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ULIZACAO

Para diagnéstico in vitro.

0 CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit destina-se a quantificagao de células tumorais circulantes (CTC) de
origem epitelial (CD45-, EpCAM+ e citoqueratinas 8, 18+ e/ou 19+) em sangue total.

A presenca de CTC no sangue periférico, conforme detectado pelo kit CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit,
estd associada a reducdo da sobrevivéncia livre de progresséo e a reducao da sobrevivéncia global em doentes
tratados com cancro da mama, colorectal ou da prostata* metastasico. O teste destina-se a ser utilizado como um
auxiliar na monitorizagao de doentes com cancro da mama, colorectal ou da prostata metastasico. Os testes
realizados em série para CTC devem ser utilizados em conjunto com outros métodos clinicos para a monitorizagao
do cancro da mama, colorectal e da prostata metastasico. A avaliagcdo de CTC, em qualquer altura, durante o
curso da doenga permite avaliar o prognostico do doente e € indicador de uma sobrevivéncia livre de progresséao
e sobrevivéncia global.

*0s doentes com cancro da préstata metastasico que participaram neste estudo foram definidos como
apresentando dois aumentos consecutivos no marcador sérico PSA, acima do nivel de referéncia, apesar do
tratamento hormonal padrao. Estes doentes sao, frequentemente, descritos como doentes com cancro da prdstata
independente de androgénio, hormono-resistente ou resistente a castragao.

RESUMO E EXPLICACAO

A metéstase cancerigena ocorre quando as células se soltam de um tumor primério ou metastasico, entram na
circulacdo e comegam a desenvolver-se em locais do organismo distantes. Os carcinomas derivam das células
epiteliais que normalmente nédo se encontram na circulagao’. O sistema CELLTRACKS® AUTOPREP® System foi
concebido para padronizar e automatizar o protocolo de preparacdo das amostras para utilizagdo com o
CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit (CELLSEARCH® CTC Kit). A analise e quantificac@o de CTC s&o realizadas
utilizando o CELLTRACKS ANALYZER II®, que consiste num microscopio de fluorescéncia semi-automatizado.

0 ensaio enumera apenas as células que expressam a molécula de adesdo de células epiteliais (EpCAM) e
citoqueratinas (CK) 8, 18 e/ou 19.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

0 CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit contém um reagente de captura a base de ferrofluido e reagentes
imunofluorescentes. 0 reagente de ferrofluido é composto por particulas com um niicleo magnético rodeado por
uma camada polimérica revestida com anticorpos contra o antigénio EpCAM para a captura de CTC. Apés a
captura imunomagnética e enriquecimento, os reagentes fluorescentes sao adicionados para fins de identificacao
e quantificacdo de CTC. Os reagentes fluorescentes incluem o seguinte: anti-CK-Phycoerythrin (PE) especifico
para a citoqueratina das proteinas intracelulares (caracteristica das células epiteliais), DAPI que cora o nicleo
das células e anti-CD45-Allophycocyanin (APC) que é especifico para os leucécitos.

A mistura de reagente/amostra é dispensada pelo CELLTRACKS® AUTOPREP® System num cartucho que é
inserido num suporte de cartuchos MAGNEST. O forte campo magnético do suporte de cartuchos MAGNEST
Cartridge Holder atrai as células magneticamente marcadas para a superficie do cartucho. 0 CELLTRACKS
ANALYZER I1® |& automaticamente toda a superficie do cartucho, adquire as imagens e apresenta ao utilizador
qualquer caso em que exista uma co-localizagdo de CK-PE e fluorescéncia DAPI. As imagens s&o apresentadas ao
utilizador num formato de galeria para a classificacao final. Um “caso” é classificado como uma célula tumoral
quando as suas caracteristicas morfolégicas sdo consistentes com as de uma célula tumoral e quando exibe o
fendtipo EpCAM+, CK+, DAPI+ e CD45-.

