivos), a ser tratado com terapéutica enddcrina adjuvante
isoladamente, quando utilizada em conjunto com outros fatores
clinicopatolégicos.

2 RESUMO DO SISTEMA DETESTE

O Sistema de Andlise nCounter proporciona medicdes diretas e multiplexadas
da expressdo genética através de leituras digitais da abundancia relativa das
transcricdes de ARNm através das seguintes etapas: 1) hibridizacdo do ARN em
Sondas Repdrter e Sondas de Captura fluorescentes, 2) purificacdo dos complexos
alvo/sonda utilizando Placas de Preparacdo nCounter contendo reagentes
necessarios para o processamento e imobilizacdo pods-hibridizacdo no Cartucho
nCounter na Estacdo de Preparacdo nCounter, e 3) andlise do Cartucho nCounter
no Analisador Digital nCounter para o fornecimento de um resultado de teste'. As
Sondas tanto de Captura como Repodrter contém sequéncias exclusivas da sonda
de ADN para a hibridizacdo e purificacdo alvo. As Sondas de Captura e Repdrter
sdo combinadas com os controlos positivos e negativos para formar o Code Set. O
Prosigna mede em simultaneo os niveis de expressao de 50 genes utilizados para
o algoritmo de classificacdo do subtipo intrinseco?. 8 genes domésticos utilizados
para a normalizacdo do sinal, 6 controlos positivos e 8 controlos negativos numa
reacdo de hibridizacdo unica utilizando sondas de &cido nucleico concebidas
especificamente para esses genes. O kit Prosigna também inclui uma Amostra
de Referéncia composta por alvos de ARN transcritos in vitro para cada um dos
58 genes. A Amostra de Referéncia é testada com cada lote de amostras de ARN da
doente de modo a qualificar o ciclo e normalizar o sinal de cada gene.

O Ensaio Prosigna ¢ realizado em ARN isolado do tecido de tumor mamario FFPE.
Um patologista examina uma lamina com coloragdo por hematoxilina e eosina
(H&E) e identifica (e marca) a drea do carcinoma da mama invasivo adequada ao
teste. O patologista mede também a area da superficie tumoral, o que determina o
numero de laminas sem coloracdo necessarias para o teste, e a celularidade tumoral
para garantir a presenca de tecido tumoral suficiente para o teste. Um técnico
devidamente formado procede a uma macrodissecacdo nas laminas sem coloracdo
correspondentes a drea tumoral marcada na lamina com coloracdo por H&E e isola
o ARN do tecido. O ARN isolado é, de seguida, testado no Sistema de Andlise
nCounter de modo a fornecer resultados de teste, incluindo o subtipo intrinseco, a
pontuacdo ROR (Risk of Recurrence - Risco de Recorréncia) e a categoria do risco.



2.1  Principios do Sistema de Andlise nCounter

O Sistema de Andlise nCounter utiliza pares de sonda especificos do gene (Figura 1)
que sdo diretamente hibridizados para a amostra de ARNm em solucdo, eliminando
as reagdes enzimdticas que podem introduzir enviesamentos nos resultados. Na
primeira etapa do ensaio, as sondas de ADN sdo diretamente hibridizadas para uma
regido do par de base 70-100 da amostra de ARN em solucdo. A Sonda Repdrter
fluorescente consiste numa sequéncia da sonda de base 35-50 que é complementar
do alvo de ARNm e numa sequéncia exclusiva de ADN de base que é hibridizada
para seis segmentos de ARN marcados com um de quatro corantes fluorescentes:
vermelho (R), amarelo (Y), azul (B) ou verde (G). Os segmentos fluorescentes criam
um "codigo de cor" de seis posicdes/quatro cores fluorescentes que é exclusivo de
cada alvo. Uma Sonda de Captura separada consiste numa sequéncia da sonda de
base 35-50 que é complementar do alvo de ARNm e biotina, que ¢ utilizada para
imobilizacdo numa lamina revestida com estreptavidina.

Figura 1: Hibridizacdo do Code Set para o ARNm

Sondas de Captura eRepérter

Apds a hibridizacao, todas as etapas de purificacdo da amostra sdo automatizadas
na Estacdo de Preparacdo nCounter. Primeiro, as Sondas de Captura e Reporter sdo
removidas (Figura 2) por meio de etapas sucessivas de captura por esfera magnética,
seguidas por ligagdo dos complexos sonda-alvo a localizagdes aleatorias a superficie
do Cartucho nCounter através de uma ligacao por estreptavidina-biotina (Figura 3).
Por ultimo, os complexos sonda/ alvo sdo alinhados e imobilizados (Figura 4) no
Cartucho nCounter.

Figura 2: Remogédo dos reporteres em excesso
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Figura 4: Alinhamento e imobilizagdo dos repdrteres hibridizados
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Apds a conclusdo do processamento da amostra, o Cartucho ¢ colocado no
Analisador Digital nCounter para a recolha de dados. Cada molécula alvo de
interesse é identificada pelo "coédigo de cor” gerado por seis pontos fluorescentes
ordenados presentes na respetiva Sonda Repodrter associada. As Sondas Reporter
a superficie do Cartucho séo, de seguida, contadas e tabeladas para cada molécula
alvo e processadas com o algoritmo (Figura 5).
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Figura 5: Recolha de dados
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2.2 Principios do algoritmo Prosigna para calculo de saida

O teste baseia-se no algoritmo classificador de 50 genes reportados originalmente
designado PAM50? e é realizado no Sistema de Andlise nCounter utilizando ARN
extraido de amostras de tecido de tumor mamario fixado em formalina e incorporado
em parafina (FFPE). O algoritmo utiliza um perfil de expressao genética de 50 genes
para atribuir o cancro da mama a uma de quatro classes moleculares, ou subtipos
intrinsecos: Luminal A, Luminal B, enriquecido com HER2, ou tipo Basal’. Os perfis
prototipicos de expressdo genética (por exemplo, centroide) dos quatro subtipos
intrinsecos foram conservados no Sistema de Analise nCounter utilizando amostras
de tumor da mama FFPE colhidas em multiplos locais clinicos na América do Norte.
Apds a realizacdo do ensaio numa amostra de teste da doente, um algoritmo
informatico baseado numa correlacdo de Pearson compara o perfil normalizado
de expressdo genética de 50 genes da amostra de teste da doente com os perfis
de expressao prototipicos dos quatro subtipos intrinsecos do cancro da mama. A
amostra de teste da doente é atribuida ao subtipo com a correlacdo de Pearson
mais alta.

O algoritmo reporta ainda uma pontuacdo de Risco de Recorréncia (ROR) numa
escala de 0 a 100%, correlacionada com a probabilidade de recorréncia distante aos
dez anos para mulheres pos-menopausicas com cancro da mama de estadio inicial e
positivo para o recetor hormonal*. O relatério também indica uma categoria de risco
(baixo, intermédio ou alto). A pontuacdo ROR é calculada utilizando coeficientes
de um modelo de Cox que inclui a correlacdo de Pearson de um subconjunto de
46 genes dos 50 genes com cada subtipo intrinseco centroide, uma pontuacdo
de proliferacdo e o tamanho tumoral macroscopico. As varidveis do teste sdao
multiplicadas pelos coeficientes correspondentes decorrentes do modelo de Cox
para gerarem a pontuacado, a qual é ajustada de seguida a uma escala de O a 100
baseada em coeficientes gerados a partir do conjunto de formagdo de amostras de
tumor da mama FFPE. As categorias de risco sdo também reportadas com base em
cutoffs para o ROR determinado num estudo clinico de validacao.

3  REAGENTES E EQUIPAMENTOS FORNECIDOS

3.1 Descricao geral do kit Prosigna

O kit Prosigna contém reagentes suficientes para processar 1, 2, 3, 4, ou 10 amostras
de doente, dependendo do produto encomendado. Consulte de seguida para obter
as informacdes de encomenda. O kit Prosigna contém um Code Set, um tubo da
Amostra de Referéncia para cada conjunto de um a dez testes e componentes
consumiveis, 0s quais sao testados em conjunto a nivel do desempenho antes do
lancamento.

Numero do Numero de testes no Kit Tubos da Amostra de
Catdlogo Referéncia incluidos
PROSIGNA-001 1 2
PROSIGNA-002 2 2
PROSIGNA-003 3 2
PROSIGNA-004 4 2
PROSIGNA-010 10 2

Recomendado para utilizagdo em conjunto com o ou o Kit de Extracdo do
ARN FFPE da Veracyte (550100). Este kit de extracdo do ARN sé se encontra
disponivel através da Veracyte.



3.2 Conteudos do Kit Prosigna para um Kit Prosigna de 1, 2,

3, 4 ou 10 testes

Numero de testes | 1 |

Caixa Code Set Prosigna

Caixa Code Set Reporter|  1x 65l

1x 65 pl

1x65ul 1x65ul 1x65ul

Conjunto de Sonda de Captura

Prosigna 1x70u

1x 70l

1x 70l 1x 70l 1x 70l

Amostra de Referéncia de

ARN Prosigna 1x30

1x30ul

1x30ul 1x30ul 1x30ul

Autocolante de Codigo de
Barras Code Set

Codigo de Configuracdo do

Teste !

Caixa de Placas de Preparagao Prosigna

Placas de Preoaracéo| 1 |

Caixa de Cartuchos Prosigna

Cartuchos nCounterl 1 |

Caixa de Pacotes de Preparacdo Prosigna

Pontas para Estacao de

Preparacdo nCounter !

Cobertura Adesiva para
Cartuchos nCounter

Bainhas para Pontas nCounter 2

Tampéo de Hibridizacdo

nCounter 1x580u!

1x 580l

1x580pl 1x580pl 1x580 pl

Tubos de Tiras Entalhadas de
12 Pocos

Tampas de Tubos de Tiras
Entalhadas de 12 Pogos

Descricdo do contetido

Code Set Prosigna
Code Set Reporter

Conjunto de Sonda de Captura Prosigna
Amostra de Referéncia de ARN Prosigna
Autocolante de Codigo de Barras Code Set
Codigo de Configuracao do Teste

Placas de Preparac¢do Prosigna

Placas de Preparacao

Cartuchos Prosigna
Cartucho(s) nCounter

Pacote de Preparacao Prosigna

Tampéao de Hibridizacdo nCounter
Tubos de Tiras Entalhadas de 12 Pocos

Tampas de Tubos de Tiras Entalhadas de 12 Pocos

Pontas para Estacao de Preparacdo nCounter

Cobertura Adesiva para Cartuchos nCounter
Bainhas para Pontas nCounter

tampdo, dcidos nucleicos com corantes
fluorescentes

tampdo, dcidos nucleicos

tampéo, acidos nucleicos

folha autocolante

cartao com autocolante

esferas superparamagnéticas, tampdao,
sals, oligonuclectidos, esferas de
poliestireno com corantes fluorescentes

cartucho(s) de amostras

tampdo, sais

tiras de plastico

tampas de plastico

2 racks de 90 pontas + 6 perfuradores
nCounter

peliculas adesivas

suportes de pontas de 6 pocos

4  ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

1.

Para Utilizacdo em Diagndstico /n Vitro.
Este ensaio destina-se a ser executado por operadores com formacao
em técnicas de biologia molecular altamente complexas, com base nos

N&o misturar componentes de kits de diversos lotes Prosigna. A
funcionalidade sé pode ser assegurada para os lotes de kit Prosigna
conforme fornecidos, na medida em que sdo qualificados desta forma

Quaisquer reagentes remanescentes nao devem ser utilizados no Ensaio
Eliminar quaisquer reacdes com tempos ou temperaturas de hibridizacao

E importante manter a integridade da cadeia de custédia da amostra
(tecido para ARN e ARN para ensaio) para garantir que o ID da amostra
da doente ¢ associado ao resultado de teste correto.

A incapacidade para conservar reagentes nas condicdes indicadas no
rétulo pode afetar de forma adversa o desempenho do ensaio.

Usar sempre luvas durante o manuseamento de reagentes e amostras.

2.

regulamentos locais.
3.

durante o fabrico.
4.

Prosigna.
5.

comprometidos.
6.
7.
8.
9.

Evitar a contaminacao por RNase, a qual pode afetar de forma negativa
a qualidade dos resultados.
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20.

21.

. Todas as amostras e materiais bioldgicos devem ser manuseados como

se existisse a possibilidade de transmissdo de agentes infeciosos e devem
ser eliminados com as devidas precaucdes, de acordo com a legislacao
nacional, regional e local.

Nunca pipetar com a boca.

Evitar o contacto do reagente com os olhos, a pele e as mucosas.
Utilizar as melhoras préticas laboratoriais moleculares para prevenir
contaminacdo cruzada entre amostras de teste ou com alvos de &cido
nucleico de concentracdo elevada (sintéticos ou ampliados por PCR), o
que pode afetar de forma negativa a qualidade dos resultados.

Niveis muito baixos de azida sddica (< 0,1%) sao incluidos no periodo
de pds-processamento nas Placas de Preparacdo Prosigna e Cartuchos
nCounter, pelo que se recomenda a utilizacdo de recipientes de residuos
de plastico (ndo metal) para eliminacdo. Ainda que extremamente
improvavel para o Prosigna, sabe-se que a acumulacdo de azida sodica
em metal cria um risco explosivo.

E possivel obter informacées de eliminacdo adicionais especificas do
instrumento no Manual do Utilizador do Sistema de Andlise nCounter e nos
Manuais de Assisténcia para a Estacao de Preparacao e o Analisador Digital.
As Informacdes do Ficha de Dados sobre Seguranca do Material para Code
Set Reporter, Conjunto de Sonda de Captura, Tampéao de Hibridizacdo e
Placas de Preparacdo podem ser consultadas em www.prosigna.com.
Todos os materiais perigosos devem ser eliminados de acordo com as
diretrizes da sua instituicdo para a eliminacdo de materiais perigosos.

E necessario eliminar qualquer Code Set n&o utilizado.

No caso da introducdo incorreta no software da categoria de tamanho
tumoral de uma doente, a pontuacdo ROR e a classificacdo do risco
podem ser afetadas de forma adversa (por exemplo, Pontuacdo ROR
com desvio e/ou classificacdo incorreta).

No caso da introducdo incorreta no software do estado ganglionar de uma
doente, os resultados do teste da doente podem ser reportados de forma
incorreta (por exemplo, classificacdo incorreta do risco).

N&o utilizar ARN de qualidade ou quantidade insuficiente ou amostras
tumorais com insuficiente drea da superficie tumoral ou celularidade no
Ensaio Prosigna. E possivel que o Ensaio Prosigna n&o consiga fornecer
um resultado valido e, ao invés, seja reportado como uma falha do ensaio.

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O ENSAIO

1.

o

O ensaio destina-se a ser utilizada apenas em amostras de tecido do
cancro da mama fixado em formalina e incorporado em parafina (FFPE)
obtidas em resseccgdo cirdrgica; nao se destina a ser utilizado em tecido
fresco, congelado ou ndo cancro da mama.

Para a realizacdo do ensaio, € necessario conhecer o tamanho macroscopico
do tumor primario de uma doente e o estado ganglionar.

Utilize pontas de micropipetas estéreis descartdveis para evitar a
contaminacdo microbiana e da nuclease de reagentes ou amostras
durante o processamento.

Mantenha as amostras isoladas de ARN em gelo triturado quando nao
forem ativamente manuseadas.

Sa0 necessarios termoémetros calibrados para blocos térmicos.

N&o utilize componentes do kit na eventualidade de estes chegarem
danificados.

Recomenda-se o desenvolvimento e utilizacdo de controlos clinicos (por
exemplo, para categoria de risco) por laboratérios que executam o Ensaio
Prosigna para garantir a precisdo dos resultados ao longo do tempo,
enquanto parte dos procedimentos padrdo do controlo de qualidade
laboratorial.

Processamento tecidular

1.

A incapacidade para remover adequadamente o tecido circundante ndo
tumoral/normal por macrodissecacdo durante o processamento tecidular
pode resultar numa subestimativa do risco devido a uma pontua¢do ROR
mais baixa reportada ao médico.

A incapacidade para remover adequadamente o ADN gendmico humano
durante o isolamento do ARN pode resultar numa taxa de falha mais alta
devido ao sinal do ensaio mais baixo, ou uma sobre-estimativa do risco
devido a uma pontuacao ROR mais alta reportada ao médico.

Todos as secgdes tecidulares sem coloracdo devem ser colocadas
em laminas para microscépio positivamente carregadas para evitar o
descolamento durante o processamento tecidular.

No caso das amostras que requerem varias laminas, € necessdrio
processar todas as laminas em conjunto.

As seccoes tecidulares colocadas em laminas podem sofrer uma
degradacdo e conservadas por um periodo superior a 9 meses num
ambiente dessecado.

Substitua a solugdo de trabalho de glicerol a 3% todas as semanas ou no
caso de turvacdo na solucao, com o propdsito de evitar contaminacao.
Mude os primeiros conteudos de lavagem de D-Limoneno apds o
processamento de 4 conjuntos de laminas, e o Etanol (EtOH) e os

3



5.2
1

2.

segundos conteudos da placa de coloracdo de D-Limoneno apds o
processamento 8 conjuntos de ldminas, para evitar comprometer a
qualidade tecidular.

Tome cuidado ao delinear a drea tumoral na ldamina sem coloracao e ao
remover tecido ndo tumoral para garantir que o tecido tumoral ndo é
afetado.

Manuseie as extremidades
macrodissecacao.

Utilize uma lamina nova para cada amostra tecidular processada.

E necessério testar novos lotes de kits de isolamento de ARN com base
nas especificacdes do kit de isolamento para qualificar os novos lotes de
kits para testes da doente (consultar seccdo 11.5 para mais detalhes).

afiadas  com cuidado durante a

Realizacdo do Ensaio Prosigna

Certifique-se da introducéo correta no software do tamanho categérico
do tumor macroscépico principal da doente.

Certifigue-se da introducdo correta no software do estado ganglionar
categorico da doente.

Verifique se o bloco térmico com tampa aquecida necessaria para a
hibridizacdo cumpre as especificacdes e é calibrado numa base de rotina.
Utilize apenas os consumiveis que foram fornecidos com o kit Prosigna.
Estes sdo concebidos especificamente para funcionar com a Estacdo de
Preparacdo nCounter e o Analisador Digital nCounter.

Se o Tampdao de Hibridizacao tiver sido conservado a temperaturas frias
e se observar um precipitado, agueca os tubos a 37 °C até a dissolucdo
dos sais.

Na medida em que pode danificar os reagentes, ndo agite num vortex os
componentes do ensaio de forma vigorosa para misturar. A mistura s6
deve ser realizada utilizando uma pipeta.

N&o centrifugue o Code Set Repdrter auma velocidade superior a 3000 x g
durante mais de 10 segundos. N&o utilize a opc¢do "Pulse” (Impulso) para
centrifugar. Caso contrario, pode precipitar o Code Set.

Mantenha as reacoes de hibridizacdo a 65 °C até estarem prontas
para serem transferidas para a Estacdo de Preparacdo. Definir o bloco
térmico para baixar para 4 °C ou colocar amostras em gelo no final da
hibridizacdo pode resultar numa hibridizacdo cruzada, com possivel
compromisso dos resultados do ensaio.

Caso as tiras de tubos ndo atinjam 65 °C no prazo de 15 minutos a contar da
adicdo do Conjunto de Sonda de Captura, pode ocorrer uma hibridizacdo
cruzada, com possivel compromisso dos resultados do ensaio.

Caso o processamento da Estacdo de Preparacdo ndo seja iniciado no
prazo de 15 minutos apds a remoc¢ao das amostras a partir dos 65 °C,
pode ocorrer uma hibridizagcdo cruzada, com possivel compromisso dos
resultados do ensaio.

Certifigue-se de que as tampas das tiras de tubos sdo vedadas com firmeza
antes da hibridizacao no bloco térmico para prevenir a evaporagao, dado o
possivel compromisso dos resultados do ensaio em caso contrario.

6 INFORMACOES SOBRE FORMACAO

Este ensaio destina-se a ser executado por operadores profissionais com formacao
em técnicas de biologia molecular altamente complexas, com base nos regulamentos
locais. Contacte a Veracyte para obter informacdes sobre formacdo especificas da
execucado do Ensaio Prosigna.