MATERIAL FORNECIDO

e Instrucdes de Utilizacao

e 3,0 mL de Ferrofluido Anti-EpCAM: Contém uma suspensao de 0,022% de particulas magnéticas conjugadas
com um anticorpo monoclonal de ratinho especifico para o marcador de superficie celular EpCAM presente
nas células epiteliais, num tampao contendo 0,03% de albumina sérica bovina (BSA) e 0,05% de ProClin® 300
como conservante. (tampa castanha)

e 3,0 mL de Reagente de Coloracgao: Contém 0,0006% de anticorpos monoclonais de ratinho especificos para
citoqueratinas conjugadas com ficoeritrina (PE); 0,0012% de anticorpo monoclonal de ratinho anti-CD45
conjugado com aloficocianina (APC) em tampao contendo 0,5% de BSA e 0,1% de azida de sodio. (tampa
branca)

« 3,0 mL de Corante de Acido Nucleico: Contém 0,005% de 4', 6-diamidino-2-fenilindol, dicloridrato (DAPI) e
0,05% de ProClin® 300. (tampa azul)

e 3,0 mL de Reagente de Intensificacdo da Captura: Contém 0,02% de reagente patenteado para agregagao
controlada de ferrofluido, 0,5% de BSA e 0,1% de azida de sddio em tamp@o. (tampa transparente)

e 3,0 mL de Reagente de Permeabilizagdo: Contém 0,011% de reagente de permeabilizagao patenteado e 0,1%
de azida de sddio em tampao. (tampa verde)

e 3,0 mL de Agente de Fixacao Celular: Contém 25% de ingredientes de fixagdo patenteados, 0,1% de BSA e
0,1% de azida de sodio em tampao. (tampa vermelha)
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2 x 110 mL, frasco de Tamp@o de Diluicado: Contém tamp&o com 0,1% de azida de sddio.
16 Tubos cénicos para centrifuga CELLSEARCH® (15 mL) e tampas para tubos cénicos

16 Cartuchos e Tampdes de Cartuchos

MATERIAL NECESSARIO, NAO FORNECIDO

CellSave Preservative Tubes (N.° de catdlogo 7900005)

CELLTRACKS® AUTOPREP® System (N.° de catalogo 9541)

CELLTRACKS ANALYZER 11® (N.° de catalogo 9555)

CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control Kit (N.° de catalogo 7900003)

CELLTRACKS® AUTOPREP® Instrument Buffer (N.° de catalogo 7901003)

Centrifuga com rotor oscilante horizontal (isto ¢, balde basculante) com capacidade para 800 x g
Suportes de tubos de ensaio

Micro-pipetadores calibrados e pontas

Agitador tipo vortex

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

1.
2.
3.

8.
9.

Para diagndstico in vitro.
Ler o conteldo destas Instrugdes de Utilizag&o na integra antes de testar as amostras.

Cuidado: A colheita de sangue so deve ser efectuada num tubo CellSave Preservative Tube. As CTC sé@o
frageis e tém que ser conservadas para garantir uma analise precisa.

Cuidado: Todo o pessoal deveré seguir as precaug@es universais e utilizar equipamento de seguranca de
laboratorio (ou seja, 6culos de protecg@o, bata, luvas).

Cuidado: A contaminagdo microbiana dos reagentes pode provocar resultados erroneos e devera ser evitada.

Cuidado: Alguns dos reagentes contém azida de sédio como conservante. Em caso de ingestao, consultar
imediatamente um médico. Manter fora do alcance das criangas. Conservar longe de alimentos e bebidas.
Usar vestuério de proteccdo adequado. O contacto com &cidos liberta gases muito toxicos. Os compostos de
azida deverdo ser irrigados com 4gua abundante durante a eliminagdo para evitar a acumulagao de depésitos
nas canalizag@es de chumbo ou cobre, onde poderdo ocorrer condigdes explosivas.

. Aviso: Todas as amostras bioldgicas, cartuchos e outros materiais que entrem em contacto com af(s)

amostra(s) sdo considerados materiais de risco bioldgico. Devem ser tratados como se fossem capazes
de transmitir infecg&o. Tratar e eliminar os residuos com as precaugdes adequadas e de acordo com as
regulamentacdes locais, estatais e federais. Nunca pipetar com a boca.

Aviso: Alguns dos reagentes contém ProClin® 300 como conservante.
0 operador deveré receber formacao para realizar o procedimento de teste.

DE SEGUIDA DESCREVEM-SE AS ADVERTENCIAS DE PERIGO E DE PRUDENCIA:
H317 Pode provocar uma reacgao alérgica cutanea.

Prevencéao:
P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.
P272 A roupa de trabalho contaminada ndo devera sair do local de trabalho.
P280 Usar luvas de protecgao.
Resposta:
P333 + P313 Em caso de irritagdo ou erupcao cutanea: consulte um médico.
P362 + P364 Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.
Eliminacao:
P501 Eliminar o conteldo/recipiente numa instalacao de tratamento de residuos aprovada.

Para obter mais informacdes consulte a Ficha de Seguranca que esta disponivel em www.cellsearchctc.com
ARMAZENAMENTO E MANUSEAMENTO DOS REAGENTES

Os reagentes sdo fornecidos prontos a serem utilizados. Armazene fechado a uma temperatura entre 2 e 8 °C.

Apds a abertura, os reagentes na embalagem de reagentes devem ser armazenados durante, no maximo,

30 dias a uma temperatura entre 2 e 8 °C. Para o armazenamento, os reagentes abertos tém que ser novamente
tapados com as suas tampas de cor exclusiva, utilizando as cores indicadas nos rétulos do tabuleiro de
reagentes como orientagdo. Tal destina-se a garantir que ndo ocorre contaminagdo cruzada dos reagentes.

NOTA: Apés a abertura, o frasco de tamp@o de diluicdo, que ndo pertence a embalagem de reagentes, tem que
ser armazenado & temperatura ambiente, no maximo durante 30 dias.

Proteja os reagentes contra calor excessivo de 35 °C. Nao congele.
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e Estabilize a temperatura ambiente (entre 15 e 30 °C) antes de utilizar.

* Inspeccione visualmente a embalagem de reagentes para
a colocacdo correcta dos reagentes. Confirme que todos
os reagentes se encontram no local correcto, fazendo
corresponder a sua tampa de cor exclusiva com as cores
indicadas no rétulo. Consulte a fotografia para a colocagéo
adequada. Caso verifique que os reagentes estao colocados
incorrectamente ou caso estejam presentes frascos em
duplicado, nao utilize a embalagem de reagentes e notifique
os Servigos de Assisténcia ao Cliente para providenciar
uma substituicao.

¢ Proteja os reagentes da exposicao a luz solar.

¢ Quando devidamente armazenados, 0s reagentes permanecem estaveis até a data de validade impressa no
recipiente de reagente ou embalagem do kit. Nao utilize reagentes fora do prazo de validade.

¢ 0Os componentes do kit sdo fabricados e testados como um lote principal. Ndo misture nem faga corresponder
reagentes de kits diferentes.

PROCEDIMENTO DETESTE
Colheita e Preparacdo da Amostra
Colheita de sangue total em CellSave Preservative Tubes

1. Proceda a colheita de amostras iniciais antes de iniciar um regime de terapéutica. E possivel realizar a colheita
de amostras subsequentes ap6s o inicio de um regime de terapéutica, normalmente com intervalos de 3 a 4
semanas, de modo a seguir os niveis de CTC durante a terapéutica. Se o doente estiver a receber terapéutica
com doxorrubicina, aguarde, pelo menos, 7 dias apds a administragdo de uma dose de doxorrubicina antes de
realizar uma colheita de sangue.

N

. Proceda a colheita de sangue total através de técnica asséptica por venipunctura ou a partir de uma porta de
acesso venoso apenas para um CellSave Preservative Tube.

w

. Encha o tubo até que o fluxo sanguineo pare para garantir a proporcao correcta de amostra em relagéo ao
anticoagulante e conservante. Proceda de imediato a homogeneizacéo, invertendo suavemente o tubo oito
vezes. A invers&o do tubo impede a coagulacdo. Uma homogeneizacao inadequada ou retardada poderé
resultar em resultados de testes ndo exactos.

FS

. As amostras de sangue podem ser conservadas ou transportadas em tubos CellSave Preservative Tubes.
Consulte as Instrugdes de Utilizagdo do CellSave Preservative Tube para obter mais instrugdes de
processamento, conservagdo e manuseamento. N&o refrigere as amostras.

CUIDADO: Inspeccione visualmente cada amostra quanto a existéncia de coagulacdo antes de proceder ao
respectivo processamento no CELLTRACKS® AUTOPREP® System. As amostras coaguladas devem ser
eliminadas.