7 MANUSEAMENTO DOS RESIDUOS

Consulte o Manual do Utilizador do Sistema de Andlise nCounter para obter detalhes
sobre 0 manuseamento dos residuos especificos dos reagentes e instrumentos, para
utilizacdo em aplicacdes IVD (diagndstico in vitro).

Consulte as Instrucdes de utilizacdo do kit de extracdo do ARN selecionado para
obter informagdes sobre o manuseamento dos residuos e detalhes especificos dos
reagentes da extracdo do ARN.

8 CONSERVACAO E MANUSEAMENTO (REAGENTES)

O prazo de validade para todos os componentes do kit do ensaio é indicado no
rétulo do coédigo de barras fornecido com a caixa Code Set bem como na rotulagem
exterior da caixa para todos os componentes Prosigna.

E necesséario que os componentes da caixa Code Set Prosigna (Code Set
Repodrter Prosigna, Conjunto de Sonda de Captura Prosigna e Amostra
de Referéncia de ARN Prosigna) sejam conservados a uma temperatura
igual ou inferior a -80 °C.

E necessdrio que os Cartridges (Cartuchos) nCounter sejam conservados
a uma temperatura igual ou inferior a -20 °C.

E necessario que as Prep Plates (Placas de Preparacao) nCounter sejam
conservadas a 4 °C (2-8 °C).

E necessario que os componentes do Prep Pack (Pacote de Preparacao)
nCounter sejam conservados a temperatura ambiente 15 °C-25 °C.
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9

10

10.1

10.2

10.3

INSTRUMENTOS NECESSARIOS PARA PROSIGNA

+  Sistema de Analise nCounter (NUmero de catalogo NCT-SYST-DX) (inclui
ambos os instrumentos abaixo)
o Estacdo de Preparacdo nCounter 5s (Numero de catdlogo NCT-
PREP-STATION-FLEX)
o Analisador Digital nCounter 5s (Numero de catalogo NCT-
DIGITAL-ANALYZER-FLEX)
Consulte o Manual do Utilizador do Sistema de Analise nCounter para obter
informacdes adicionais.

REAGENTES E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS MAS
NAO FORNECIDOS

Materiais

1. Kit de Isolamento do ARN FFPE (consultar seccdo 11.5 para requisitos do
kit de isolamento no caso de ndo utilizacdo do Kit de Extracdo do ARN
FFPE Veracyte adquirido através da Veracyte)

2. Hematoxilina e Eosina (H&E)

3. Laminas para microscopio de vidro positivamente carregadas

4. Agente de limpeza de D-Limoneno (grau histolégico)

5. Etanola100% (Absoluto), grau ACS ou equivalente (ndo inferior a 99,5%)
6. Glicerol, grau de biologiamolecular

7. Agua sem nuclease, grau de biologia molecular*

8. Isopropanol a 100%*

9. Tubo conico de 50 ml

10. Laminas (ou bisturis descartaveis)

1. Laminas de Micrétomo Descartaveis

12. Tubos de microcentrifuga sem RNase e ndo aderente de 1,5 ou 1,7ml
13. Pontas de Micropipeta sem RNase com barreira de aerossol

* Materiais necessdrios mas nao fornecidos para extracdo do ARN utilizando o kit de Extracdo
do ARN FFPE da Veracyte.

Equipamentos

1. Micrétomo

2. Banho de Agua (40 °C)

3. Aquecedor de Laminas (45 °C)

4. Rack de secagem de laminas de microscopio

5. Micropipetas: 2 pl, 20 ul, 200 ul e 1000 pl

6. Minicentrifuga com um rotor da tira de tubos de 0,2 ml e rotor padrdo do

tubo da microcentrifuga de 1,5/2,0 ml
Microcentrifuga padrao de bancada com um rotor de angulo fixo que se
ajusta a tubos de centrifuga de 1.5 ml
8. Placas de coloracdo retangulares de vidro com coberturas (dimensdes
interiores aproximadas de 91 x 71 x 60 mm (3,6 x 2,8 x 2,4"); obrigatdria
a quantidade de 3
9. Rack de ldaminas (com capacidade maxima de dez ldaminas de vidro de
75 %25 mm (3" x1"))
. Bloco térmico seco, fixo*
Vortexador de bancada para tubos de microcentrifuga
Proveta graduada (tamanho sugerido: 100-250ml)
Agulha de Disseccdo com pingas de vidro com cobertura (em angulo,
nao dentada)
14. Termometros calibrados (cobrindo o intervalo de 55 °C a 80 °C)
5. Espetrofotometro UV/Vis de microvolume (consultar especificacoes
abaixo)
16. Bloco térmico com tampa aquecida (consultar especificagdes abaixo)
17. Centrifuga com adaptador de microplacas da placa (consultar
especificacdes abaixo)
18. Boido de Coplin

*Equipamento necessario para a extracdo do ARN com o Kit de Extracdo do ARN FFPE da Veracyte.

~
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Especificacdes dos equipamentos

Tabela 1: Espetrofotémetro de Espetro Completo UV/Vis de Microvolume para Quantificacdo
do Acido Nucleico

Funcionalidade de Concec¢ao

Especificacoes

Intervalo do Volume da Amostra 1-2 pl
Comprimento da Via Tmm
Intervalo do Comprimento de Onda 260-280 nm
Exatiddo do Comprimento de Onda ou Erro +1nm

Resolugdo Espectral ou largura de banda

Igual ou inferior a 4 nm

Precis&o de Absorvéncia ou erro fotométrico
aleatorio

0,003 (via de Tmm)

Limite de Detecao

5ng/ul de ARN

Concentracao

>1000 ng/ul de ARN




Tabela 2: Espetrofotémetro UV/Vis de Fotodiodo de Microvolume para Quantificacdo do
Acido Nucleico

Funcionalidade de Concec¢ao

Especificacoes

Intervalo do Volume da Amostra

1-2 pL

Comprimento da Via

0,5mm

Intervalo do Comprimento de Onda

260 and 280 nm

Resolu¢do Espectral

Igual ou inferior a 8 nm

Exatidao de Absorvéncia

3% (21,05 de Abs. a 260 nm)

Limite de Detecao

4 ng/ul de ARN

8.

Se 0 processo de revisdo tecidular demonstrar que o bloco tumoral
apresenta drea tumoral insuficiente ou celularidade tumoral insuficiente,
pode ser avaliado um bloco diferente do mesmo tumor. Se ndo existirem
blocos FFPE com tecido tumoral suficiente, o Ensaio Prosigna ndo deve
ser executado. Tenha em conta que, no caso dos tumores com menos de
20 mm? de drea de superficie, € mais provavel que os requisitos de entrada
de ARN n&o sejam cumpridos.

Tabela 5: Requisitos recomendados da lamina com base na drea da superficie tumoral

Concentracdo

>1000 ng/ulL de ARN

Tabela 3: Bloco térmico com tampa aquecida para hibridizacdo do ensaio

Funcionalidade
de Concegao

Especificacdes

Concecao do
Bloco Térmico o

* Necessidade de ajuste al2 tiras de tubos estriadas de 0.2ml e perfil normal,

que sdo fornecidas enquanto parte do Pacote de Preparacdo nCounter.

°  Os Blocos Térmicos concebidos para tubos de Perfil Baixo (PB)

e Perfil Alto (PA) ndo sdo compativeis (também referidos como
blocos "rapidos" para a termociclagem)
Os Blocos Térmicos concebidos para outros tipos de tubos (por
exemplo, tubos de 0.1 ml e tubos del.5 ml) ndo s&o compativeis
« Tem de ser programavel para se manter a uma temperatura de 65 °C
» Tem de manter a temperatura dentro de #1°C de 65 °C

Concecao da .
Tampa Aquecida |+

S&o aceitaveis tampas de altura fixa ou ajustavel
A tampa tem de ser programavel até 70 °C

Tabela 4: Centrifuga com portador de microplacas para girar as Placas de Prepara¢do nCounter

Funcionalidade de
Concecao

Especificacdes

Velocidade de
Centrifugacao

Minima de 2000 x g

Rotores 4 rotores de balde oscilantes de 750 ml com portadores de
microplacas (ou equivalentes) com capacidade para microplacas
de 96 pocos de formato SBS

Modos Modos Aceleragdo/Desaceleracdo

Area da superficie tumoral medida em Idmina com coloracdo Numero de laminas sem
por H&E (mm?) coloragdo
4-19 6
20-99 3
>100 1

11 COLHEITA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

1.1

Requisitos da amostra tecidular e revisdo patoldgica
1.

O Ensaio de Prognostico da Assinatura Genética do Cancro da Mama
Prosigna deve ser realizado numa amostra de tecido de tumor mamario,
de recetor hormonal positivo, fixado em formalina, incorporado em
parafina (FFPE), adicionalmente especificada por um patologista como
um dos seguintes tipos de carcinoma da mama invasivo:
a. Carcinoma ductal invasivo
b. Carcinoma lobular invasivo
c. Carcinoma invasivo com caracteristicas ductais e lobulares
("carcinoma de tipo misto")
d. Nenhum tipo especial (NST) ou ndo especificado de outra forma
(NOS)
Um patologista deve selecionar o bloco tumoral FFPE com a drea maior
de carcinoma da mama invasivo vidvel para este teste.
O teste requer seccdes tecidulares colocadas em laminas sem coloracéo
para processamento e uma lamina correspondente com coloragdo por
H&E do bloco tumoral FFPE.
Recomenda-se que as seccdes tecidulares para o processamento do
ensaio sejam cortadas contiguas a seccdo tecidular cortada para a
coloracao por H&E de modo a garantir que a drea tumoral identificada na
lamina com coloracdo por H&E seja representativa da area tumoral nas
|aminas sem coloracao.
E necessario gue um patologista rodeie a regido do carcinoma da mama
invasivo viavel na lamina com H&E, excluindo tecido circundante nao
tumoral.
E necessario gque um patologista ou técnico de laboratério devidamente
formado estime a celularidade tumoral e a drea da superficie tumoral
dentro da area rodeada da lamina com coloracao por H&E.
a. E necessédrio que a percentagem de celularidade tumoral na
lamina com coloracdo por H&E seja >10%
b. E necessario que a drea da superficie tumoral rodeada na lamina
com coloracao por H&E sejae > 4 mm?
*Note-se que a percentagem de células tumorais se refere a
percentagem de células tumorais vidveis na drea do tumor assinalada.
Uma drea da superficie tumoral total superior a 100 mm2 é recomendada
como uma entrada para o teste. A tabela que se segue ilustra o nimero
de laminas recomendado com base na drea da superficie tumoral medida
na lamina com coloracao por H&E.
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1.2 Colheita e conservacao de amostras

1.

Os seguintes podem ser realizados de acordo com os procedimentos
operacionais padrao do laboratorio: colheita de tecido e fixagdo com
formalina, manuseamento e conservacado do bloco tumoral FFPE e envio
de tecido FFPE colocado em laminas.

E necessdrio que as seccdes tecidulares FFPE colocadas em laminas
sejam conservadas de acordo com procedimentos operacionais padrdo
do laboratério. No caso da conservacdo por periodos de tempo mais
longos (> 30 dias), é necessario que as laminas sejam conservadas num
ambiente dessecado e processadas no prazo de 9 meses para garantir a
qualidade dos resultados do teste.

1.3 Preparacdo das laminas

1.

n.4
1.

Com um micrétomo, corte uma seccado com 4-5 um de espessura para
coloracdo por H&E.

Com um micrétomo, corte secgdes com 10 um de espessura para
utilizagdo no Ensaio Prosigna.

Faca flutuar as sec¢des num banho de dgua a 40 °C.

Cologue as sec¢des em laminas para microscopio de vidro positivamente
carregadas.

Deixe as laminas secarem ao ar.

Coza as laminas durante a noite a 45 °C.

Processamento das laminas

Prepare uma solucdo de trabalho de glicerol a 3% misturando 1,5 ml da
solucdo-mae de glicerol com 48,5 ml de dgua sem nuclease de grau
molecular; escale conforme adequado. Verta a solucao para o interior de
um boido de Coplin para o processamento das laminas.

Verta aproximadamente 200-250 ml de agente de limpeza de
D-Limoneno para o interior de duas placas de coloracdo e garanta que as
laminas no rack de laminas ficam totalmente submergidas.

Verta aproximadamente 200-250 ml de Etanol (EtOH) absoluto para o
interior de uma terceira placa de coloracdo.

Introduza num rack de laminas a(s) seccdo(des) tecidular(es) colocadas
em laminas sem coloragao.

Cologue o rack de laminas na primeira placa de coloracdo de D-Limoneno
e agite suavemente o rack de laminas para trds e para a frente durante
10 a 15 segundos. Deixe o rack na primeira placa de coloracdo de
D-Limoneno por um tempo total de 2 minutos.

Desloque o rack de laminas da primeira placa de coloracdo de D-Limoneno
para a segunda placa de D-Limoneno. Agite suavemente o rack de laminas
para trds e para a frente durante 10 a 15 segundos. Deixe o rack de laminas
na segunda placa de colora¢do de D-Limoneno por um tempo total de
2 minutos. Certifique-se de que toda a parafina € removida; caso contrario,
deixe o rack na segunda placa de coloracdo de D-Limoneno durante cerca
de mais 1 minuto.

Desloque o rack de laminas da segunda placa de coloracdo de
D-Limoneno para a lavagem de EtOH. Agite suavemente o rack de
laminas para tras e para a frente durante 10 a 15 segundos e remova ao
fim de 2 minutos.

Deixe as laminas secarem ao ar durante 5 a 10 minutos ou até ficarem
totalmente secas e o tecido apresentar um tom branco (dependendo do
tamanho do tecido, pode demorar mais tempo).

Delineie a drea tumoral na parte posterior da(s) lamina(s) sem coloracao
alinhando-a com a correspondente lamina com coloracdo por H&E e
transpondo a drea delineada.

Trabalhando com uma lamina de cada vez, reidrate o tecido na lamina sem
coloracao delineada mergulhando a lamina na solucao de glicerol a 3%.
Remova qualquer glicerol em excesso da lamina com um toalhete de
laboratorio.

No processamento de vdrias laminas, o utilizador pode deixar as laminas
secarem num rack de secagem enquanto reidrata as outras laminas.



13. Com uma ldmina ou bisturi, raspe e elimine qualguer tecido nao tumoral
que circunde a drea tumoral delineada.

14. Segurando uma extremidade da ldmina e pousando a outra extremidade
numa superficie sélida num angulo de 45 graus, colha o tecido tumoral
macrodissecado no rebordo de uma lamina. O tecido deve "enrolar”
facilmente na lamina a medida que é colhido.

15. Repita 0 passo anterior para cada lamina a partir da mesma amostra.
Nota: ¢ possivel colher para a mesma lamina diversas laminas sem
coloracgdo a partir de uma Unica amostra FFPE.

16. Faca deslizar suavemente as sec¢des tecidulares da mesma amostra para
o interior de um tubo de microcentrifuga rotulado de 1,5 ml.

17. Se utilizadas, limpe a agulha de disseccdo ou as pin¢cas mergulhando
em D-Limoneno durante alguns segundos e secando entre amostras
tecidulares.

1.5 Isolamento de ARN

A Veracyte recomenda a utilizacdo do Kit de Extracdo do ARN FFPE da Veracyte,
que foi validado especificamente para utilizagdo com o Prosigna.

Podem ser empregues outros kits de isolamento de ARN para preparar amostras
para o Prosigna se 0s mesmos gerarem ARN a partir de seccoes de tecido de tumor
mamario FFPE colocadas em ldaminas que cumprem as seguintes especificacdes:

Table 6: RNA Isolation Kit specifications

Métrica Teste ou Medicdo Especificacdo

Concentracdo de ARN Densidade Otica a 260 nm >12,5ng/uL
Volume total de ARN (ul) | Volume total eluido >12ul
Relacdo densidade 6tica a 260
Pureza de ARN nm/densidade 6ticaa 280 nm  [1,7-2,3
(DO 260/280 nm)
Contaminacdo do ADN Teor do ADN gendmico da <1ng/pL

amostra eluida de ARN

>90 dos fragmentos de ARN
isolado tém de ser >100
nucledtidos em comprimento

Distribuicao de tamanho dos

Integridade do ARN fragmentos de ARN isolado

Atencdo: Se for utilizado um procedimento de isolamento alternativo em
combina¢do com o ensaio Prosigna, este fluxo de trabalho especifico deve ser
validado na integra pelo laboratério antes de ser implementado na rotina.

Procedimento de isolamento de ARN:

- Se utilizar o Kit de Extracdo do ARN FFPE da Veracyte, cumpra as Instrucoes de
utilizacdo fornecidas pela Veracyte.

- Se utilizar um método de extracdo alternativo, cumpra o protocolo validado ou o
protocolo fornecido pelo fabricante.

Cada lote do kit de extragdo do ARN fabricado pela Veracyte é qualificado para
produzir amostras de ARN cumprindo especificagdes predefinidas para ensaios
de diagndstico de expressdo do gene. Consulte a Ficha do Método/Instrucdes de
utilizacdo do Kit de Extracdao do ARN selecionado para obter instru¢cdes sobre a
conservacao, seguran¢a e manuseamento apropriados.

1.6 Medir a concentragao e qualidade do ARN

1. Meca a concentracdo do ARN isolado no mesmo dia de trabalho
(conservar entre +2 e +8 °C) ou congele a uma temperatura igual ou
inferior a -70 °C até a utilizacao.

2. Meca a densidade 6tica (DO) a 260 e 280 nm de 2 pl do ARN isolado

utilizando um espetrofotémetro que cumpra as especificacdes definidas

indicadas no ponto 10.3 Especificacdes dos equipamentos. Evite pipetar

o volume de 2 pl proveniente do fundo do tubo de origem no caso da

permanéncia de quaisquer fibras de vidro, que interferirdo com a leitura

da densidade dtica.

Sigas as instrucdes do fabricante do espetrofotémetro para medir o ARN.

4. Caso alguma amostra ndo consiga cumprir o valor minimo de pureza ou
concentracdo do ARN (Tabela 6), centrifugue o tubo de amostra durante
1 minuto a velocidade maxima (> 10.000 x g), cologue o tubo em gelo e
repita o processo de medicao. Caso a amostra continue a falhar a nivel do
valor de pureza ou concentracao, tal significa que a amostra de ARN n&o é
adequada para analise segundo o procedimento de Ensaio Prosigna. Nao
utilize ARN de qualidade ou quantidade insuficiente no Ensaio Prosigna.

5. A extracdo do ARN pode ser repetida se as especificacdes de
concentracdo minima ou pureza minima nao forem cumpridas (Tabela 6).
Os utilizadores podem optar por isolar laminas adicionais do mesmo
bloco FFPE ou escolher um bloco separado da mesma doente.

W
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6. Se a concentracdo de ARN exceder 250 ng/ul, torna-se necessario dilui-
la com dgua de grau molecular sem RNase e DNase até se alcancar
uma concentracdo alvo de 200 ng/ul antes da realizacdo do ensaio de
hibridizacao a jusante. Utilize o resultado registado da relacdo 260/280
DO a partir da amostra ndo diluida para determinar se a amostra diluida
cumpre o grau de pureza minimo de ARN de 1,7.

7. Congele o ARN a um valor igual ou inferior a-70 °C caso nao seja possivel
concluir o Ensaio Prosigna no mesmo dia de trabalho.