Processamento com o CELLTRACKS® AUTOPREP® System

1. Misture o sangue no CellSave Preservative Tube invertendo manualmente cinco vezes. Em seguida, retire a

tampa de borracha.

N

. Utilizando uma pipeta nova, transfira 7,5 mL de sangue do CellSave Preservative Tube para um Tubo Cénico
para Centrifuga CELLSEARCH® de 15 mL rotulado em conformidade, o qual é fornecido com o CELLSEARCH®
CTC Kit.

. Utilizando uma pipeta nova, adicione 6,5 mL de tampao de diluig&o.

s~ w

. Tape o Tubo Cénico para Centrifuga CELLSEARCH® e proceda a homogeneizacdo invertendo cinco vezes.

o

. Centrifugue a amostra a 800 x g durante um total integral de 10 minutos com o travéo desactivado utilizando a
centrifuga de balde basculante. Os 10 minutos de tempo de centrifugag@o ndo tém em consideragao o tempo
necessério para obter 800 x g. Desactive o travdo da centrifuga ou, se a centrifuga apresentar uma fung&o de
travagem variavel, coloque o travao da definicdo de travagem mais reduzida. Centrifugue a temperatura ambiente
utilizando uma centrifuga capaz de funcionar a temperatura ambiente. Apés a centrifugagado da amostra,
inspeccione visualmente cada tubo da amostra para visualizar a separacao do plasma e glébulos vermelhos.

o

. Inicie o processamento no CELLTRACKS® AUTOPREP® System no espaco de 1 hora apds a preparagéo da
amostra acima descrita. Consulte o Guia do Utilizador do CELLTRACKS® AUTOPREP® System para obter as
instrucdes completas.
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Analise com CELLTRACKS ANALYZER I1®

0 CELLTRACKS® AUTOPREP® System dispensa a amostra processada num cartucho pronto para anélise utilizando
o CELLTRACKS ANALYZER 11®. O cartucho cheio dentro do suporte de cartuchos MAGNEST deve ser submetido a
incubacdo no escuro durante, no minimo, 20 minutos e analisado no espaco de 24 horas. Consulte o Guia do
Utilizador do CELLTRACKS ANALYZER II® para obter instrucdes sobre a anélise de amostras e revisdo de dados.

CONTROLO DE QUALIDADE

0 CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control Kit (N.° de catalogo 7900003) verifica o desempenho global do
sistema, incluindo instrumento, reagentes e técnica do operador. Deve ser processado um controlo de células
tumorais circulantes todos os dias em que sdo realizados testes aos doentes ou sempre que se utiliza um lote
novo do CELLSEARCH® CTC Kit. Consulte as Instrugdes de Utilizagdo do CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell
Control Kit e valores esperados.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
Os resultados s@o apresentados como o nimero de CTC /7,5 mL de sangue.

Cancro da Mama Metastasico (MBC)

Uma contagem de CTC de 5 ou mais por 7,5 mL de sangue em qualquer altura durante o curso da doenca esté4
associada a um prognostico deficiente e é indicador de uma sobrevivéncia livre de progressao e sobrevivéncia
global mais curtas.

Cancro Colorectal Metastasico (MCRC)

Uma contagem de CTC de 3 ou mais por 7,5 mL de sangue em qualquer altura durante o curso da doenca estéa
associada a um prognéstico deficiente e é indicador de uma sobrevivéncia livre de progressdo e sobrevivéncia
global mais curtas.

Cancro da Prostata Metastasico (MPC)

Uma contagem de CTC de 5 ou mais por 7,5 mL de sangue em qualquer altura durante o curso da doenca estéa
associada a um prognostico deficiente e é indicador de uma sobrevivéncia livre de progressao e sobrevivéncia
global mais curtas.

Precaucao

A contaminacdo de uma amostra de contagem de CTC com um CTC igual ou superior a 5000 por 7,5 mL de sangue
pode afectar as amostras subsequentemente processadas no CELLTRACKS® AUTOPREP® System, incluindo o lote
subsequente. Se as células forem transportadas para amostras subsequentes, as contagens de CTC dessas
amostras podem ser erroneamente superiores a verdadeira contagem de CTC do doente. Consulte o Guia do
Utilizador do CELLTRACKS® AUTOPREP® para obter mais instrucdes.