1.7 Procedimento de ensaio

Este procedimento de ensaio descreve as etapas necessdrias para realizar o
Ensaio Prosigna utilizando o Sistema de Analise nCounter. Estas etapas podem ser
resumidas nas seguintes categorias em dois dias consecutivos:

Dia um

+  Configuracao do registo Identificacdo do Ciclo de Execuc¢do (RSID - Run
Set Identification) na aplicacdo da Web

+ Configuracdo da hibridizacdo do ARN com Code Set Prosigna
(configuracao de 30 minutos, hibridizacao de 15-21 horas)

Dia dois

* Configuracdo e execucdo da Estacdo de Preparacdo (20 minutos de
configurac¢do, 2-3 horas por ciclo, dependendo do ndmero de amostras
do ciclo)

+ Configuracdo e leitura do Cartucho no Analisador Digital (5 minutos
para a configuracdo, 2,5-4,5 horas para cada Cartucho, dependendo do
numero de amostras do ciclo)

*  Recuperacao do relatorio (30 minutos)

Selecdo da amostra da doente e configura¢do do lote

1. Determine as amostras da doente que fardo parte do ciclo deteste.
E possivel incluir até 10 amostras num Unico lote
a. Cada amostra no lote serd atribuida a uma posicdo exclusiva na
tira de tubos de 12 pocos utilizada para hibridizacao, registada
enquanto parte do ID do Ciclo de Execucdo no instrumento (ID
do Ciclo de Execucdo realizado através do software de aplicacdo
da Web). Tenha em conta que as posicoes 1 e 2 estdo reservadas
para a Amostra de Referéncia e as posicdes 3 a 12 para as
amostras de ARN tumoral.

b. Ailustracdo abaixo apresenta o lado 1) e as vistas de topo 2) da
tira de tubos. As tiras de tubos apresentam-se assimetricamente
estriadas entre 0s pogos de reacdo1e 2e 8 e 9 (B) para ajudar a
manter a ordem das amostras durante o processamento. As tiras
de tubos apresentam-se também entalhadas entre os pocos de
reacdo 6 e 7 (C) para simplificar o corte da tira de tubos se for
necessario incorporar adaptadores de centrifuga padrao.

Figura 6: llustragcdo das tiras de tubos estriadas

1)

2)

A
U

}
000000000000

PocodeReagdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2. Calcule a quantidade de ARN e dgua (quando necessario) a adicionar a
reacdo de hibridizacdo para cada amostra no lote.

a. Alintroducdo recomendada de ARN é de 250 ng para o ensaio. O
intervalo de entrada aceitavel do ARN para a hibridizacdo varia
entre 125 e 500 ng.

b. Calcule o volume (em microlitros) da amostra de ARN a
adicionar a reacdo de hibridizacdo dividindo a entrada de
amostra pretendida (por exemplo, 250 ng) pela concentracdo
medida.

c. Se a concentracdo calculada da amostra variar
12,5 ng/ul e 25 ng/ul, adicione o volume maximo de 10 pl.

entre



d. No caso das amostras que necessitam menos de 10 pl, calcule
o volume de dgua necessario para gerar 10 ul do volume de
amostra total.

Exemplo: numa amostra com concentracdo medida de ARN de

85 ng/ul, sdo necessarios 2,9 ul de amostra para uma massa total de

250 ng e 71yl de dgua para levar o volume para 10 pl antes de adicionar

0s restantes reagentes. Em equacao: 250 ng + 85 ng/ul =29 ul

Registo e processamento da amostra

O utilizador criard um ID do Ciclo de Execucdo exclusivo para cada lote de amostras
que associa os ID das amostras com a localizacdo da tira de tubos (posicoes 3-12)
utilizando a aplicacdo da Web dos Servicos do Sistema de Andlise nCounter. O
utilizador pode consultar o Manual do Utilizador para obter instrucdes sobre a
utilizacdo da aplicacdo da Web dos Servicos do Sistema de Analise nCounter.

1.

Caso o ARN tenha sido congelado antes da sua utilizacdo, realize as
seguintes etapas antes de prosseguir:

a. Descongele na integra as amostras de ARN e conserve em gelo.

b. Centrifugue o tubo de amostra descongelado durantel minuto a
velocidade maxima (>10.000 x g) e coloque de volta no gelo.

Escolha o tamanho adequado do kit de teste Prosigna com base
no nimero de amostras de doente a serem testadas (1, 2, 3, 4 ou 10).
Remova um tubo de cada um dos seguintes reagentes do kit Code Set do
congelador de -80 °C para descongelar. Conserve os reagentes no gelo
caso ndo avance de imediato com as etapas subsequentes.

a. Code Set Reporter (Repdrter) Prosigna (autocolante verde na
tampa)

b. Conjunto de Capture Probe Set(Sonda de Captura) Prosigna
(autocolante cinzento na tampa)

c. Reference Sample(Amostra de referéncia) Prosigna (nenhum
autocolante na tampa)

Remova o autocolante de cédigo de barras do lote do Code Set e um
cédigo de configuracdo do teste da caixa Code Set.

Utilizando um browser da Web, inicie sessdo na aplicacdo da Web do
Sistema de Andlise IVD nCounter e selecione Prosigna como o tipo de
ensaio para iniciar a configuracao dos formularios de registo digitais.

Na Pagina Principal, selecione "Create New Run Set"(Criar Novo Ciclo de
Execucdo)

O primeiro campo de preenchimento obrigatério na definicdo de um
ciclo Prosigna é Run Set ID (ID do Ciclo de Execucdo). Introduza um
identificador exclusivo no campo Run Set ID (ID do Ciclo de Execucdo)
para identificar o lote de amostras.

Leia ou introduza manualmente o Cédigo de Configuracdo do Teste na
aplicacdo da Web. Apds a sua leitura ou introducéo, pode proceder a sua
eliminagao.

Leia ou introduza manualmente o Numero de Kit do Code Set na
aplicacdo da Web.

De seguida, introduza o ID de amostra exclusivo para a amostra que
se ird localizar na terceira posicdo/poco da tira de tubos no campo
correspondente do ID da amostra.

a. Introduza os ID de Amostras de ARN da doente utilizando a
leitor de cédigo de barras ou manualmente, introduzindo os ID
das amostras com a ajuda de um teclado.

b. Depois de introduzir o ID de cada amostra, toque por cima para
preencher os campos pendentes de preenchimento obrigatério
(tamanho tumoral macroscépico e estado ganglionar) para a
amostra antes de introduzir a amostra seguinte.

i. Utilize o numero de ganglios positivos determinado
durante a avaliacdo patoldgica da doente para selecionar
a categoria ganglionar adequada ao teste (zero, 1-3, > 4).

ii. Utilize o tamanho tumoral macroscopico medido ou o
estadio determinado durante a avaliagdo patoldgica da
doente para selecionar a categoria adequada do tamanho
tumoral macroscopico ao teste (< 2 cmou > 2 cm).

c. Pode introduzir quaisquer comentdrios no campo opcional
Memo relativamente a cada amostra.

Nota: se nao for necessario algum poco/posicao da tira de tubos, deixe os
campos restantes a branco. Se forem necessarios campos adicionais para
mais amostras, utilize uma configuracdo diferente do teste compativel
com mais amostras.

Depois de concluir a introducdo das amostras, especifique os utilizadores
que recebem as seguintes:

a. Atualizacbes de estado para os ciclos na Estacdo de Preparacdo
e no Analisador Digital.

b. A notificacdo de que o relatdrio final estd disponivel.

Guarde o Ciclo de Execucao concluido.

a. A Fichado Ciclo de Execucdo pode ser impressa e utilizada para

fins de rastreabilidade e verificacdo da amostra.
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Procedimento da Reacdo de Hibridizacao

Nota: as etapas a seguir indicadas pressupdem dez (10) amostras de doente
e duas (2) amostras de referéncia.

Nota: ndo centrifugue o Code Set Repodrter mais rapidamente do que
3.000 x g ou durante mais de 10 segundos e nao utilize a opgao "pulse”
(impulso) para centrifugar. Agir dessa forma sé fard com que a centrifuga
atinja a velocidade mdxima, podendo atirar o Code Set para fora da solugao.

1.

Programe o bloco térmico utilizando 30 ul de volume, temperatura
calculado do bloco e da tampa e definicdo do tempo "para sempre” (ou
definicdo equivalente do tempo de espera). Defina a temperatura do
bloco térmico para 65 °C e defina a tampa aquecida em 70 °C.

Nota: no caso das etapas seguintes, é essencial manter a ordem de adicao
das amostras a tira de tubos, garantindo que correspondem a ordem no ID
do Ciclo de Execucao.

2.

Identifigue com um rétulo a tira de tubos de 12 pocos estriada de modo a
distinguir as posicoes 1-6 das posi¢des 7-12 (consultar ilustracao da tira de
tubos).
Se necessario, corte a tira de tubos de 12 pocos a meio de modo a
encaixar numa minicentrifuga com um adaptador de tira de tubos.
Pipete 10 pl da Amostra de Referéncia para as posicoes 1 e 2 da tira de
tubos estriada.
Pipete o volume de dgua calculado necessario para cada amostra para o
interior das respetivas posicoes na tira de tubos estriada.
Pipete o volume de ARN calculado necessario para cada amostra para
o interior da posicdo adequada na tira de tubos estriada, utilizando uma
ponta de pipeta fresca para cada amostra.
Depois de a amostra de doente ter sido adicionada a tira de tubos, é
aconselhavel colocar o tubo de amostra num rack de tubo de amostra,
mantendo a ordem de adicdo da amostra a tira de tubos. Isto destina-se
a verificar que as amostras foram adicionadas pela ordem pretendida,
depois de todas as amostras serem adicionadas a tira de tubos.
Apods a adicdo de todas as amostras a tira de tubos, verifigue se a ordem
das amostras foi mantida na tira de tubos (pode utilizar a Ficha do Ciclo
de Execucdo para verificar a ordem das amostras).
a. Se necessario, edite o ID do Ciclo de Execucdo utilizando
o software da Aplicacdo da Web para refletir a ordem das
amostras na disposicao final (consulte o Manual do Utilizador do
Sistema de Andlise nCounter para obter instrucdes para editar
um ID do Ciclo de Execucdo existente).
Apods a verificacdo da ordem das amostras, coloque os tubos individuais
de amostra de ARN de volta no gelo.

. Crie uma mistura principal contendo 130 pl do Tampéao de Hibridiza¢do e

65 pl do Code Set Reporter.

Nota: se o Code Set Repdrter tiver sido conservado em gelo, deixe-o
equilibrar-se a temperatura ambiente durante 1 minuto antes de adicionar
o Tampao de Hibridizacao.

Misture pipetando e centrifugue brevemente a mistura principal.

Nota: ndo adicione o Conjunto de Sonda de Captura a mistura principal
E ndo conserve a mistura principal terminada em gelo.

Pipete 15 pl da mistura principal para o interior de cada um dos 12 po¢os.
Utilize uma ponta de pipeta fresca para cada poco.

Nota: apods a conclusdo da etapa Next (Seguinte), a tira de tubos deve
ser colocada no bloco térmico a 65 °C no prazo de 15 minutos.

Adicione 5 ul do Conjunto de Sonda de Captura a cada po¢o, utilizando
uma nova ponta de pipeta para cada poco.

Tape 0s poc¢os da tira de tubos e misture os reagentes invertendo a
tira de tubos vdrias vezes e mexendo com um dedo para garantir uma
mistura completa.

Centrifugue brevemente as amostras na tira de tubos
microcentrifuga Picofuge ou minicentrifuga (a < 3000 x g).
Nota: utilize uma Picofuge com capacidade para uma tira de tubos de 12
POCOS Ou, Se necessario, uma minicentrifuga com capacidade para tiras
de tubos cortadas.

Cologue a(s) tira(s) de tubos num bloco térmico a 65 °C com uma tampa
aquecida. Incube os ensaios de hibridizacdo a 65 °C durante 15 a 21 horas.
As hibridizacdes devem ser deixadas a 65 °C até estarem prontas para
processamento na Estacdo de Preparacado. Nota: elimine qualquer Code
Set ndo utilizado.

numa

Processamento de amostras na Esta¢ao de Preparacdo nCounter

1.
2.

Localize a Estagcdo de Preparacao associada ao Analisador Digital.
Remova o Cartucho nCounter da conservacao a -20 °C e deixe equilibrar
a temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos na bolsa de aluminio.
Nota: certifique-se de que utiliza em conjunto os componentes do
mesmo lote de kit.

Depois de o Cartucho atingir a temperatura ambiente, remova-o da bolsa
de aluminio antes de carregar o Cartucho na plataforma da Estacao de
Preparacao.

Remova a(s) Placa(s) de Preparacdo nCounter da conservacao a 4 °C e
deixe equilibrar a temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos.



Nota: s é necessdria uma Placa de Preparacdo para ciclos realizados
utilizando um kit Prosigna de 1, 2, 3 ou 4 testes.

Centrifugue as Placas de Preparacdo a 2000 x g durante 2 minutos
para colher liquidos no fundo dos pocos antes de carregar as Placas de
Preparacédo na plataforma da Estacdo de Preparacéo.

Enquanto os Cartuchos e a(s) Placas de Preparacdo chegam a
temperatura ambiente, prepare a Estacdo de Preparacdo com o0s
consumiveis do Pacote de Preparacdo nCounter.

Utilizando a interface do ecra tatil da Estacdo de Preparacao nCounter,
selecione o botdo "Diagnostics” (Diagndsticos) para 0 seu ensaio.

No ecrd Main Menu (Menu Principal), selecione o botdo "Process
Samples" (Amostras do Processo) na interface do ecra tatil.

Percorra a lista dos ID do Ciclo de Execucao (RSID) ilustrada no ecra para
confirmar o RSID para as amostras a serem processadas.

Selecione o RSID tocando no ecra e selecione "Next" (Seguinte) na
interface do ecra tatil.

Na interface do ecra tatil, verifique se foi selecionado o RSID adequado
olhando para cada tubo no ecra e procedendo a um referenciamento
cruzado das informacoes da amostra.

a. A Ficha do Ciclo de Execucdo pode ser utilizada aqui para a
rastreabilidade e verificacdo da amostra.

b. No caso da selecdo do RSID incorreto, toque no botdo "Back"
(Voltar) e selecione o RSID correto.

c. Se o RSID estiver correto mas existirem erros de introducdo da
amostra, toque no botdo "Back” (Voltar) e vd a uma estacdo de
trabalho de computador e edite o RSID através da aplicacdo da
Web.

Figura 7: ecra Processar um Ciclo na Esta¢do de Preparagao
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Nos varios ecrds que se seguem, é-lhe pedido que leia os ID de Codigos
de Barras de Reagentes nos campos em aberto ou que confirme a
colocacgdo dos consumiveis necessarios na plataforma. Depois de realizar
cada tarefa, selecione "Next" (Seguinte) na interface do ecra tatil para
passar para o pedido seguinte.

Nota: so é necessdria uma Placa de Preparacdo e uma tira de tubos para
aquecedor vazia para ciclos realizados utilizando um kit Prosigna de 1, 2,
3 ou 4 testes. No caso dos ciclos com kit de 1, 2, 3 ou 4 testes, carregue
a Placa de Preparacédo e a tira de tubos para aquecedor vazia nas
respetivas posicoes frontais (mais préximas do utilizador) na plataforma
da Estacao de Preparacédo.

Remova amostras do bloco térmico.

Nota: inicie o ciclo da Estacdo de Preparacdo no prazo de 15 minutos da
remocdo das amostras do bloco térmico.

Coloque a(s) tira(s) de tubos numa microcentrifuga e centrifugue
brevemente (a < 3000 x g).

Remova cuidadosamente as tampas de tubos da(s) tira(s) de tubos.

Os entalhes na tira de tubos e os guias na Estacdo de Preparacao devem
manter a ordem e a orientacdo corretas para as amostras.

Coloque a(s) tira(s) de tubos com os pog¢os na ordem 1-12, da esquerda
para a direita na plataforma da Estacdo de Preparacdo nCounter.
Se realizar um ciclo utilizando um kit de 1, 2, 3 ou 4 testes, apenas a
primeira metade da tira de tubos (pocos 1-6) tem de ser colocada no
lado esquerdo do suporte do tubo de amostra na plataforma, quando
aplicavel. Tenha em conta que é importante utilizar apenas pocos 1-6;
a segunda metade da tira de tubos (pogos 7-12) ndo caberd na metade
esquerda do suporte devido ao design com entalhes do tubo.

Confirme se as tiras de tubos estdo assentes com firmeza na Estacdo de
Preparacdo e feche a tampa de metal.

Se a tampa nao fechar adequadamente, é-lhe pedido que a feche
durante a validacdo da disposicdo da plataforma.

. Selecione "Next" (Seguinte) na interface do ecra tatil.
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21.

22.

Feche a porta do instrumento quando pedido e selecione "Next”
(Seguinte) para iniciar a validacdo da disposicado da plataforma.

No caso da ocorréncia de um erro, siga as indicacdes associadas ao erro
especifico para prosseguir com a validacdo da disposicdo da plataforma.

Figura 8: Validagdo da disposi¢do da plataforma poés-hibridizagdo na Estacdo de Preparagdo
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23.

24.

25.

26.

Apdsavalidacdo dadisposicdo da plataforma, selecione "StartProcessing”
(Iniciar Processamento) na interface do ecra tatil.

Nota: caso se depare com problemas no inicio da Estacéo de Preparacéo,
coloque de volta as amostras hibridizadas no bloco térmico, mas ndo
exceda o tempo maximo de 21 horas.

Siga os avisos apresentados na Estacdo de Preparacdo uma vez o ciclo
terminado.

Depois de a Estacdo de Preparacdo terminar o ciclo, remova
cuidadosamente o cartucho da Estacao de Preparacdo e vede 0s pocos
do cartucho com a cobertura adesiva para poco de Cartucho fornecida.
Nota: ndo deixe o cartucho ndo vedado na Estacdo de Preparacéo
durante a noite.

Caso ndo pretenda ler as amostras no mesmo dia, conserve o Cartucho a
4 °C numa caixa opaca para até 1semana.

Leitura do cartucho no Analisador Digital nCounter

1.

Localize o Analisador Digital que estd ligado a Estacdo de Preparacao
que processou as amostras. Carregue o Cartucho no Analisador Digital
nCounter para leitura.
a. Abraa porta para o Analisador Digital.
b. Cologue o Cartucho a adicionar numa ranhura vazia.
c. Feche a porta e consulte o visor do ecré tatil.
A interface do ecrd tatil do Analisador Digital inclui diversos graficos
diferentes que ajudam a identificar rapidamente o estado posicional:
a. Localizacdo Vazia: esta ranhura estd vazia e pronta a ser
carregada com um novo Cartucho.
b. Cartucho Azul Completo: leitura concluida.
NAO REMOVA 0OS SEGUINTES CARTUCHOS:
a. Cartucho Branco: esta ranhura contém um Cartucho que estd
registado mas nao foi lido.
b. Cartucho Azul Parcial: esta ranhura contém um Cartucho que se
encontra no processo de leitura
Os Cartuchos com leitura terminada podem ser removidos do Analisador
Digital.
Caso este seja o primeiro Cartucho carregado no Analisador Digital,
toque no botdo "Diagnostics” (Diagndsticos) e, de seguida, selecione
"Main Menu" (Menu Principal) para iniciar sessdo no Analisador Digital.
Caso o Analisador Digital ja se encontre a ler Cartuchos, avance para a
etapa 9 abaixo.
Coloque cuidadosamente o Cartucho numa ranhura vazia (consultar
guia do estado posicional acima) no Analisador Digital. A ranhura e o
Cartucho apresentam-se estriados para ajudar a garantir a orientacdo
correta. O cédigo de barras ficard virado para cima.
Baixe a cobertura da ranhura e carregue no Cartucho através da abertura
na tampa da ranhura para garantir que o Cartucho fica adequadamente
assente.
Togue no botdo "Start Counting” (Iniciar Contagem) e aguarde até
o leitor iniciar o processo de leitura. Escutard uma série de pequenos
estalidos ritmados a medida que o Analisador Digital comeca a ler o
Cartucho.
Confirme que aparece uma barra azul na posicdo do Cartucho no ecra
(no prazo de cinco minutos do inicio da leitura), indicando que a leitura ja
comegou.
Para adicionar um Cartucho a um Analisador Digital que ja se encontra a
ler Cartuchos, toque em "Pause” (Pausa) no ecra "Counting Cartridges”
(Contagem de Cartuchos) e aguarde para o Analisador Digital colocar a
leitura atual em pausa.



10. Abra a porta para o Analisador Digital.

1. Cologue o Cartucho a ser adicionado numa ranhura vazia (consultar guia
do estado posicional acima).

12. Feche a porta e toque em "Resume"(Retomar).

13. Quando a leitura estiver concluida, o software enviard o relatério para os
enderecos de e-mail do utilizador previamente especificados.

14. Depois de receber a notificacdo por e-mail, remova o Cartucho concluido
e elimine de acordo com as diretrizes da sua instituicdo.
Nota: serdo gerados relatérios para ciclos concluidos com éxito e para
ciclos com erros associados ao Controlo de Qualidade (CQ)dos dados.
N&o serdo gerados relatérios na eventualidade de um erro que ndo esteja
associado a CQ dos dados. Nesta situacao, contacte o Apoio ao Cliente
da Veracyte para obter assisténcia.

15. Utilizando o link incluido nesse e-mail, abra a aplicacdo da Web e transfira
todos os relatérios de teste associados ao RSID a ser processado.

16. Seguimento dos Erros: siga a recomendacao apresentada no relatério de
teste para a amostra individual ou o erro do Sistema.

Nota: as falhas da amostra individual ndo sdo consideradas erros do Sistema.

12 RESOLUCAO DE ERROS E FALHAS DO TESTE

Tabela 7: Cédigos de Erro para Repeticdo do Teste

Codigo de Erro | Descrigao da Falha Ac¢do Recomendada
5 Falha da Leitura Repetir o ciclo da amostra com 250 ng de ARN
7 Sinal Alto SE?ggitreacisrﬁzcgiﬁgcjgAd;'jmostra e repetir o ciclo
5 Sinal Baixo (Fj;e)pigitreac(e;ﬁ%%gc:;édoed:RaNmostra e repetir o ciclo
20 Sinal Baixo Sgaggitreacifnpescowgc:;:édoedAaRaNmostra e repetir o ciclo
2 Sinal ARN Baixo Sgr;ggitreacgfﬁ)e;%gc:;édoed:RaNmostra e repetir o ciclo

Motivos para a repeticdo do ensaio:

1. O relatorio do ensaio identificard amostras com falha e os resultados do
ensaio ndo serao reportados. Os resultados do ensaio serdo reportados
no caso de amostras aprovadas.

2. O relatorio do ensaio identificard o tipo de falha e a acdo recomendada
no caso de uma falha do ensaio. A concentracdo de ARN das amostras
com falha pode ser medida novamente e o ciclo das amostras pode ser
repetido (enquanto parte de um novo lote/RSID), dependendo do tipo
de falha e da quantidade da massa de ARN que permanece em ordem
para se obter um resultado de ensaio.

13 RESULTADOS DO ENSAIO

O Ensaio Prosigna inclui uma série de métricas de controlo de qualidade que s&o
automaticamente aplicadas a cada amostra durante a andlise. Estas métricas
avaliam o desempenho do ensaio para determinar se os resultados se situam dentro
dos valores previstos. Apds a andlise bem-sucedida destas métricas de controlo de
qualidade, o Ensaio Prosigna fornece os seguintes resultados:

Tabela 8: Resultados e saida do Ensaio Prosigna

Resultado Valores de Saida
Luminal A

Subtipo Intrinseco da Amostra de Cancro da Luminal B

Mama Enriquecido com HER2
Tipo Basal

Estimativa Individual da Probabilidade de 0-100%

Recorréncia Distante no prazo de 10 anos
Pontuacdo do Risco de Recorréncia (ROR)
Categoria de Risco

Valor inteiro numa escala de 0 a 100
Baixo, Intermédio, Alto

13.1 Subtipos intrinsecos

Foi demonstrado que o Subtipo Intrinseco de um tumor de cancro da mama estd
relacionado com o prognoéstico no Cancro da Mama de Estadio Inicial. Em média,
as doentes com um tumor Luminal A apresentam resultados significativamente
melhores do que as doentes com tumores Luminal B, Enriquecido com HER2 ou
TipoBasal?®.

O Subtipo Intrinseco ¢ identificado comparando o perfil de expressao genética de
50 genes numa amostra desconhecida com os perfis de expressao previstos para os
quatro subtipos intrinsecos. O subtipo com o perfil mais semelhante é atribuido a
amostra desconhecida.

Os subtipos mais frequentes de cancro da mama sao os subtipos luminais, Luminal
A (LumA) e Luminal B (LumB). Estudos anteriores sugerem que o subtipo Luminal A
inclui cerca de 30% a 40% de casos e que o subtipo Luminal B inclui cerca de 20% de
casos de cancro da mama®. Contudo, mais de 90% das doentes positivas ao recetor
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hormonal tém tumores luminais. O padrao da expressao genética destes subtipos
assemelha-se ao componente epitelial luminal do tecido mamario®. Estes tumores
caracterizam-se por uma expressao elevada do recetor do estrogénio (RE), recetor
da progesterona (RP) e genes associados a ativacdo do RE, como LIV1. GATAZ e
ciclina D1. bem como uma expressao das citoqueratinas luminais 8 e 18. Os cancros
da mama Luminal A apresentam uma expressdo mais baixa de genes associados a
ativacao do ciclo celular, em comparacdo com os cancros da mama Luminal B, o que
resulta num melhor progndstico.

Estudos anteriores sugerem que o subtipo Enriquecido com HER2 (HER2-E) inclui
cerca de 20% de casos de cancro da mama®. Contudo, os tumores Enriquecidos com
HER2 sdo, de um modo geral, RE negativos. Assim, constatou-se que apenas 5% da
populacdo de doentes testada RE positiva sofre de cancro da mama Enriquecido
com HER2. Independentemente do estado RE, os tumores Enriquecidos com HER2
sdo HER2 positivos na maioria dos casos, com uma expressao elevada do cluster
ERBB2, incluindo ERBB2 e GRB7. Os genes associados a ativacdo do ciclo celular estao
também altamente expressos.

Dados publicados sugerem que o subtipo Tipo Basal inclui cerca de 20% dos casos
de cancro da mama®. Contudo, os tumores tipo Basal sdo, de um modo geral, RE
negativos, o que faz com que apenas 1% das doentes positivas ao recetor hormonal
sofram de cancro da mama Basal. O subtipo Tipo Basal é quase sempre clinicamente
HER2 negativo e expressa um conjunto de biomarcadores "basais”, incluindo as
citoqueratinas (CK) epiteliais basais e 0 Recetor do Fator de Crescimento Epidérmico
(EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor). Os genes associados a ativacdo do
ciclo celular estdo altamente expressos.

13.2 Pontuacdo ROR

A pontuacdo ROR é um valor inteiro numa escala de O a 100 que esta relacionado
com a probabilidade, de uma doente individual, de recorréncia distante no
prazo de 10 anos para a populacdo definida de utilizacdo prevista. A pontuacao
ROR ¢é calculada comparando o perfil de expressao de 46 genes numa amostra
desconhecida com os perfis previstos para 0s quatro subtipos intrinsecos, conforme
descritos acima, para calcular quatro valores de correlacdo diferentes. Estes valores
de correlacdo sdo, entdo, combinados com uma pontuacdo de proliferacdo e o
tamanho tumoral macroscopico para calcular a pontuacdo ROR.

13.3 Probabilidade de recorréncia distante aos 10 anos

As pontuacdes ROR para 2 coortes de mulheres pds-menopausicas com cancro
da mama de estddio inicial positivo ao recetor hormonal foram comparadas com
a sobrevida sem recorréncia distante apds a cirurgia e tratamento com 5 anos de
terapéutica endocrina adjuvante seguidos por 5 anos de observacao (consultar
seccdo 16.4 Desempenho clinico para mais detalhes). Estes dois estudos resultaram
num modelo que relaciona a pontuacdo ROR com a probabilidade de recorréncia
distante nesta populacdo de doentes testada, incluindo um intervalo de confianca
de 95%.

13.4 Classificacdo dorisco

A classificacdo do risco € também fornecida para permitir a interpretacdo da
pontuacao ROR utilizando cutoffs relacionados com o resultado clinico na populacdo
de doentes testadas.

Tabela 9: Classificagdo do risco por intervalo de ROR e estado ganglionar

Estado Ganglionar Intervalo de ROR Classificagdo do Risco

0-40 Baixo

Negativo para Ganglios 41-60 Intermédio
61-100 Alto
A 0-15 Baixo

POS'E{% gaér:gﬁsg)gllos 16-40 Intermédio
41-100 Alto

Positivo para Ganglios

o AZéngllos)g 0-100 Alto

13.5 Controlo de qualidade

Cada lote dos componentes do Ensaio Prosigna € testado utilizando especificacoes
pré-determinadas. Todos os itens a nivel do kit séo rastreados a nivel do lote e os
componentes criticos contidos em cada kit sdo testados em conjunto e lancados
como um lote do kit Prosigna.

O kit de Ensaio Prosigna inclui uma série de controlos internos, os quais sdo utilizados
para avaliar a qualidade de cada ciclo de execucdo como um todo e cada amostra
individualmente. Estes controlos s&o apresentados de seguida.

Conjunto de controlo do lote: Amostra de Referéncia de ARN transcrita /n vitro

Uma Amostra de ARN de Referéncia sintética é incluida como um controlo no kit do
Ensaio Prosigna. A Amostra de Referéncia é composta por alvos de ARN transcritos
in vitro a partir dos 50 genes de algoritmo e 8 genes domésticos. A Amostra de
Referéncia é processada em duplicado em cada Ensaio Prosigna, juntamente com
um conjunto de até 10 amostras de ARN tumoral mamario desconhecido numa tira
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de tubos de 12 reacdes. O sinal da Amostra de Referéncia € analisado contra limiares
predefinidos para qualificar o ciclo.

O sinal de cada um dos 50 genes de algoritmo da amostra de ARN do tumor da
mama € normalizado para os correspondentes genes da Amostra de Referéncia.

Conjunto de controlo positivo: alvos de ARN transcritos in vitro e Sondas de
Captura e Repérter correspondentes

Os alvos de ARN sintéticos sdo utilizados como controlos positivos(CP) para o Ensaio
Prosigna. As sequéncias alvo do CP derivam da biblioteca de sequéncias de ADN do
ERCC (External RNA Control Consortium)®. Os alvos de ARN s&o transcritos in vitro
a partir de plasmideos de ADN. Seis alvos de ARN s&o incluidos no kit do ensaio
numa série de titulacdo de 4 vezes (128 - 0,125 fM de concentragao final na reacao de
hibridizacdo), juntamente com as Sondas de Captura e Reporter correspondentes.
Os CP sdo adicionados a cada amostra de ARN do tumor da mama e a Amostra
de Referéncia testada como Ensaio Prosigna. Uma amostra serd desqualificada
de andlise adicional se as intensidades do sinal dos CP ndo cumprirem limiares
predefinidos.

Conjunto de controlo negativo: sondas exégenas sem alvos

As sequéncias alvo do controlo negativo derivam da biblioteca de sequéncias
de ADN do ERCC®. As sondas concebidas para detetar estas sequéncias alvo s&o
incluidas enquanto parte do kit do ensaio sem a sequéncia alvo correspondente.
Os controlos negativos (CN) s&o adicionados a cada amostra de ARN do tumor da
mama e a Amostra de Referéncia testada com o Ensaio Prosigna como uma medida
de controlo de qualidade. A amostra serd desqualificada de andlise adicional se as
intensidades do sinal dos CN ndo cumprirem limiares predefinidos.

Conjunto de controlo da integridade do ARN: genes domésticos

As Sondas de Captura e Repdrter concebidas para detetar 8 genes domésticos e
50 genes de algoritmo s&o incluidas enquanto parte do kit Prosigna. Os niveis de
expressao dos 8 genes domésticos sao analisados para determinar a qualidade
do ARN extraido da amostra tecidular FFPE e introduzidos no Ensaio Prosigna. A
amostra serd desqualificada de analise adicional se os niveis de expressao dos genes
domésticos baixarem para niveis inferiores aos limiares predefinidos.

Os genes domésticos sao também utilizados para normalizar eventuais diferencas
na quantidade de ARN intacto numa amostra antes da normalizacdo da Amostra
de Referéncia.

14 LIMITACOES DOS PROCEDIMENTOS

1. O Ensaio Prosigna foi otimizado para identificar o subtipo intrinseco
de um tumor de cancro da mama e o risco de recorréncia distante da
doente aos 10 anos como uma pontuacdo ROR e categoria de risco,
utilizando ARN purificado extraido de tecido mamario humano fixado
em formalina, incorporado em parafina. Ndo foram testados outros tipos
de amostras ou fixativos e, como tal, ndo devem ser utilizados.

2. Odesempenho do Ensaio Prosigna foi validado utilizando os procedimentos
fornecidos apenas neste folheto informativo. Eventuais modificacdes
destes procedimentos podem alterar o desempenho do teste.

3. As caracteristicas de desempenho do Ensaio Prosigna foram
determinadas para mulheres pds-menopausicas com cancro da mama
de estadio inicial positivo ao recetor hormonal tratadas com 5 anos de
terapéutica enddcrina adjuvante. Nao foi determinado o desempenho
com outros regimes de tratamento ou noutras populacdes de doentes.

4. No caso da adicdo de ARN de qualidade ou quantidade insuficiente ao
ensaio, o Ensaio Prosigna poderd nao fornecer um resultado valido e, ao
invés, reportard uma falha do ensaio.

5. A interpretacdo dos resultados do Ensaio Prosigna (subtipo intrinseco,
pontuacdo ROR, categoria de risco) deve ser avaliada no ambito do
contexto de outros fatores clinicopatoldgicos, historial médico da doente e
resultados de quaisquer outras analises laboratoriais.

6. O desempenho do Ensaio Prosigna foi determinado com o ARN que
cumpre as especificacdes definidas relativamente ao procedimento
acima. Nao foi determinado o desempenho com ARN isolado que ndo
cumpre estas especificacoes.

7. As substancias de interferéncia conhecidas com o Ensaio Prosigna
incluem ADN gendémico e tecido ndo tumoral (por exemplo, tecido
normal). Consulte as condicdes gerais do ensaio antes de iniciar
o procedimento. A drea de carcinoma invasivo vidvel tem de ser
claramente identificada por um patologista antes da execucdo do
procedimento. Adicionalmente, cada amostra de ARN tem de ser tratada
com DNase. Antes de prosseguir com as amostras de teste das doentes,
cada novo lote de DNase deve ser testado e qualificado de acordo com a
especificacdo indicada quando se utiliza um kit de isolamento diferente
do Kit de Extracdo do ARN FFPE da Veracyte.
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15 VALORES PREVISTOS

O Ensaio Prosigna reporta uma pontuacdo ROR (0-100), um subtipo intrinseco
(Luminal A, Luminal B, enriquecido com HER2 ou tipo Basal) e categoriza¢do do risco
(Baixo, Intermédio ou Alto) para cada amostra tumoral. Com base nos dois estudos
clinicos de validagdo descritos de seguida, mulheres pds- menopausicas com cancro
da mama RH+ de estadio inicial tratadas com Anastrozol ou Tamoxifenonos ensaios
ATAC e ABCSG-8, sao apresentados o intervalo e a frequéncia das pontuacdes
ROR (Figura 10), a relacdo continua do ROR com a probabilidade de recorréncia
distante por estado ganglionar (Figura 11) e a distribuicdo de pontuacdes ROR por
subtipo intrinseco (Figura 9) que se preveem que ocorram. Com base nestes estudos
clinicos de validagdo, a sobrevida sem recorréncia distante ao longo de 10 anos
por categorizacdo do risco é representada na Figura 12 (doentes Negativas para
Ganglios) e Figura 13 (doentes Positivas para Ganglios (1-3 ganglios)).

15.1

A Figura 9 apresenta um diagrama caixa de bigodes da Pontuacéo ROR por Subtipo
Intrinseco.

Intervalo de ROR por subtipo

Figura 9: Diagrama Caixa de Bigodes da Pontua¢do ROR por Subtipo Intrinseco

I

—

Categoria

°

o - 1

T T T T
LuminalA Luminal B Enriquecido Her2 Tipo Basal

Subtipo

15.2 Frequéncia da pontuacdo ROR por estado ganglionar

O histograma da Figura 10 foi gerado utilizando um modelo de Cox Unico que
incluiu a pontuacdo ROR e varidveis categodricas para distinguir os trés grupos de
envolvimento ganglionar.

Figura 10: Histograma dos grupos da pontuagdo ROR e do estado ganglionar
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Figura 11: Risco previsto aos dez anos estimado dentro do grupo do estado ganglionar
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15.3 Sobrevida sem recorréncia distante por categorizacdo do
risco

Os dados que se seguem tém origem na analise combinada dos ensaios TransATACe
ABCSG-8. Para a alocacdo das doentes aos grupos de risco, as pontuacdes ROR
foram comparadas com limiares de risco predefinidos para doentes negativas
para ganglios ou doentes positivas para ganglios. As Figuras 12 e 13 apresentam
a sobrevida sem recorréncia distante aos 10 anos para cada grupo de categoria de
risco por estado ganglionar.

Figura 12: SSRD por grupo de risco para doentes negativas para ganglios
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16 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
16.1 Precisdo e reprodutibilidade analiticas

Para calcular a precisdo e reprodutibilidade globais de Prosigna, foram efetuados
dois estudos e os resultados combinados. O primeiro estudo efetuado foi um estudo
de precisdo no Sistema de Analise nCounter a partir de ARN extraido de tumor
mamario, e o segundo estudo foi um estudo de reprodutibilidade a partir de tecido
de tumor mamario FFPE que incluiu fatores pré-analiticos.

Precisdo do ARN

16.1.1 Concecdo do estudo

Procedeu-se a realizacdo de um estudo comparativo, aleatorizado e com
ocultagdo, em trés locais, com o Ensaio Prosigna no Sistema de Andlise
nCounter com a finalidade de avaliar a precisdo analitica. Foram geradas
cinco amostras agregadas de ARN de tumor mamario a partir de amostras
FFPE arquivadas para teste em cada local. O painel de amostras representou
perfis prototipicos de expressao genética detetados durante testes de rotina
e cada grupo de classificacdo do risco.

Cada local concluiu 18 ciclos validos (9 ciclos por cada operador, cada ciclo
composto por 10 testes) apds um ciclo de familiarizacdo por cada operador
(Tabela 11). Cada amostra foi testada em duplicado durante cada ciclo no nivel
de entrada nominal de ARN de 250 ng para o ensaio. Cada operador realizou
um ciclo num dia determinado, de acordo com a norma geralmente aceite
para 0s métodos com ciclos longos. O periodo total de estudo, incluindo a
familiarizacdo, abrangeu mais de 4 semanas em cada local.

Tabela 11: Descri¢do geral do estudo de precisdo do ARN

Resumo de Dados para a Figura 12: SSRD por grupo de risco para doentes negativas para — -
ganglios Variavel do Estudo Numeros
N.2 de amostras de ARN de tumor da mama 5
. Numero de Percentagem Estimada Sem N.2 de replicados de amostra por ciclo (0 mesmo cartucho) 2
Grupo de Numero de . PR e
. o Acontecimentos ao | Recorréncia Distante aos 10 anos N.2 de ciclos/local 18
Risco Doentes (%)
Longo de 10 anos [IC 95%] N2 de ciclos/dia 1
Baixo 875 (49%) 31 96,2% [94,7% - 97,3%] N2 de operadores/local 2
Intermédio 551 (31%) 53 89,2% [86,1% - 91,7%] N2 lotes de reagentes/local 3
Alto 360 (20%) 73 777% [72,8% - 81,9%] NS de locais 3
Total 1.786 (100%) 157 N.° total de amostras testadas por local (excluindo familiarizacdo)= 180
N.° total de amostras = 540

Figura 13: SSRD por grupo de risco para doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios)
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Resumo de Dados para a Figura 13: SSRD por grupo de risco para doentes positivas para

ganglios (1-3 ganglios)

. Numero de Percentagem Estimada Sem

Grupo de Numero de . P

Risco Doentes (%) Acontecimentos ao | Recorréncia Distante aos 10 anos

Longo de 10 anos [IC 95%]

Baixo 24 (4%) 2 91,7% [70,6% - 97,8%]
Intermédio 211 (36%) 18 90,4% [85,2% - 93,9%]

Alto 355 (60%) 87 71,8% [66,3% - 76,6%]

Total 590 (100%) 107

Tabela 10: Taxas de SSRD aos 10 anos para doentes com 4 ou mais ganglios positivos

. Numero de Percentagem Estimada Sem
Grupo de Numero de . PN
Risco D Acontecimentos ao Recorréncia Distante aos 10 anos
Longo de 10 anos [IC 95%]
Alto 103 39 57,4% [46,3% - 67,0%]
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16.1.2 Andlise dos componentes da variancia

A Tabela 12 apresenta o resultado da andlise dos componentes da variancia
para cada membro do painel. Por baixo da varidncia estimada temos a
percentagem de variancia total (entre paréntesis).