LIMITACOES
* Atencgdo: A lei federal dos EUA restringe este dispositivo para venda por ou a pedido de um médico.

¢ Osresultados CELLSEARCH® deverao ser utilizados em conjunto com todas as informacdes clinicas obtidas
nos testes de diagnostico (ou seja, imagiologia, testes laboratoriais), exame fisicos e no historial médico
completo, em conformidade com os procedimentos apropriados de gestdo de doentes.

* Este estudo de progndstico ndo demonstra que qualquer linha actual de terapéutica é mais ou menos eficaz do
que qualquer outra ou nenhuma terapéutica.

* Osresultados CELLSEARCH® e os resultados de imagiologia ndo sdo equivalentes na avaliagdo da transicao de
doentes entre doenca néo progressiva e doenca progressiva.

* Se o doente estiver a receber terapéutica com doxorrubicina, aguarde, pelo menos, 7 dias apés a
administracado de uma dose de terapéutica antes de realizar uma colheita de sangue. Os resultados de um teste
CELLSEARCH® deverao ser interpretados com cuidado, caso as amostras sejam colhidas no espaco de 7 dias
apos a administracdo da terapéutica com doxorrubicina.

e As CTC que ndo expressam EpCAM nao serao detectadas pelo teste CELLSEARCH®,

¢ As CTC que expressam EpCAM mas ndo expressam citoqueratinas 8, 18 e 19 ndo serdo detectadas pelo teste
CELLSEARCH®.

* Substancias Interferentes:
As células SK-BR-3 adicionadas as amostras de sangue foram expostas a substancias potencialmente
interferentes e comparadas com controlos nao tratados. Foram testados os niveis toxicos (5 vezes o indice
terapéutico) dos seguintes farmacos contra o cancro, firmacos nao sujeitos a receita médica e de outras
substéncias exdgenas: ciclofosfamida, Mitomycin C®, Procrit®, biotina, 5-fluorouracil, metotrexato, citrato de
tamoxifeno, paclitaxel, Arimidex®, acetaminofeno, acido acetilsalicilico, cafeina, dextrometorfano, Aredia®,
anticorpo humano anti-ratinho (HAMA) tipo 1, HAMA tipo 2, Herceptin® e ibuprofeno. Nao foram detectadas
diferencas significativas nos nimeros de células SK-BR-3, indicando que estas substancias ndo interferem
com o CELLSEARCH® CTC Kit.
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As amostras as quais foram adicionados niveis toxicos de doxorrubicina resultaram numa coloracao aberrante de
leucdcitos como células positivas duplas de CD45 e citoqueratina, devido ao facto de a doxorrubicina ser um
composto fluorescente que é incorporado nas células nucleadas. Se observado, o padrdo de coloragéo de todas
as células positivas a CD45 e a citoqueratina é 6bvio e € facilmente identificado pelo operador como um perfil de
coloracdo de interferéncia conhecida. Se a colheita da amostra for realizada ap6s o periodo de eliminacao
recomendado de 7 dias, apés a perfusdo de doxorrubicina, é pouco provavel que esta interferéncia seja observada
na prética clinica dado os niveis terapéuticos controlados e a rapida eliminagao do farmaco.

A potencial interferéncia de lipemia foi estudada através da adicao de Intralipid a amostras a uma concentraga@o
de 2,6%, o que corresponde a um valor de triglicéridos superior a 1000 mg/dl. As amostras foram lisadas para
simular a hemdlise total. Foram também objecto de estudo a bilirrubina a 7,4 mg/dL, HAMA 1/HAMA 2 e
hematdcrito entre 18-60%. A lipemia, hemdlise, ictericia e uma vasta gama de valores de hematdcrito ndo
interferem com o teste CELLSEARCH®. HAMA 1 e HAMA 2 também nao interferem, o que indica que os individuos
que recebem Ig de ratinho por vias parentéricas podem ser testados com éxito com o teste CELLSEARCH®.