Tabela 12: Componentes da variancia por membro do painel (amostra agregada de ARN)

Merpbro do ROR Componente da Variancia Variancia | DP
Relzellboy adi Total Total
Risco, Subtipo | Médio [ ote Local | Operador | Ciclo | Intraciclo
) 0,010 | 0,000 | 0,000 | 0134 | 0,296 0,44
Luminal A Baixo | 31,4 %) (0%) (0% 30%) (67%) (100%) 0,66
Luminal B 55 005 | 0,000 | 0,000 | 0,046 | 0426 0,576 076
Intermédio (18%) | (0%) (0%) 8%) | (74%) (100%) ’
Tipo Basal 554 0,059 | 0,000 | 0,000 | 0,046 | 0194 0,299 055
Intermédio ’ (20%) | (0%) (0%) (15%) | (65%) | (100%) ’
on9 | 0014 [ 0000 | 0,064 | 0,380 0,576
Luminal B Alto | 64,8 (21%) 0% 0% %) (66%) 100%) 0,76
Enriquecido 762 065 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0277 0,442 066
com HER2 Alto ’ (37%) | (0%) (0%) (0%) | (63%) | (100%) ’

No caso de todos os cinco membros do painel, o DP total foi inferiora 1
unidade ROR numa numa escala de 0 a100. No caso de todos os membros do
painel, 0 grosso da variancia proveio da variancia intraciclos (repetibilidade).
N&o se observou praticamente qualquer variancia de local para local ou
variancia de operador para operador. Um teste de relacdo de probabilidade
para a significancia do local por membro do painel veio demonstrar que as
diferencas entre locais foram estatisticamente insignificantes (p > 0,05). No
caso de cada lote, as pontuacdes ROR médias sao inferiores a 1unidade ROR,
a excecdo de cada membro do painel, que contribuiu com cerca de 20% em
média, para a variancia global.

16.1.3 Concordancia da chamada de subtipo e classificagdo do risco

No caso de todos os membros do painel, observou-se uma concordancia
de 100% entre o resultado do subtipo e o subtipo intrinseco do membro do
painel. No caso de todas as amostras, observou-se uma concordancia de
100% entre o grupo de risco medido e previsto.



Reprodutibilidade tecidular
16.1.4 Concecdo do estudo

Procedeu-se a realizacdo de um estudo comparativo, aleatorizado e com
ocultacdo, em trés locais, utilizando amostras replicadas do tecido de
tumor mamario obtidas no mesmo bloco FFPE, as quais foram testadas no
Sistema de Andlise nCounter por meio do Ensaio Prosigna. Enquanto parte
do estudo, foi testado um conjunto de 43 amostras de tumor mamario
FFPE recentemente cultivadas a partir de doentes com cancro da mama
positivas para o Recetor Hormonal com carcinoma ductal e/ou lobular
invasivo confirmado. Todas as amostras tecidulares foram enviadas para
o local de teste adequado para processamento. As 43 amostras foram
analisadas de forma independente por trés patologistas separados. No caso
de cada amostra tecidular analisada, um ciclo de teste que consistiu em
macrodissecacdo tecidular, extracdo de ARN e teste com o Ensaio Prosigna
foi realizado por um Unico operador em cada local utilizando o procedimento
de ensaio definido. O ARN isolado de cada uma das amostras tecidulares foi
testado duas vezes em ciclos de ensaio separados. Utilizaram-se trés lotes do
kit de isolamento do ARN (um por local) e um Unico lote de reagentes do kit
do ensaio na execucdo deste estudo. Foi introduzida uma Unica lamina para
a extracao de ARN quando a drea da superficie tumoral media > 100 mm?e
foram introduzidas 3 laminas quando a superficie tumoral média < 100 mm?.
com uma area minima da superficie tumoral de 4 mm? necessdria.

16.1.5 Resumo do teste

A Tabela 13 apresenta a frequéncia de chamada para as quarenta e trés (43)
amostras tecidulares avaliadas em cada um dos trés locais.

Tabela 13: Frequéncia de Chamada em cada local

A Tabela 15 resume a variabilidade total utilizando tanto a soma da
Variabilidade do Processamento Tecidular (componentes do local e intrabloco
da Tabela 14 deste estudo) como a Variabilidade do Processamento do
ARN total a partir do estudo de precisdo do ARN (média com base nos
cinco membros do painel testados na Tabela 12). Os fatores pré-analiticos
associados ao processamento tecidular sdo a fonte principal de variacdo
para o teste (94% de variancia total). O DP total, incluindo todas as fontes de
variacdo, equivale a 2,9, o que indica que o Ensaio Prosigna é uma medida
fidvel de diferenca entre dois valores ROR de 6,75 com confianca de 95%.

Tabela 15: Variabilidade total (processamento tecidular e do ARN)

Variabilidade do Variabilidade do
Processamento Processamento do Variabilidade Total DP Total
Tecidular ARN
782 0,47 8,29 29

16.1.7 Concordancia da categoria de risco das classificagdes de subtipo

A concordancia de local para local por subtipo de doente e classificacdo do
risco (risco baixo/intermédio/alto) é apresentada na Tabela 16. na qual os
respetivos cutoffs de risco para as classificacdes negativas para ganglios e
positivas para ganglios foram aplicados a todas as amostras. Os intervalos
de confianca de 95% de tipo exato sdo apresentados entre paréntesis e o
nimero de amostras com resultados nos dois locais € apresentado entre
paréntesis. A concordancia média é apresentada na Ultima coluna. No caso
de cada comparacdo, a concordancia foi calculada em duas etapas. Primeiro,
para cada amostra tecidular, procedeu-se ao calculo da propor¢cdo dos
quatro pares de resultados possiveis (dois no local 1 * dois no local 2) com
concordancia. Na segunda etapa, calculou-se a média destas propor¢des em
todas as amostras tecidulares que geraram resultados em ambos os locais na

Local Resultado Percentual Aprovacgao/Total compara¢ao em questao.
5

1 95? 41/43 Tabela 16: Resumo da concordancia de subtipo e categoria de risco por estado

2 95% 40/43 ganglionar

3 100% 43/43

Concordancia Par a Par

Quarenta amostras geraram resultados em todos os locais (isolamento do Tipo de Local 1vs. Local 1vs. Local 2 vs. Concordancia
ARN de uma amostra num local que necessitou de reparacdo), 1 amostra Comparacdo Local 2 Local 3 Local 3 Média
gerou resultados em 2 locais e 2 amostras geraram resultados num tnico (n = 40) (n =41) (n = 40)
local. Cem por cento (100%) das amostras aprovadas na revisdo tecidular e Subtipo 96.3% 98,8% 95% 97%

nas especificagdes do isolamento do ARN geraram resultados aprovados a
partir do Ensaio Prosigna. A area medida da superficie tumoral no caso de
4/5 falhas de isolamento do ARN foi <15 mmZ o que equivale a menos de
50 mm? do tecido total por entrada de area no teste.

As 43 amostras incluiram doentes tanto negativas para ganglios como
positivas para ganglios. Os resultados de teste calculados a partir das
43 amostras representam um amplo intervalo (94 unidades) de pontuacdes
ROR, todos 0s 4 subtipos intrinsecos e todas as categorias de risco, quando se
aplicam a todas as amostras os cutoffs negativos para ganglios ou os cutoffs
positivos para ganglios. Considerando a inexisténcia de dados disponiveis
para a comparacao entre locais, as duas amostras com resultados num unico
local foram excluidas de todas as analises estatisticas subsequentes.

16.1.6 Andlise dos componentes da variancia

N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas (o =0.05) entre
as categorias de risco utilizando um teste de Kruskal-Wallis ndo paramétrico,
0 que fez com que o0 modelo dos componentes da variancia se ajustasse a
todas as categorias de risco em simultaneo.

A Tabela 14 apresenta os resultados da analise dos componentes da variancia
utilizando todas as 41 amostras tecidulares.

Tabela 14: Componentes da variancia (estudo de reprodutibilidade tecidular)

Componentes da Variancia

Dentro do . DP Total
Local Bloco Residual Total
0,10 772 0,51 8,34 2,89

O componente local mede a variacdo sistematica especifica do local, o
componente "Dentro do Bloco" mede a variacdo aleatdria que difere em
funcao da revisao/processamento da amostra de tecido ou dentro da variacdo
do bloco FFPE e a variacéo residual mede a variabilidade combinada de ciclo
paraciclo e avariabilidade intraciclo no Ensaio Prosigna. O componente local é
muito pequeno relativamente a variabilidade aleatéria dentro do bloco, o que
indica que as diferencas, em média, entre os locais foram insignificantes (< 1%
da variancia total). A variacdo residual foi consistente com a variabilidade
equivalente medida no estudo de precisdo do ARN com menos amostras
mas mais medicdes replicadas (0.51 de varidncia em comparacdo com um
Unico local médio dentro da variancia dos lotes de reagentes Prosigna de
0.39 para o estudo de precisdo do ARN).
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[86,4%-99,5%] | [91,0% -100%] | [83,1% - 99,3%]

Categoria de Risco 87.5% 92.7% 90%

Negativopara | 17259 "o5 gos1 | (80,1% - 98,4%] | [76,4% - 97,2%] 90%
Ganglios
Categoria de Risco o o o
Positiva para 88,8% 92,7% 91.3% 9%

Ganglios [75,9% - 96,0%] | [80,1% - 98,4%] | [79.2% - 97.4%]

No caso de cada comparacdo (subtipo e categorias de risco negativa para
ganglios e positiva para ganglios), a concordancia média entre locais foi de
pelo menos 90%. Nao se obtiveram amostras nas quais a categoria de risco
mudou de risco baixo para risco alto (ou vice versa) entre ou intralocais.
Obtiveram-se apenas duas amostras (num total de 41) que ndo forneceram
subtipos idénticos ao longo de todas as 6 réplicas:

1. Uma amostra apresentou resultados Luminal A duplicados num local e
resultados Luminal B duplicados em cada um dos dois outros locais.

2. Uma amostra apresentou resultados Luminal A duplicados num local,
resultados enriguecido com HER2 duplicados num outro local e uma
cada de Luminal A e enriquecido com HER2 no terceiro local.

16.2 Sensibilidade/entrada de ARN
Descri¢do do estudo com entrada de ARN

O estudo testou 13 amostras de ARN de tumor mamario em trés niveis de entrada de
ARN dentro da especificacdo do ensaio (500, 250 e 125 ng) e dois niveis adicionais
de entrada de ARN fora da especificacdo (625, 62,5 ng).Cada amostra foi testada
com cada lote de kit (2 lotes no total) num Unico ciclo de teste que incluiu medicdes
duplicadas em cada nivel na especificacdo e uma Unica medicdo para cada nivel
fora da especificacdo. As medicdes duplicadas do branco (ou seja, nenhum alvo)
foram incluidas em cada ciclo de teste. Uma Unica amostra foi testada apenas com
um unico lote.

Resultados do estudo com entrada de ARN

Todas as amostras medidas do branco (n = 46) foram substancialmente inferiores
ao limiar para sinal e geraram um resultado de teste com falha (0% de frequéncia
de chamada). Todas as medicdes de ARN tumoral dentro da especificacdo do
ensaio (n = 138) geraram um resultado de teste aprovado (100% de frequéncia de
chamada). Cem por cento (100%) das amostras com entrada acima da especificacdo
(625 ng) geraram um resultado de teste aprovado. Oitenta e trés por cento (83%)
das amostras (10/12) testadas na entrada abaixo da especificacdo (62,5 ng) geraram
um resultado de teste no lote 1. com 100% no lote 2.



A pontuacdo ROR média para as 13 amostras cobriu um intervalo amplo (20-82).
A classificacdo do grupo de risco (baixo/intermédio/alto) demonstrou ser 100%
concordante em todos os niveis de entrada de ARN no caso das13 amostras testadas.
A Tabela 17 resume a variacdo em termos de Pontuacdo ROR em funcdo da entrada
de ARN. A diferenca média da pontuacdo ROR entre os niveis de entrada de ARN, o
DP para as diferencas e o intervalo de confianca de 90% foram utilizados para avaliar
se as pontuacdes ROR geradas a partir de diferentes niveis de entrada de ARN eram
equivalentes as geradas utilizando o nivel alvo de 250 ng. Para cumprir o critério de
aceitacdo, o intervalo de confianca tinha de estar totalmente contido em (-3,3 ROR).
Nos dois niveis nos extremos do intervalo da especificacdo do ensaio (125 e 500 ng
de ARN), as pontuacdes ROR foram equivalentes as presentes na concentracdo de
entrada alvo de 250 ng para cada um dos dois lotes de kit testados. Relativamente a
cada nivel fora da especificacdo do ensaio. As pontuacdes ROR foram equivalentes
no caso de um dos lotes mas ndo no caso de outro.

Tabela 17: Resumo da diferenga da pontuacdo ROR. Contagem equivalente ao numero de
amostras incluidas na analise.

Lo Massa (ng) | Contagem DI PG é::::n(iz é;?::nd;
do Kit ROR Média | Diferenca Inferior S
62.5 - 250 10 1,90 2,62 0,54 3,26
20535 125 - 250 12 0,75 123 0,16 1,34
500 - 250 12 0,04 0,78 -0,33 0,41
625 - 250 12 -0,13 0,86 -0,53 0,28
625 - 250 11 -0,36 3,96 -2,33 1,60
20536 125 -250 il -0,50 3,07 -2,02 1,02
500 - 250 1 -0,82 3,25 -2,43 0,79
625 - 250 1l -1,09 4,24 -319 1,01

16.3 Teste de interferéncia
Tecido normal/ndo tumoral adjacente

Tecido mamario normal/nao tumoral adjacente estd habitualmente presente em
blocos tumorais mamarios FFPE e pode ser identificado na sequéncia da revisao
patoldgica como uma area distinta da area do carcinoma da mama invasivo. O
procedimento de Ensaio Prosigna acima especifica a remoc¢ao de tecido normal
adjacente por macrodissecacdo. Para avaliar o risco de contaminacdo dos resultados
do teste pelo tecido normal, um total de 13 blocos tumorais mamarios FFPE
contendo carcinoma ductal com infiltracdo patologicamente confirmado e cerca
de 50-95% do tecido normal/n&o tumoral circundante foram testados com e sem
macrodissecacdo do tecido circundante, tendo sido determinada a diferenca a nivel
da pontuacdo ROR (ROR delta).

Em média, o ROR da amostra tumoral macrodissecada foi praticamente 8 unidades
ROR superior ao observado quando ndo foi removido tecido normal/nao tumoral
circundante. A Figura 14 ilustra isso como a quantidade de aumento de tecido normal
(até 95% nao removido por macrodissecacdo): existe um risco crescente de que a
pontuacao ROR reportada serd uma estimativa pontual subestimada ou negativamente
enviesada (até -19 unidades ROR) do risco de recorréncia de uma doente.

Figura 14: Impacto do tecido normal/ndo tumoral circundante no ROR Delta
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Interferéncia do tecido necrético, hemorragico e DCIS

Para avaliar o risco de contaminacdo dos resultados do teste pelo tecido
necrotico, hemorrdgico e DCIS, um total de 11 blocos tumorais mamarios FFPE
(3 DCIS, 5 necroticos, 3 hemorragicos) contendo carcinoma da mama invasivo
patologicamente confirmado e cerca de 10-30% do tecido interferente foram
testados com e sem macrodissecacao do tecido interferente, tendo sido determinada
a diferenca a nivel da pontuacdo ROR (ROR delta). Nos niveis testados, o efeito do
tecido com sangue/hemorragico, DCIS e necrético incluido no procedimento teve um
impacto insignificante na pontuagdo ROR reportada (< 6 unidades ROR). Observou-
se uma concordancia de 100% a nivel da atribuicdo da categoria de risco entre as
onze amostras necrdticas, hemorragicas e DCIS, com e sem macrodissecacao.

ADN genémico humano

O procedimento de Ensaio Prosigna inclui a remocdo do ADN gendmico humano
(ADNg) por digestdo com DNase. Para avaliar o risco de contaminagdo dos
resultados do teste pelo ADNg, dez (10) blocos tumorais mamarios FFPE contendo
carcinoma ductal com infiltracdo patologicamente confirmado foram testados
com e sem remocdo do ADN gendmico humano por omissdo da etapa de DNase
dentro do procedimento. Em média, nas amostras testadas, a pontuacdo ROR foi
4 a 5 unidades mais baixas do que 0s grupos de risco Baixo e Intermédio quando o
ADNg é removido com Dnasel (consultar Tabela 18). Quando as amostras que ndo
foram tratadas com DNase foram subsequentemente tratadas com DNase | (pds-
tratamento), as pontuacdes ROR corresponderam aos valores ROR originalmente
observados com o tratamento por DNase | segundo o protocolo. Existe o risco de
que a pontuacdo ROR reportada seja uma estimativa pontual sobre-estimada ou
positivamente enviesada (até 7 unidades ROR) do risco de recorréncia de uma
doente na presenca de ADNg. Adicionalmente, o sinal calculado para amostras
sem tratamento com DNase | foi significativamente (p < 0,05) mais baixo do que as
tratadas com DNase | devido a interferéncia na leitura de absorvéncia utilizada para
quantificar a quantidade de ARN antes do teste com o Ensaio Prosigna.

Tabela 18: Impacto do tratamento com DNase no ROR das amostras tumorais

EREE Diferenca ROR Diferenca ROR
Categoria de X com DNase | - sem DNase |
o Amostras com DNase | - sem DNase | (pos-tratamento)
Testadas - -

Média Min. Max. Média Min. Max.
Baixo 3 -4,0 -6.0 -1.0 0.7 1,0 30
Intermédio 2 -4,5 -70 -20 10 0,0 20
Alto 5 04 -1.0 20 04 1,0 10

16.4 Desempenho clinico

Foram efetuados dois estudos clinicos de validacdo para validar o Ensaio de
Progndstico da Assinatura Genética do Cancro daMama Prosigna. O objetivo principal
de ambos os estudos foi a validacdo de observacdes publicadas de que a pontuacao
do risco de recorréncia (ROR) fornece informacdes de prognostico adicionais para
a sobrevida sem recorréncia distante aos 10 anos para além das variaveis clinicas
padrao. Do mesmo modo, um objetivo secundario de ambos os estudos pretendia
validar observacdes anteriores de que as doentes Luminal A e Luminal B tém uma
sobrevida sem recorréncia distante aos 10 anos significativamente diferente em
termos estatisticos. Na medida em que os critérios de entrada e os resultados destes
dois estudos foram semelhantes, as duas bases de dados foram combinadas e
analisadas com um plano de andlise de definicdo prospetiva que tinha os mesmos
objetivos que os estudos individuais.

Andlise combinada: geracdo de curvas de risco utilizando
resultados combinados do Ensaio Prosigna a partir dos estudos
TransATAC e ABCSG-8.

Segue-se abaixo um resumo das caracteristicas de tratamento e clinicas da andlise.

Para obter informacdes individuais sobre a concecao e andlise do estudo, consulte
as seccdes seguintes para os Estudos 1e 2. respetivamente.



Andlise

Tabela 19: Resumo das caracteristicas de tratamento e clinicas na andlise combinada de

estudos 1e 2

A Figura 16 apresenta os diagramas de Kaplan-Meier e de incidéncia por grupo
de risco para doentes negativas para ganglios e a Figura 17 apresenta 0s mesmos
diagramas para doentes positivas para ganglios com 1-3 ganglios positivos. Em
cada figura, sdo fornecidos detalhes sobre os tamanhos das amostras, nimeros de

Ambos os estudos incluiram um braco de tratamento que consistiu em 5 anos de
Tamoxifeno. No estudo TransATAC,0 outro braco do estudo consistiu em 5 anos de
Anastrozol ao passo que, no estudo ABCSG-8. o segundo braco consistiu em 2 anos
de Tamoxifeno seguidos por 3 anos de Anastrozol. Quando a TM foi modelada em
funcao de todas as varidveis clinicas e de tratamento, o tratamento ndo contribuiu
significativamente (p = 0,66) como um fator de previsdo da TM. As outras diferencas
principais entre estes ensaios prenderam-se com o facto de o TransATAC ter incluido
doentes com tumores de Grau 3. e ainda com o facto de a taxa de recorréncia global
ter sido mais elevada no estudo TransATAC do que no estudo ABCSG-8.

Resultados

A Figura 15 apresenta o risco de TM aos 10 anos em fungdo da pontuacdo ROR com
faixas de confian¢a de 95% com base em modelos separados de riscos proporcionais
de Cox para cada um dos grupos de doentes negativas para ganglios e positivas
para ganglios (1-3 ganglios positivos).

Figura 15: Risco estimado de TM aos dez anos por estado ganglionar com intervalos de
confian¢a de 95%
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Figura 16B: Incidéncia por grupo de risco para doentes negativas para ganglios em intervalos
de cinco anos
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Figura 17A: SSRD por grupo de risco para doentes positivas para ganglios com 1a 3 ganglios
positivos
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Resumo de Dados para a Figura 17A: SSRD por grupo de risco para doentes positivas para
ganglios com 1a 3 ganglios positivos

Resumo de Dados para a Figura 18: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD por subtipo intrinseco
para doentes negativas para ganglios

P Numero de Percentagem Estimada Sem P Numero de Percentagem Estimada Sem

Grupo de Numero de . PR 0 Grupo de Numero de . PR 0

Risco Doentes (%) Acontecimentos ao | Recorréncia Distante aos 10 anos Risco Doentes Acontecimentos ao | Recorréncia Distante aos 10 anos

Longo de 10 anos [IC 95%] Longo de 10 anos [IC 95%]

Baixo 24 (4%) 2 91,7% [70,6% - 97,8%] Luminal A 1254 62 94,6 [93,1 - 95,8]
Intermédio 211 (36%) 18 90,4% [85,2% - 93,9%] Luminal B 460 75 81,9 [77,7 - 85,3]

Alto 355 (60%) 87 71,8% [66,3% - 76,6%] Total 1714 137

Total 590 (100%) 107

Figura 17B: Incidéncia por grupo de risco para doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios)
em intervalos de cinco anos
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Na Figura 17B, como so existiam 24 doentes com 2 acontecimentos no grupo
ganglionar positivo de risco baixo, essas doentes foram combinadas com as doentes
intermédias para a analise de recorréncia tardia.

Todas as 103 doentes na base de dados combinada com 4 ou mais ganglios positivos
sdo classificadas como sendo de alto risco. A Tabela 20 apresenta as taxas de SSRD
aos dez anos para estas doentes.

Tabela 20: Taxas de SSRD aos 10 anos para doentes com 4 ou mais ganglios positivos

A Figura 19 apresenta a mesma comparacao para doentes positivas para ganglios
com 1-3 ganglios positivos. Em ambos os grupos, observaram-se diferencas
significativas entre a SSRD das doentes do subtipo Luminal A e Luminal B.

Figura 19: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD por subtipo intrinseco para doentes positivas
para ganglios com 1-3 ganglios positivos
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Resumo de Dados para a Figura 19: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD por subtipo intrinseco
para doentes positivas para ganglios com 1-3 ganglios positivos

ArHd e Numero de Percentagem Estimada Sem
Ri‘; s D Acontecimentos ao | Recorréncia Distante aos 10 anos
Longo de 10 anos [IC 95%]
Alto 103 39 574% [46,3% - 67,0%]

EEm e R Nlin'!ero de Perc?nt.age{n Estimada Sem
Risco Doentes Acontecimentos ao | Recorréncia Distante aos 10 anos
Longo de 10 anos [IC 95%]
Luminal A 375 4 876 [83,5-90,8]
Luminal B 186 52 68,3 [60,4 - 75,0]
Total 561 93

A maioria das participantes nos estudos combinados (96%) eram do subtipo
Luminal A ou Luminal B. A Figura 18 apresenta uma comparacao de SSRD por
subtipo Luminal para as doentes negativas para ganglios.

Figura 18: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD por subtipo intrinseco para doentes negativas
para ganglios

Obtiveram-se apenas 98 doentes do subtipo Luminal na base de dados combinada
com 4 ou mais ganglios positivos. A Tabela 21 apresenta as taxas de SSRD aos dez
anos para essas doentes que também apresentam um risco muito mais elevado
quando tém um subtipo Luminal B.

Tabela 21: Taxas de SSRD aos dez anos para doentes com 4 ou mais ganglios positivos por
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Anadlise de Recorréncia Tardia

Nos dados da analise combinada anteriormente descrita, as taxas de acontecimentos
dentro de cada grupo de risco ndo sao constantes ao longo do intervalo de 10 anos,
conforme se pode observar nas Figuras 16B e 17B. Para um entendimento adicional
da TM no periodo de recorréncia tardia, foi realizada uma analise retrospetiva post
hoc dos dados combinados acima descritos para o subconjunto de doentes sem
recorréncia distante ao longo de cinco anos (um total de 2163 doentes®). Destas,
1.605 foram doentes negativas para ganglios e 488 foram doentes positivas para
ganglios (1-3 ganglios positivos). No caso de cada grupo ganglionar, os valores
inferiores ao eixo x no ano 5 nas Figuras 20 e 21 indicam o numero de doentes
por grupo de risco em risco aos CiNco anos, ou seja, elegiveis para a analise de
recorréncia tardia.

A Tabela 22 apresenta um resumo do tratamento e das caracteristicas clinicas para
as doentes negativas para ganglios e positivas para ganglios (1-3 ganglios) na
analise de recorréncia tardia.



Tabela 22: Resumo do tratamento e das caracteristicas clinicas para a analise de recorréncia
tardia

Tabela 25: Hazard Ratios Multivaridveis para alteragdo da Pontua¢do ROR de 10 pontos: Todas
as Doentes no Subgrupo vs. Doentes HER2 Negativas no Subgrupo

O objetivo principal foi avaliar a capacidade da Pontuacdo ROR para fornecer
informacgdes de progndstico adicionais significativas para SSRD para além das
variaveis clinicas padrdo nos anos 5 a 10. Um modelo nulo que consistia na CTS
isoladamente foi comparado com um modelo alternativo que consistia na CTS e ROR
utilizando um teste de relacdo de probabilidade (RP). O ROR adicionou informacdes
estatisticamente significativas para a SSRD apds 5 anos para além das varidveis
clinicas padrdo em todas as doentes (p < 0.0001) bem como nas doentes negativas
para ganglios (p < 0.0001) e positivas para ganglios (1-3 ganglios) (p < 0.0001).

A Tabela 23 apresenta um resumo dos hazard ratios para uma alteracdo de 10 pontos
com base numa andlise de univaridveis e numa analise de multivaridveis que
incluiram tanto a Pontuacdo ROR como a CTS. Os hazard ratios para a Pontuacdo
ROR sdo todos significativamente diferentes de 1. mesmo apds o ajuste para a CTS.
A Tabela 22 apresenta também os indices C. Em ambos os grupos, o indice C foi
significativamente diferente do valor de ndo informacéao de 0.5.

Tabela 23: Resumo do Teste da Recorréncia Tardia

Hazard Ratio: indice C com Intervalos
Numero alteracdo da Pontuacdo ROR de .
Ganglios N 10 pontos de Confianca de 95%
Positivos Andlise de Anélise de - A q
X . S Indice C | Superior | Inferior
Univariaveis Multivariaveis
0 1.605 1,38 [1,23-1,54] 1,29 [1]15-1,46] 70,% 64,7% 75,5%
1-3 488 1,43 [1,25-1,63] 1,34 [116-1,53] 711% 64,0% 78,3%

A maioria das doentes nos dois estudos eram HER2 negativas. A Tabela 24 apresenta
a distribuicdo do estado HER2 para as mulheres negativas para ganglios e positivas
para ganglios (1-3 ganglios).No caso de ambos 0s grupos, mais de 90% das mulheres
nos estudos eram HER2 negativas.

Tabela 24: Distribui¢do do Estado HER2 por Numero de Ganglios Positivos

) Estado HER2
Subconjunto de D - — Total
Negativo Positivo
Doentes Negativas para Ganglios 1.478 (921%) 127 (7.9%) 1.605
Doentes Positivas para Ganglios com o o
1-3 Ganglios Positivos 457 (93.6%) 31(6:4%) 488

A Tabela 25 apresenta uma comparacdo do modelo de multivaridveis ajustado a
todas as doentes num determinado grupo de ganglios e do modelo ajustado a todas
as doentes HER2 negativas no grupo. Ndo se observam diferencas estatisticamente
significativas.
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Negativas para Ganglios Positivas para Ganglios . A - Todas as doentes . o
. (n =1.605) (1-3 ganglios) (n =488) Numero de Ganglios Positivos [IC 95%] Doentes HER2 Negativas [IC 95%]
Caracteristica Valor —
ABCSG8 TransATAC ABCSG8 TransATAC Doentes Negativas para Ganglios 1,29 [1)5-1,46] 1,35 [1,19-1,54]
(n = 944) (n = 661) (n =31) (n=177) nali
Doente? Psogpva‘; palga Gtanghos 134 [116-1.53] 129 [111-1,50]
Algum Anastrozol 480 346 153 89 com I-> &anglios Positivos
Tratamento ) o )
Apenas Tamoxifeno 464 315 158 88 A comparacdo entre os grupos de risco é adicionalmente explorada nas Figuras 20
e 21. que apresentam as curvas de incidéncia para a recorréncia distante precoce e
Bom 192 158 46 36 ; N ) i L "
tardia construida por grupo de risco em doentes negativas para ganglios e positivas
Grau Moderado 752 394 265 105 para ganglios (1-3 ganglios), respetivamente. As curvas de incidéncia abrangem o
periodo de recorréncia precoce (nos 5 primeiros anos) e o periodo de recorréncia
Mau 0 109 0 36 tardia (entre 5 e 10 anos apés o diagndstico). Imediatamente abaixo do eixo x, cada
<lem 204 6 5 1 valor apresenta o nimero de mu\‘heres emrisco e aincidéncia cumulativa. As tabelas
de resumo abaixo mostram os intervalos de confianca para a taxa cumulativa de
Tamanho 1=2cm 526 376 165 74 TM aos 5 anos ou aos 10 anos no caso das mulheres sem TM apds a finalizagdo dos
Tumoral 2-3em 183 129 90 64 5 anos de tratamento. No caso das doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios)
representadas na Figura 21, 0s grupos de Risco Baixo e Intermédio foram combinados,
>3cm 3 30 21 28 considerando o numero reduzido de doentes no grupo de Risco Baixo.
Negativo 888 590 300 157 A populacdo de Risco Baixo tem uma probabilidade baixa de recorréncia entre os
Estado HER2 o . - " anos 5 e 10 apds 5 anos de terapéutica endocrina, conforme demonstrado pelas
ositivo %6 curvas de incidéncia cumulativas e os hazard ratios associados para cada grupo de
Distantes 7 40 28 29 risco. Pelo contrario, as populagcdes de Risco Intermédio e Alto apresentam um risco
Recorréncias : persistente de recorréncia distante tardia apds 5 anos de terapéutica enddcrina.
Quaisquer 7 78 37 37 A diferenca a nivel dos resultados entre as populacdes de Risco Intermédio e Alto
. SR . T 1% o
Luminal A 674 488 218 " negativas para ganglios ¢ estabe}\euda nos 5 primeiros anos (taxa de TM=13,2%
[9,6%-16,7%] para doentes de Risco Alto e 4,7% [2,9%-6,4%] para doentes de
Subtipo Luminal B 245 150 87 54 Risco Intermédio) e persiste durante 10 anos; contudo, as taxas de recorréncia para
Intrinseco ) 0s grupos de Risco Intermédio e Alto apds 5 anos de terapéutica enddcrina séo
NanoString Tipo Basal 4 5 0 1
extremamente semelhantes.
Enriquecido com 7 18 6 0
HER2 Figura 20A: Curvas de Incidéncia para a Recorréncia Distante por Grupo de Risco dos 0 aos

5 anos: Doentes Negativas para Ganglios
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Grupo de Risco: Em Risco (%TM)

Alto: 360 352D 339(3,9) 319 (7.7) 307 (10,3) 287 (13,2)
Intermédio: 551 546 (0,4) 533 (1,5) 515(3,5) 506 (4,1) 500 (4,7)
Baixo: 875 866 (0,5) 850 (0,9) 842 (1,0) 830 (1,7) 818 (21)

Resumo de Dados para a Figura 20A: Curvas de Incidéncia para a Recorréncia Distante por
Grupo de Risco dos 0 aos 5 anos: Doentes Negativas para Ganglios

Taxas de TM por Grupo de Risco Até Cinco Anos de Finalizacdo do Tratamento
[Intervalos de Confianca de 95%]

Alto Intermédio Baixo

13,2% [9,6% - 16,7%] 4,7% [2,9% - 6,4%] 2% [11% - 31%]




Figura 20B: Curvas de Incidéncia para a Recorréncia Distante por Grupo de Risco dos 5 aos
10 anos: Doentes Negativas para Ganglios
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Resumo de Dados para a Figura 20B: Curvas de Incidéncia para a Recorréncia Distante por
Grupo de Risco dos 5 aos 10 anos: Doentes Negativas para Ganglios

Taxas de TM por Grupo de Risco Cinco Anos apés a Finalizacdo do Tratamento sem TM
[Intervalos de Confianca de 95%]

Alto Intermédio
10,4% [6,6% - 14%] 6,4% [41% - 8,7%]

Baixo
1.7% [0,8% - 2,6%]

Figura 21A: Curvas de Incidéncia para a Recorréncia Distante por Grupo de Risco dos O aos
5 anos: Doentes Positivas para Ganglios (1-3 Ganglios)
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Resumo de Dados para a Figura 21A: Curvas de Incidéncia para a Recorréncia Distante por
Grupo de Risco dos 0 aos 5 anos: Doentes Positivas para Ganglios (1-3 Ganglios)

Taxas de TM por Grupo de Risco Até Cinco Anos de Finalizacdo do Tratamento
[Intervalos de Confianca de 95%]

Alto Baixo/Intermédio
13,8% [10,1% - 17,4%] 4,4% [1,7% - 7,.0%]

Figura 21B: Curvas de Incidéncia para a Recorréncia Distante por Grupo de Risco dos 5 aos 10
anos: Doentes Positivas para Ganglios (1-3 Ganglios)
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Resumo de Dados para a Figura 21B: Curvas de Incidéncia para a Recorréncia Distante por
Grupo de Risco dos 5 aos 10 anos: Doentes Positivas para Ganglios (1-3 Ganglios)

Taxas de TM por Grupo de Risco Cinco Anos ap6s a Finalizagdo do Tratamento sem TM
[Intervalos de Confianca de 95%]

Alto Baixo/Intermédio
16,6% [11,7% - 21,3%] 5,3% [2,0% - 8,4%]

Combined Analysis Conclusions

Demonstrou-se que a Pontuacdo ROR adiciona informacbes de progndstico
significativas no periodo de recorréncia tardia entre os 5 e os 10 anos apds o
diagnostico e acima das varidveis clinicas padrao no estudo combinado para as
doentes sem recorréncia distante ao longo de cinco anos. Utilizando grupos de risco
definidos no nivel inicial para cada uma das coortes especificas de contagem de
ganglios, demonstrou-se que os grupos de risco classificaram o conjunto completo
de doentes em grupos com um risco significativamente diferente de recorréncia
distante tardia. As analises dos grupos de riscos continuas e baseadas na Pontuacao
ROR apresentaram informacdes de progndstico semelhantes em diversos
subgrupos. Nao se observaram diferencas materiais entre os resultados utilizando
doentes negativas para HER2 comparadas com todas as doentes.

Em cada um dos estudos TransATACe ABCSG-8. demonstrou-se que o ROR
adiciona informacdes de prognostico significativas para além das varidveis clinicas
e de tratamento padrdo quando incluidas como uma medida continua e quando
incluidas utilizando trés grupos de risco predefinidos. Os dois estudos apresentaram
perfis de risco diferentes no sentido de que a taxa de eventos foi mais elevada no
estudo TransATAC do que no estudo ABCSG-8: isto torna- se claro comparando a
SSRD (%) nos bracos de controlo de ATAC (90,8%) e ABCSG8 (92,5%) reportados na
literatura®®. Esta analise combinou os dados dos dois estudos com pesos iguais para
gerar perfis de risco que se prevé que sejam mais generalizdveis a outras populacdes
de doentes do que 0s resultados dos estudos individuais.

Estudo 1: Previsdo do risco de recorréncia distante em mulheres poés-
menopausicas com cancro da mama de estadio inicial negativo para ganglios ou
positivo para ganglios e positivo para recetor hormonal tratadas com Arimidex
ou Tamoxifeno: um estudo TransATAC

Concecdo do estudo

O estudo clinico de validacdo foi concebido para validar a hipdtese de que a
pontuacdo do risco de recorréncia (ROR) fornece informacdes de progndstico
adicionais para a sobrevida sem recorréncia distante (SSRD) para além das varidveis
clinicas padr&o utilizando todas as amostras disponiveis das doentes. Este estudo
utilizou o ARN isolado do tecido de tumor mamario FFPE a partir de um subconjunto
das doentes que participaram no ensaio ATAC". O ensaio ATAC incluiu 9.366 doentes
em trés bracos do ensaio (1:1:1) para os quais as doentes foram aleatorizadas para
receber 5 anos de terapéutica enddcrina com 1 mg de Anastrozol (ou seja, Arimidex)
mais um Tamoxifenoplacebo, 20 mg de Tamoxifenomais Anastrozol placebo, ou
uma associacao de Tamoxifeno/ Arimidex. O grupo de tratamento de associacao
foi descontinuado apds a analise inicial porque ndo exibiu quaisquer beneficios de
eficacia ou tolerabilidade relativamente ao Tamoxifeno isoladamente. Recentemente,
foi reportado que um seguimento mediano de 10 anos dos bracos de monoterapia
do ensaio ATAC satisfaz os requisitos da FDA em termos de informacdées atualizadas
de seguranca e eficacia®. Nas doentes positivas ao recetor hormonal, observou-se
uma melhoria significativa da SSD (HR = 0,86), SSR (HR = 0,79) e SSRD (HR = 0.85)
nas doentes tratadas com Anastrozol em comparacdo com o Tamoxifeno nesta
anadlise. As diferencas absolutas a nivel da sobrevida sem recorréncia distante entre
Anastrozol e Tamoxifeno aumentaram como tempo, passando de 2,7% aos 5 anos
para 4,3% aos 10 anos. O projeto TransATAC foi iniciado em 2002 no ambito do
protocolo TA/O1 para estabelecer um banco de tecidos a partir de blocos FFPE
histopatologicos de arquivo de doentes ATAC, de formaretrospetiva’.

Obteve-se um total de 2.006 blocos a partir das 4160 mulheres com cancro da mama
positivo a recetor hormonal que foram distribuidas aleatoriamente para os bracos de
monoterapia do ensaio ATAC. Desses blocos FFPE, 1.372 foram colhidos em doentes
do Reino Unido e continham tumor invasivo suficiente para andlise utilizando o
teste GenomicHealth® Oncotype Dx®?. A Oncotype Dx Recurrence Score® (RS) foi
determinada a partir dos blocos FFPE, sendo que os resultados do estudo validaram
clinicamente a RS para a estimativa da sobrevida sem recorréncia distante em
doentes pds-menopdusicas com cancro da mama RH+ tratadas com Anastrozol
ou Tamoxifeno. O ARN remanescente do estudo Oncotype Dx foi enviado para o
Hospital Royal Marsden em Londres, onde foi conservado a -70 °C. Um total de 1.017
doentes do estudo Oncotype Dx tinha > 500 ng de ARN restante e foram testadas
pela NanoString enquanto parte do estudo clinico de validacao da NanoString.

Este estudo utilizou os subtipos intrinsecos gerados pelo ensaio e avaliou duas
versdes da pontuacdo ROR utilizando uma abordagem sequencial predefinida. As
duas pontuacdes ROR diferentes, cada uma variando entre O e 100, foram calculadas
utilizando todos os 50 genes de teste, conforme previamente publicados?, ou um
subconjunto de 46 genes. Em cada caso, os coeficientes foram calculados a partir de
um modelo de Cox que inclui a correlacao de Pearson comos 50 ou 46 genes utilizados
para calcular cada subtipo intrinseco, uma pontuacdo de proliferacdo e o tamanho
tumoral. Todas as analises foram realizadas em dados de seguimento de 10 anos.



O endpoint principal foi a sobrevida sem recorréncia distante (SSRD). Esta foi definida
como o intervalo desde o diagndstico até a recorréncia distante ou morte causada
por cancro da mama. O endpoint secundario foi a sobrevida sem recorréncia (SSR).
Esta foi definida como o intervalo desde o diagndstico até a primeira recorréncia
(local, regional ou distante) ou morte causada por cancro da mama.

Utilizando todas as amostras de doentes disponiveis, os modelos de riscos
proporcionais (RP) de Cox com multivaridveis foram ajustados para avaliar o objetivo
principal em testes sequenciais de ROR com base em 50 e 46 genes. O modelo
incluiu as covaridveis clinicas padrdo (idade, grau tumoral, tamanho tumoral, estado
ganglionar, terapéutica adjuvante). Foi, ent&o, ajustado um modelo de Cox e utilizou-
se um teste da relacéo de probabilidade para testar se 0 ROR acrescentou informacdes
de prognostico adicionais estatisticamente significativas (o = 0,05) para além
das contidas na Pontuacdo do Tratamento Clinico (CTS). ACTS é uma combinacao
otimizada de fatores clinico patolégicos desenvolvidos pelo investigador clinico
como uma medida da patologia padrao™ As analises principais foram repetidas para
diferentes subconjuntos de doentes (todas, negativas para ganglios, positivas para
ganglios ou apenas HER2 negativas) e endpoints (SSRD ou SSR).

Para cada uma das doentes negativas para ganglios e das doentes positivas para
ganglios, utilizaram-se modelos de Cox (excluindo CTS) para prever o risco de TM
aos 10 anos em fun¢do do ROR. Com base nestes modelos de previsdes, foram
definidos trés grupos de riscos como:

Risco Baixo: <10% de hipdtese de TM ao fim de 10 anos

Risco Intermédio: 10 a 20% de hipodtese de TM ao fim de 10 anos

Risco Alto: >20% de hipotese de TM ao fim de 10 anos
Analise

Foram gerados diagramas de Kaplan-Meier para cada grupo de risco. Foram
efetuados testes da relacdo de probabilidades (utilizados para comparar o ajuste
de dois modelos estatisticos), conforme descrito na andlise principal, para o teste
OncotypeDx da GenomicHealth (RS, Pontuacdo da Recorréncia) e o teste a base
da imunohistoquimica do investigador principal (IHC4). Estes resultados foram
comparados com os obtidos para o ROR para determinar até que grau cada sistema
de pontuacdo fornece informacdes de progndstico adicionais além da CTS. Os
resultados de IHC4 n&o serdo adicionalmente discutidos devido a dificuldade em
compara-los com os outros ensaios, porque o teste IHC4 foi treinado utilizando os
dados do estudo TransATAC.

Tabela 26: Resumo das caracteristicas demograficas e clinicas

Estudo Atual Estudo Inicial do qual se | Bragos de Agente Unico
Caracteristica (n =1,007) obteve o ARN de ATAC N&o incluidos
N.2 Doentes | % Doentes (n =1,231) (n =2.929)
Estado Ganglionar
Negativo 701 70% 71% 68%
Positivo 268 27% 25% 25%
Desconhecido 38 4% 4% 7%
Tamanho Tumoral
<lcm 138 14% 67% 70%
1-2¢cm 523 52%
2-3cm 253 25%
>3cm 93 9% 5% 0%
Grau Tumoral
Bom 213 21% 27% 25%
Moderado 601 60% 57% 59%
Mau 193 19% 16% 17%
Age
Média 64,4 anos | 64,3 | 6611

Tabela 27: Caracteristicas clinicas adicionais

Caracteristica | Numero de Doentes | % de Doentes

Subtipo
Tipo Basal 9 1%
Enriguecido com HER2 41 4%
Luminal A 692 69%
Luminal B 265 26%
Tratamento
Anastrozol 513 51%
Tamoxifeno 494 49%
Recorréncias
Quaisquer 210 21%
Distantes 160 16%
Estado HER2
Negativo 888 88%
Positivo 19 12%

2023-09 LB-0041-03

Resultados

O teste da andlise principal demonstrou que a pontuacdo ROR fornece informacdes
de progndstico adicionais para a sobrevida sem recorréncia distante para além das
variaveis clinicas padrao (CTS). Todos os dados de ROR reportados apresentados
de seguida baseiam-se em 46 genes, na medida em que esta é a base para o ROR,
conforme reportado pelo Ensaio Prosigna.

Tabela 28: Teste da andlise principal do ROR

Modelo o 2
Modelo Nulo Alternativo ALR ¥* valor p
CTS CTS +ROR 34,21 P < 0,0001

Andlises secunddrias demonstraram que o ROR esta significativamente relacionado
com a sobrevida sem recorréncia distante e acrescenta informacdes de prognoéstico
para além da CTS em varios subgrupos clinicamente relevantes.

Tabela 29: Repeti¢do do teste da andlise principal para subgrupos predefinidos

Grupo de ) N.2 CTS+ROR vs. CTS
. Endpoint | N.2 Doentes :
Participantes Acontecimentos ALR % 2 valor p
SSRD 1007 160 34,2 <0,0001
Todas
SSR 1007 210 31,2 <0,0001
SSRD 888 131 28,9 <0,0001
HER2 Negati
egatives SSR 883 179 269 <0,0001
Negativas para SSRD 739 79 25,0 < 0,0001
Ganglios SSR 739 n7 215 <0,0001
Positivas para SSRD 268 81 9,3 0,0023
Ganglios SSR 268 93 10,6 0,001
Negativas para SSRD 649 62 24,6 <0,0001
HER2 Negativas .
para Ganglios SSR 649 98 20,8 0,0001

As andlises principais e secunddrias demonstraram que o ROR este continuamente
relacionado com a SSRD em todas as doentes e em todos 0s subgrupos.

Figura 22: Risco de Recorréncia Distante previsto aos dez anos estimado por andlise da
Pontuacdo ROR dentro do grupo do estado ganglionar
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Andlises secundarias demonstraram que os subtipos Luminal A e Luminal B
apresentaram resultados significativamente diferentes em termos estatisticos
dentro de cada subgrupo de doentes definido por estado ganglionar.

Figura 23: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD para doentes negativas para ganglios por
subtipo intrinseco
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Figura 24: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD para doentes positivas para ganglios por
subtipo intrinseco
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As Figuras 25 e 26 demonstram que, dentro de cada categoria ganglionar, o
risco clinico absoluto das doentes que se prevé que sejam de risco baixo foi
substancialmente diferente do risco clinico absoluto das doentes que se prevé que
sejam de risco alto: as doentes que se prevé que sejam de risco baixo apresentaram
taxas de TM aos 10 anos inferiores a 10%, ao passo que as doentes que se prevé que
sejam de risco alto apresentaram taxas de TM aos 10 anos superiores a 30%.

Figura 25: SSRD por grupo de risco para doentes negativas para ganglios excluindo CTS
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Resumo de Dados para a Figura 25: SSRD por grupo de risco para doentes negativas para
ganglios excluindo CTS

Resumo de Dados para a Figura 26: SSRD por grupo de risco para doentes com 1-3 ganglios

positivos sem CTS

Percentagem Estimada Sem

Grupo de Numero de Numero de PR
Ri':co Doentes (%) Acontecimentos (RBEEEEE [?(':Stgasllze] 2osjloipes
Baixo 6 (3%) 0 100% [N/A]
Intermédio 74 (35%) 11 84% [76% - 93%]
Alto 134 (63%) 38 68% [59% - 77%]
Total 214 (100%) 49

. . Percentagem Estimada Sem
Gru_p Ok NUmeods Nume.ro e Recorréncia Distante aos 10 anos
Risco Doentes(%) Acontecimentos [1C95%]
Baixo 431(58%) 17 96% [94% - 98%]
Intermédio 180 (24%) 22 86% [81% - 92%]
Alto 128 (17%) 38 67% [59% - 76%]
Total 739 (100%) 77

Figura 26: SSRD por grupo de risco para doentes com 1-3 ganglios positivos sem CTS
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Comparac¢do do ROR com a RS

Das 1.007 amostras com pontuacdes ROR, os resultados do teste OncotypeDx
foram disponibilizados para todas as 1.007 amostras mas os resultados IHC sé foram
disponibilizados para 940 amostras. Para permitir a comparacdo de todos os trés
testes, os resultados nesta seccdo baseiam-se nas 940 amostras que apresentaram
resultados de testes para todos os trés métodos (embora 0 método IHC4 nao seja
reportado aqui). Os testes da relacdo de probabilidade sdo apresentados para a
adicdo de uma Unica varidvel. Logo, para que as informagdes adicionadas sejam
estatisticamente significativas(a. = 0,05), a alteragdo no 1 grau de liberdade y?
estatistica tem de ser superior a 3,84. As figuras abaixo mostram as informacdes
adicionadas quando o teste de progndstico é adicionado a outro teste de prognostico
mais CTS em sequéncia. Em cada adi¢do, as informacdes adicionadas sao medidas
através da alteracdo em %2

ROR adicionado a RS em adi¢do a CTS: informagdes de progndstico

Figura 27: Informagdes de progndstico para SSRD para além da CTS em todas as doentes
(n =940)
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Figura 28: Informagdes de progndstico para SSRD para além da CTS nas doentes negativas
para ganglios (n = 683)
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Figura 29: Informag¢des de progndstico para SSRD para além da CTS nas doentes positivas
para ganglios (n = 257)
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Figure 30: Prognostic Information for DRFS beyond the CTS in Node-Negative
HER2-Negative Patients (n = 649)
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As Figuras 27 a 30 mostram as informacdes adicionadas para além da CTS quando
os dois testes de progndstico sdo adicionados em sequéncia. Em cada adicdo, as
informacdes adicionadas sdo medidas através da alteracdo na estatistica x% Por
exemplo, quando o ROR foi o primeiro teste adicionado apds a inclusdo da CTS (os
dados de todas as doentes), a alteracdo na estatistica y? foi de 27,4. Com CTS e ROR
no modelo, a adicdo de RS gerou uma alteracdo na estatistica x? de 2,5, a qual ndo
é significativa (o valor critico para o teste y? com 1 grau de liberdade ¢ de 3,84), ou
seja, depois de a CTS e de 0 ROR estarem ambos no modelo, a RS ndo adiciona
informacdes significativas. Contudo, embora a RS tenha sido o primeiro teste
adicionado, existia ainda informacao contida no ROR que ndo estava incluida na
combinacao de CTS e RS. Ambos os testes apresentam significancia de prognostico
quando adicionados a CTS em doentes positivas para ganglios, mas nenhum dos
testes apresenta significancia como um segundo teste adicionado, possivelmente
por causado tamanho mais pequeno da amostra. No caso do subconjunto de
doentes negativas para ganglios e HER2 negativas, a RS ndo adiciona informacdes de
prognaostico significativas a CTS + ROR. Por outro lado, o ROR adiciona informacdes
de progndstico significativas a CTS + RS.

ROR vs. RS: resultado dos grupos de risco

Para comparar o modo como o0s dois testes separaram as doentes segundo o risco,
0s grupos de risco foram definidos com base na estimativa do risco de recorréncia
distante aos 10 anos do teste no ambito da populacdo TransATAC. Os limiares da
pontuacdo do risco para definir os grupos de risco foram escolhidos para cada
teste com base nos resultados do nosso estudo TransATAC para definir grupos de
risco que contém doentes com o mesmo risco. Para alcancar estes grupos de risco
comparaveis, os pontos de corte utilizados para o OncotypeDX foram diferentes dos
utilizados pela GenomicHealth. No caso de cada teste, o grupo de risco baixo foi
definido de forma prospetiva como doentes com um risco de recorréncia estimado
inferior a 10%. No caso de cada teste, o grupo de risco intermédio foi definido de
forma prospetiva como doentes com um risco de recorréncia estimado entre 10% e
20%. No caso de cada teste, o grupo de risco alto foi definido de forma prospetiva
como doentes com um risco de recorréncia estimado superior a 20%. A figura abaixo
resume os tamanhos e resultados dos grupos de risco definidos por cada teste.

A Figura 31 ilustra o resultado de que o Prosigna atribuiu 26% menos doentes ao
grupo de risco intermédio do que o teste OncotypeDX (180 doentes vs. 243 doentes).
Além disso, o Prosigna atribuiu mais doentes ao grupo de risco alto do que o
OncotypeDX; contudo, os grupos de risco baixo e de risco alto definidos por cada
teste tém resultados semelhantes, conforme ilustrado pelas curvas de Kaplan-Meier
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com sobreposicado. Esta observacdo levou os investigadores independentes do nosso
estudo TransATAC a concluirem que o Prosigna atribuiu menos doentes ao grupo de
risco intermédio do que o Oncotype DX RS, com uma separacdo equivalente ou mais
elevada entre os grupos de risco baixo e de risco alto.

Figura 31: A pontuagdo ROR do Prosigna identificou substancialmente mais doentes de risco
alto e menos doentes de risco intermédio do que a pontuacdo RS do Oncotype DX para
doentes negativas para ganglios.
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Ao utilizar o ROR isoladamente em doentes positivas para ganglios com 1-3 ganglios
positivos, obtiveram-se 6 doentes que se prevé que tenham < 10% de risco de
recorréncia distante. Nenhuma destas doentes apresentou acontecimentos ao longo
da duracao do estudo. Uma delas foi observada durante 7.9 anos e todas as outras
ndo apresentaram qualquer TM durante, pelo menos, os 9,9 anos de seguimento, o
que indica que as doentes positivas para ganglios que se previam que fossem de
risco baixo foram, na realidade, de risco baixo. Os testes de Log-Rank ndo foram
utilizados para comparacdo dado ndo existir um grupo de risco baixo para RS.

Figura 32: Comparacéo da classificacdo do grupo de risco SSRD aos 10 anos sem utiliza¢do da
CTS: doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios) (ROR vs. RS)
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Conclusées do Estudo Clinico 1

A andlise principal demonstrou que o ROR adicionou informacdes de prognostico
significativas para além das informacdes das covaridveis clinicas padrao (CTS) em
todas as doentes e em todos os subgrupos predefinidos clinicamente relevantes.
Demonstrou-se que o ROR subdivide as doentes em 3 grupos de risco, que tém
resultados significativamente diferentes em termos estatisticos nas doentes
negativas para ganglios. Foi demonstrado que os subtipos intrinsecos Luminal A
e Luminal B tém SSRD e SSR significativamente diferentes, independentemente do
estado ganglionar. Em comparagcdo coma RS doindicador de progndstico (Pontuacao
de Recorréncia de 21 Genes da Oncotype Dx), o ROR adicionou informacdes de
progndstico para além da RS em todas as doentes e em subgrupos clinicamente
relevantes. Além disso, no grupo com ganglios negativos, o ROR duplicou o nimero
de doentes atribuidas ao grupo de alto risco e reduziu substancialmente o nimero
de doentes atribuidas ao grupo de risco intermédio, sem reduzir as diferencas a nivel
dos resultados entre os grupos de baixo e alto risco em comparacdo com a RS.
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Estudo 2: Progndstico para doentes pds-menopdusicas com cancro da mama
positivo para recetor hormonal a receberem terapéutica enddcrina sistémica
adjuvante isoladamente utilizando o Ensaio Prosigna: um estudo ABCSG-8

Concecdo do estudo

A coorte do estudo é composta por amostras de tecido de tumor mamario FFPE
colhidas de forma retrospetiva e arquivadas no banco de tumores ABCSG em
doentes inscritas entre 1996 e 2004 no ensaio ABCSG-8". Um total de 3.901 mulheres
pds-menopadusicas com cancro da mama de estadio inicial RH+ foram aleatorizadas
antes do tratamento para dois anos de Tamoxifeno adjuvante, seguido por trés anos
de Arimidex® (Anastrozol) ou cinco anos de Tamoxifeno adjuvante. A estrutura de
tratamento do ensaio é apresentada na Figura 33.

Figura 33: Esquema da concecdo do estudo do ensaio ABCSG-8
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A coorte de validacdo representa a fracdo da coorte ABCSG-8 avalidvel para
a qual foi possivel colher amostras tecidulares a partir do banco de tumores
ABCSG arquivados de forma retrospetiva e para as quais foi possivel obter um
consentimento esclarecido, ou a doente morrera. As doentes que cumprem 0s
critérios de elegibilidade para o ensaio original sé foram excluidas porque o tecido
estava indisponivel para o ensaio da NanoString a ser realizada ou a doente ndo
podia fornecer novamente o consentimento. Todas as amostras com um bloco
tumoral e consentimento da doente disponiveis foram testadas enquanto parte
deste estudo.

Este estudo utilizou os subtipos intrinsecos gerados pelo ensaio e avaliou a
pontuacdo ROR utilizando um plano de analise sequencial. A pontuacdo ROR, que
varia entre O e 100. foi calculada utilizando um subconjunto de 46 genes a partir
dos 50 genes de teste previamente publicados?. Os coeficientes para o ROR foram
calculados a partir de um modelo de Cox que inclui a correlacdo de Pearson com
0s 46 genes utilizados para determinar cada subtipo intrinseco, uma pontuacdo de
proliferacdo e o tamanho tumoral macroscépico. Todas as analises foram realizadas
em dados de seguimentomaximo.

O endpoint principal foi a sobrevida sem recorréncia distante (SSRD). Esta foi definida
como o intervalo desde o diagnostico até a recorréncia distante ou morte causada
por cancro da mama. O endpoint secundario foi a sobrevida sem recorréncia (SSR).
Esta foi definida como o intervalo desde o diagndstico até a primeira recorréncia
(local, regional ou distante) ou morte causada por cancro da mama.

Utilizando todas as amostras de doentes disponiveis, os modelos de Riscos
Proporcionais (RP) de Cox com multivaridveis foram ajustados para avaliar o
objetivo principal em testes sequenciais de ROR. O modelo incluiu as covaridveis
clinicas padréo (idade, grau tumoral, tamanho tumoral macroscopico, estado
ganglionar, terapéutica adjuvante). Foi, entdo, ajustado um modelo de Cox e
utilizou-se um teste da relacdo de probabilidade para testar se o ROR acrescentou
informacdes de progndstico adicionais estatisticamente significativas (o = 0.05)
para além das contidas na Pontuacdo do Tratamento Clinico(CTS). ACTS é uma
combinacdo otimizada de fatores clinico patologicos desenvolvidos como uma
medida da patologia padrdao®” As analises principais foram repetidas para diferentes
subconjuntos de doentes (todas, negativas para ganglios, positivas para ganglios ou
apenas HER2 negativas) e endpoints (SSRD ouSSR).

Andlise

Utilizou-se uma abordagem sequencial na qual o objetivo cientifico principal foi
demonstrar que o ROR adiciona informacoes de progndstico importantes para além
das varidveis clinicas padrdo. O objetivo principal adicionou um requisito adicional
para demonstrar que a classificacdo do risco categérica num dos trés grupos (baixo/
intermédio/alto) adiciona informacdes de prognostico significativas para além das
varidveis clinicas padrdo. Para satisfazer este requisito, os dois pontos seguintes
tinham de ser demonstrados:

* Mostrar que a pontuacdo ROR continua adiciona valor de progndstico
além das varidveis clinicas padrao

* Sea hipdtese nula de nenhuma informacéao de progndstico for rejeitada,
mostrar que as categorias do risco a base do ROR adiciona valor de
progndstico para além das varidveis clinicas padrao
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Utilizando todas as amostras de doentes disponiveis, os modelos de Riscos
Proporcionais (RP) de Cox com multivaridveis foram ajustados para avaliar o
objetivo principal em testes sequenciais de ROR, seguidos por categorias de risco
predefinidas a base de ROR. Os modelos incluiram as seguintes covaridveis clinicas
padrdo categdricas (com valores possiveis):

+ |dade (> 65 ou <65)

«  Grau (Glou G2/GX)

+  Tamanho Tumoral Macroscopico (T1T2/T3)

+  Estado Ganglionar (NO. N+(1-3), N+(> 4))

« erapéutica Adjuvante (Tamoxifeno isoladamente,

— Anastrozol))

quando NO designa doentes negativas para ganglios, N+(1-3) designa doentes
positivas para ganglios com 1-3 ganglios positivos, e N+(> 4) designa doentes
positivas para ganglios com 4 ou mais ganglios positivos. T1 indica um tumor < 2
cm de didmetro, T2 indica um tumor com mais de 2 cm mas um mdximo de 5 cm
de didametro e T3 indica um tumor com mais de 5 cm de diametro. SO existiam
14 amostras T3 no estudo, logo estas foram combinadas com as amostrasT2. Os
tumores diferenciados por pocos (G1) foram comparados com a combinacdo de
tumores moderadamente diferenciados (G2) e lobulares GX. Os tumores lobulares
GX foram tratados como tumores G2 para fins de analise porque os tumores G2 sao
0 grau mais frequente nesta populacdo de doentes de utilizacdo prevista.

ou Tamoxifeno

Estas covariaveis sao introduzidas no modelo sob a forma de uma Pontuacdo do
Tratamento Clinico (CTS). Para obter a CTS, ajustou-se o seguinte modelo:

A= A,0exp(Xz,7,)
J
em que 0s z representam as varidveis clinicas e de tratamento acima indicadas e a
CTS foi defin ida utilizando as estimativas dos vy obtidos acima, ou seja,
CTS= 237,
A suposicao de riscos proporcionais foi testada utilizando os residuais de Schoenfeld.

As doentes incluidas no estudo de validacdo tinham caracteristicas semelhantes as
existentes no estudo ACBSG-8 original.

Tabela 30: Resumo das caracteristicas clinicas

Incluidas Na&o Incluidas Total
Caracteristica Valor (n =1.478) (n = 2.236) (n=3.714)
# % # % # %
Apenas Tamoxifeno 741 50,1% 1108 49,3% 1.849 49,8%
Tratamento "
Tamoxifeno — Anastrozol 737 49,9% 128 50,2% 1.865 50,2%
Negativo 14 0,9% 32 1,4% 46 1,2%
Estado RE | Positivo 1.464 991% 2199 98,3% 3.663 98,6%
Desconhecido 0 0,0% 5 0.2% 5 0.1%
Gl 271 18,3% 468 20,8% 739 19,9%
Grau G2 1152 779% 1659 73,9% 2.811 75,7%
GX 55 3,7% 109 4,9% 164 4,4%
NO 1047 70,8% 1723 76,7% 2.770 74,6%
Gfmsgtj\aiggar N+(1-3) 382 25,8% 449 20,0% 831 22,4%
N+(> 4)* 49 3,3% 64 2,8% 113 3,0%
Negativo 260 17,6% 424 18,9% 684 18,4%
Estado PgR [ Positivo 1.218 82,4% 1.805 80,4% | 3.023 81,4%
Desconhecido 0 0.0% 7 0.3% 7 0.2%
o T 1037 70,2% 1745 777% 2.782 74,9%
Esﬁimfm T2 427 | 289% | 472 | 210% | 899 | 242%
T3 14 0,9% 19 0,8% 33 0,9%
Mediana 63 64
Idade NA
Intervalo 41-79 41-80

* Inclui uma doente com > 9 ganglios positivos

Tabela 31: Caracteristicas clinicas adicionais

Caracteristica Valor Nimero de Doentes % de Doentes

LuminalA 1.004 67,9%
i LuminalB 418 28,3%

Subtipo Intrinseco Enriquecido com
NanoString HER? 48 3,2%
Tipo Basal 8 0,5%
Recorréncias Distantes 155 10,5%
Quaisquer 194 131%
Negativo 1.397 94,5%
Estado HER2 Positivo 77 52%
Desconhecido 4 0,3%
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Resultados

Dos 1.620 tecidos disponiveis para teste, 25 (1,5%) ndo passaram na revisao patoldgica
predefinida em termos de tumor adequado, 73 das 1.595 amostras tecidulares (4,6%)
com tecido invasivo viavel ndo passaram nas especificacdes de CQ predefinidas para
o0 ARN extraido, e 44 das 1.522 amostras de ARN (2,9%) falharam nas especificacdes
de CQ do ensaio para os resultados do Prosigna, deixando um total de 1.478 (91,2%)

disponiveis para analise.

Das 1.478 doentes disponiveis para analise, 155 apresentaram recorréncias distantes
€194 recorréncia local ou distante ou morte devido a cancro da mama. O seguimento
mediano para p ensaio foi de 10 anos.

O teste da andlise principal demonstrou que a pontuacado ROR fornece informacdes
de progndstico adicionais significativas para a sobrevida sem recorréncia distante
para além das varidveis clinicas padrao (CTS).

Tabela 32: Resumo do teste da andlise principal

Modelo . 5 Valor Critico x’ )
Nulo Modelo Alternativo| ALR y (Graus de liberdade) ¥* valor p
CTS CTS +ROR 53,49 384 (df=1) p < 0,0001
cTS CTS+Grupode | 5445 599 (df = 2) p < 0,0001
Risco

Andlises secunddrias demonstraram que o ROR esta significativamente relacionado
com a sobrevida sem recorréncia distante e acrescenta informacdes de prognostico
para além da CTS em varios subgrupos clinicamente relevantes.

Tabela 33: Repeti¢cdo do teste da analise principal para subgrupos predefinidos

Figura 35: SSRD por grupo de risco para doentes negativas para ganglios e HER2 negativas
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Resumo de Dados para a Figura 35: SSRD por grupo de risco para doentes negativas para

ganglios e HER2 negativas

CTS+Grupo de
Grupo de N2 CTS+ROR vs. CTS Risco vs. CTS
L N.2 Doentes .
Participantes Acontecimentos ALR 2 ALR 2
(Valor Crit. = 3,84) | (Valor Crit. = 5,99)
Todas 1478 155 53,49 3412
HER2 negativas 1.397 145 47,50 29,94
NO 1.047 86 25,57 23,36
NOHER2 984 79 2169 2032
negativas
N+(1-3) 382 59 25,99 19,94
N+(1-3),
HER2 negativas 367 56 22,75 18,75

Figura 34: SSRD por grupo de risco para doentes negativas para ganglios
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Resumo de Dados para a Figura 34: SSRD por grupo de risco para doentes negativas para

ganglios
. Numero de Percentagem Estimada Sem
Grupo de Numero de . P
Risco Doentes(%) Acontecimentosao Longo Recorréncia Distante aos
de 10 anos 10 anos [1C95%]
Baixo 487 (47%) 15 96,6% [94,4% - 97,9%]
Intermédio 335 (32%) 28 90,4% [86,3% - 93,3%]
Alto 225 (21%) 32 84,3% [78,4% - 88,6%]
Total 1.047 (100%) 75
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. Numero de Percentagem Estimada Sem

Grupo de Numero de . P

Risco Doentes (%) Acontecimentos ao Longo Recorréncia Distante aos

de 10 anos 10 anos [1C95%]

Baixo 474 (48%) 15 96,5% [94,3% - 97,9%]
Intermédio 31 (32%) 27 90% [85,6% - 93,1%]

Alto 199 (20%) 27 84,7% [78,4% - 89,3%]

Total 984 (100%) 69

A Figura 36 apresenta os diagramas de Kaplan-Meier por grupo de risco para
doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios) e a Figura 37 apresenta 0s mesmos
diagramas para doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios) HER2 negativas. Os
resultados com e sem as doentes HER2 positivas sdo semelhantes

Figura 36: SSRD por grupo de risco para doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios)
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Resumo de Dados para a Figura 36: SSRD por grupo de risco para doentes positivas para

ganglios (1-3 ganglios)

. Numero de Percentagem Estimada Sem

Grupo de Numero de . Pun

Risco Doentes(%) Acontecimentosao Longo Recorréncia Distante aos

de 10 anos 10 anos [1C95%]

Baixo 15 (4%) 0 100% [78,2% - 100%1*
Intermédio 143 (37%) 7 93,6% [86,9% - 97%]

Alto 224 (59%) 46 75,8% [68,9% - 81,4%]

Total 382 (100%) 53

* Intervalo de confianga estimado utilizando o Método de Clopper-Pearson

22



Figura 37: SSRD por grupo de risco para doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios) e

HER2 negativas

09

——

0.7

—— Risco Baixo
—— Risco Intermédio
— Risco Alto

Percentagem sem Recorréncia Distante

Tabela 34: Distribuicdo das doentes negativas para ganglios por intervalo de ROR de

0,6

10 unidades.

Intervalo de e Gl PEes Percentagem de Risco TM a9§ 10 anos
ROR Doentes (Empirico)
1-10 7 0,7% 0,0%
11-20 116 11% 1,8%
21-30 155 14,8% 2,5%

31-40 209 20,0% 51%
41-50 183 17,5% 75%
51-60 152 14,5% 12)%
61-70 116 11% 15,0%
71-80 77 7.4% 12,3%
81-90 28 2,7% 26,%
91-100 4 0,4% 33,3%
Total 1047 100%

Resumo dos dados para a Figura 37 SSRD por grupo de risco para doentes positivas para
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ganglios (1-3 ganglios) e HER2 negativas

. Numero de Percentagem Estimada Sem

Grupo de Numero de . Pl

Risco Doentes (%) Acontecimentos ao Longo Recorréncia Distante aos

de 10 anos 10 anos [1C95%]

Baixo 15 (4%) 0 100% [78,2% - 100%]*
Intermédio 142 (39%) 7 93,6% [86,8% - 96,9%]

Alto 210 (57%) 43 76,1% [69,0% - 81,8%]

Total 367 (100%) 50

* Intervalo de confianca estimado utilizando o Método de Clopper-Pearson.
Relagdo entre o ROR e a previsado do risco

A Figura 38 apresenta o risco de TM aos 10 ano sem func¢do da pontuacdo ROR
com intervalos de confianca de 95% com base em modelos separados de riscos
proporcionais de Cox separados para cada um dos grupos de doentes negativas
para ganglios e positivas para ganglios (1-3 ganglios). No caso das doentes positivas
para ganglios (1-3 ganglios), a suposicdo de riscos proporcionais foi violada no
ajustamento ao longo do intervalo inteiro. A curva aqui apresentada para as
doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios) utiliza doentes positivas para ganglios
(1-3 ganglios) com pontuacdes ROR no intervalo de O a 80. para a qual a suposi¢cdo
de riscos proporcionais foi cumprida.

Figura 38: Risco estimado de TM aos dez anos por categoria ganglionar com intervalos de
confianc¢a de 95%
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Dentro de cada subgrupo, o risco clinico absoluto dessas doentes atribuidas a
categoria de risco baixo foi substancialmente diferente do risco clinico absoluto das
doentes atribuidas a categoria de risco alto.

A Tabela 34 apresenta a distribuicdo de doentes negativas para ganglios por
compartimentos de ROR de 10 unidades. E também mostrado o risco de TM aos
10 anos.
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A Figura 39 apresenta a curva com base no modelo para as doentes negativas
para ganglios, juntamente com as taxas de sobrevida estimadas aos 10 anos para
os 10 compartimentos, em que cada compartimento é constituido por todas as
doentes dentro dos intervalos de ROR de 10 unidades (1-10. 11-20. etc.). A seguir a
curva é apresentado um histograma que apresenta a distribuicao de frequéncia por
compartimento.

Figura 39: Comparacdo das estimativas com base no modelo e empiricas do risco de TM aos
dez anos para doentes negativas para ganglios com distribuicdo das pontuacées de ROR
apresentadas abaixo
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No caso das doentes negativas para ganglios, as estimativas com base no modelo
de riscos proporcionais foram semelhantes as estimativas empiricas no intervalo
inteiro. A Tabela 35 apresenta a distribuicdo das doentes positivas para ganglios
(1-3 ganglios) por compartimentos de ROR de 10 unidades. E também mostrado o
risco de TM aos 10 anos.

Tabela 35: Distribuicdo das doentes positivas para ganglios(1-3 ganglios) por intervalo de
ROR de 10 unidades.

Intervalo de T . Percentagem de Risco TM af:_s 10 anos
ROR Doentes (Empirico)
1-10 3 0,8% 0,0%
11-20 34 8,9% 3,6%
21-30 53 13,9% 4,1%
31-40 68 17,8% 8,5%
41-50 57 14,9% 16,7%
51-60 71 18,6% 17,8%
61-70 42 11,0% 28,9%
71-80 34 8,9% 39,5%

81-90 17 4,5% 33,0%
91-100 3 0,8% 33,3%
Total 382 100%

A Figura 40 apresenta a curva com base no modelo (utilizando as doentes positivas
para ganglios (1-3 ganglios) com pontuacdes de ROR < 80) para as doentes positivas
para ganglios (1-3 ganglios), juntamente com as taxas de sobrevida estimadas aos
10 anos para os 10 compartimentos, em que cada compartimento é constituido por
todas as doentes dentro dos intervalos de ROR de 10 unidades (1-10. 11-20. etc.).
A seguir a curva € apresentada um histograma que apresenta a distribuicdo de
frequéncia por compartimento.
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Figura 40: Comparacdo das estimativas com base no modelo e empiricas do risco de TM aos
dez anos para doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios) Doentes com distribuicdo das
pontuacdes de ROR apresentadas abaixo
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Tanto a Tabela 35 como a Figura 40 mostram o achatamento do risco observados
aos 10 anos no topo do intervalo de ROR que levou a falha da suposicéo de riscos
proporcionais. Contudo, é necessario ter em conta que os tamanhos das amostras
nos dois compartimentos superiores a 80 foram ambos pequenos para as doentes
positivas para ganglios (1-3 ganglios) (17 doentes de 81-90 e apenas 3 de 91-100).

Comparacdo dos subtipos intrinsecos Luminal A e Luminal B

A maioria das participantes no estudo (96%) era do subtipo Luminal A ou Luminal B,
0 que nao foi inesperado considerando que estes subtipos intrinsecos predominam
nas doentes positivas a recetor hormonal™.

A Tabela 36 apresenta os resultados do teste da relacdo de probabilidade para
demonstrar o valor de progndstico adicional para SSRD de que a distingdo Luminal A/
Luminal B adiciona para além da CTS. A Tabela também apresenta o hazard ratio das
doentes de subtipo Luminal A a Luminal B. Observou-se um risco significativamente
mais baixo de recorréncia distante para doentes de subtipo Luminal A em todos 0s
trés grupos.

Tabela 36. Teste da relacdo de probabilidade para o valor de progndstico SSRD de subtipos
luminais

ST N. N.2 AR | 22 valor p Hazard Ratio de LumA:
Doentes | Acontecimentos LumB (IC 95%)
Todas 1,422 135 24,42 <0,0001 0,42 [0,30 - 0,59]
NO 1,009 74 9,68 0,0019 0,47 [0,30 - 0,75]
N+(1-3) 366 51 14,94 0,0001 0,33[0,19 - 0,58]

A Figura 41 apresenta uma comparacao de SSRD por subtipo Luminal para doentes
negativas para ganglios, a Figura 42 apresenta a mesma comparacao para doentes
positivas para ganglios (1-3 ganglios). Em ambos os grupos, observaram-se
diferencas significativas entre a SSRD das doentes do subtipo Luminal A e Luminal B.

Figura 41: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD por subtipo intrinseco para doentes negativas
para ganglios
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Resumo de Dados para a Figura 41: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD por subtipo intrinseco
para doentes negativas para ganglios

e WiiE® cE Numero de Percentagem Estimada Sem
Riz @ P Acontecimentos ao Recorréncia Distante aos 10 anos
Longo de 10 anos [IC 95%]
Luminal A 725 32 95,1% [93,4% - 96,3%]
Luminal B 284 32 87,2% [83,2% - 90,3%]
Total 1.009 64

Figura 42: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD por subtipo intrinseco para doentes positivas
para ganglios (1-3 ganglios)
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Resumo de Dados para a Figura 42: Curvas de Kaplan-Meier para SSRD por subtipo intrinseco
para doentes positivas para ganglios (1-3 ganglios)

NiiTe Numero de Percentagem Estimada Sem
Grupo de Risco RS Acontecimentos Recorréncia Distante aos 10 anos
ao Longo de 10 anos [IC 95%]
Luminal A 248 17 91,3% [87,2% - 94,2%]
Luminal B 118 28 72,5% [64,2% - 79,1%]
Total 366 45

A Tabela 37 apresenta uma tabela das taxas de SSR aos 10 anos por subtipo luminal
para 0S grupos ganglionares negativos para ganglios e positivos para ganglios
(1-3 ganglios).

Tabela 37: Taxas de SSR aos 10 anos Grupo Ganglionar e Subtipo Luminal

ED Percentagem Estimada Sem
Estado Subtipo Numero de | Acontecimentos LB
Ganglionar Luminal Doentes (%) ao Longo de R Distanteiacs
10 anos [IC 95%]
10 anos

NO Luminal A 725 (72) 44 93,0% [91,1% - 94,5%]
Luminal B 284 (28) 44 82,2% [77,6% - 85,9%]
N+(1-3) Luminal A 248 (68) 21 89,1% [84,7% - 92,4%]
Luminal B 18 (32) 30 71,6% [62,2% - 77,4%]

Para cada uma das populacdes de doentes negativas para ganglios e positivas para
ganglios (1-3 ganglios), a diferenca entre as doentes de subtipo Luminal A e Luminal
B foi significativa.

Conclusées do Estudo Clinico 2

Demonstrou-se que 0 ROR adiciona informacdes de progndstico significativas para
além das variaveis clinicas e de tratamento padrédo quando incluidas como uma
medida continua e quando incluidas utilizando trés grupos de risco predefinidos. O
grupo de risco baixo apresentou uma SSRD aos 10 anos superior a 90%, conforme
previsto. O grupo de risco alto apresentou uma SSRD aos 10 anos de 80% que foi
mais alta do que o previsto: esperava-se que fosse comprovadamente inferior a
80%. Os cutoffs que foram utilizados para definir grupos de risco basearam-se na
coorte do TransATAC, que é de risco mais alto do que a coorte atual, o que leva
a um "grupo de risco alto" de risco mais baixo global do que o previsto. O ROR
(continuo e com base no grupo de risco) apresentou informacdes de progndstico
semelhantes em diversos subgrupos. O modelo de risco continuo ajusta-se de perto
as taxas empiricas de recorréncia nas populacdes de doentes tanto negativas para
ganglios como positivas para ganglios (1-3 ganglios). A maioria das doentes (96%)
no estudo tinha tumores de um de dois subtipos luminais (Luminal A ou Luminal
B). Em todos os grupos de estado ganglionar, a distincdo Luminal A/Luminal B
adicionou informacdes de prognostico relativamente a SSRD.
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Resumo dos estudos clinicos combinados

Os resultados séo generalizaveis para uso distribuido, na medida em que as
amostras foram enviadas para e analisadas em diferentes laboratérios nos dois
estudos clinicos de validacdo. Demonstrou-se que o ROR adiciona informacgdes de
progndstico significativas para a SSRD aos 10 anos para além das varidveis clinicas
e de tratamento padrdo quando incluidas como uma medida continua e quando
incluidas utilizando trés grupos de risco predefinidos. Além disso, numa andlise
post hoc, 0 ROR adicionou informacoes significativas para a SSRD aos 5 anos para
além das varidveis clinicas para todas as doentes. O ROR (continuo e com base no
grupo de risco) apresentou informacdes de progndstico semelhantes em diversos
subgrupos. Foram também realizadas andlises limitadas utilizando SSR. As classes
de ROR conseguiram também definir trés grupos de risco com diferente SSR. Em
ambos os estudos, observaram-se diferencas significativas entre a SSRD das doentes
dos subgrupos Luminal Ae Luminal B, independentemente do estado ganglionar.
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