VALORES ESPERADOS

Voluntarios saudaveis, doenca mamaria ndo maligna, outra doenca ndo maligna

As analises de CTC de ponto individual (medidas apenas uma vez) foram realizadas em grupos de controlo de 145
voluntérios saudaveis, 101 mulheres com doenga da mama nao maligna e 99 mulheres com outras doencgas nao
malignas. Nao se prevé que as células epiteliais estejam presentes no sangue periférico de individuos saudaveis.
Das 345 amostras totais de voluntarios saudaveis e mulheres com doenca nado maligna, apenas um individuo tinha
mais de 5 CTC/7,5 mL. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1:  Individuos de Controlo

Categoria N Média N.° CTC DP N.° doentes com >5 CTC Min.* Max.*
Saudavel 145 0,1 0,2 0 0 1
Doenca da mama nao maligna | 101 0,2 1.2 1 0 12
Outra doenca nao maligna 99 0,1 04 0 0 3

* Ligne directrice NCCLS C28-A23

Voluntarios saudaveis, doenca colorectal nao maligna

A colheita de sangue foi realizada em homens e mulheres saudaveis, com idade igual ou superior a 35 anos. Estes
voluntérios saudaveis estavam inscritos em trés centros dos Estados Unidos. No ambito deste estudo, foram
colhidos dois tubos de sangue de cada individuo e ambos os tubos foram avaliados quanto aos niveis de CTC. No
total, existiam 150 individuos passiveis de avaliagdo com uma ou duas aliquotas separadas de 7,5 mL de sangue
processado para CTC. Nem todos os individuos avalidveis apresentaram resultados de CTC disponiveis de ambos
os tubos. 0 nimero médio de células tumorais circulantes foi de 0,0 para ambos os grupos de individuos, com
desvios padrao compreendidos entre 0,1 e 0,2. Das 284 amostras totais de voluntarios saudéaveis (homens e
mulheres), zero individuos tinham mais de 3 CTC/7,5 mL. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela2: Resultados do Ensaio de Células Tumorais Circulantes CELLSEARCH® em Individuos de Controlo

Saudavel Todos os controlos Apenas homens Apenas mulheres
Controlos Tubo 1 Tubo 2 Total Tubo 1 Tubo 2 Total Tube 1 Tubo 2 Total
N 149 135 284 68 64 132 81 Al 152
Intervalo de CTC 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1
Média de CTC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
DP de CTC 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2
N (%) >1CTC 2 (1%) | 4(3%) | 6 (2%) 1 (1%) 1(2%) | 2 (2%) 1 (1%) 3 (4%) | 4 (3%)
N (%) >2 CTC 0 (0%) | 0(0%) | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) | 0 (0%)

Procedeu-se a colheita de, aproximadamente, trinta mL de sangue (para aumentar a probabilidade de deteccdo de
células) em quatro tubos CellSave separados (com, no minimo, 7,5 mL por tubo) de individuos com doenga
benigna, submetidos a uma colonoscopia ou cirurgia. Foram avaliadas até quatro amostras de 7,5 mL de sangue,
para cada individuo antes do procedimento. Os resultados sao apresentados na Tabela 3. Nem todos os individuos
avaliaveis apresentaram resultados de CTC disponiveis da totalidade dos quatro tubos. Nenhum dos doentes com
doenca colorectal benigna apresentou mais do que uma (nica célula tumoral circulante por 7,5 mL de sangue.
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Tableau 3: Résultats du dosage des cellules tumorales circulantes CELLSEARCH® Circulating
Tumor Cell Assay chez les sujets atteints d’'une tumeur colorectale bénigne

o N Colheita de sangue antes do procedimento

- Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Total

N 55 55 53 47 210

Intervalo 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1

Média 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0

DP 0,2 0,1 0,2 03 0,2
%>1CTC 3 (5%) 1(2%) 2 (4%) 4 (9%) 10 (5%)
%>2CTC 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

A Figura 1 apresenta a frequéncia de CTC no conjunto de individuos saudaveis e com doenca benigna (controlos) e
em doentes com MBC, MCRC e MPC, antes e cerca de 1 més depois do inicio da terapéutica.

Figura 1: Frequéncia de CTC nos Controlos (Individuos sem Cancro) e Doentes com Cancro da Mama Metastasico!
(MBC), Cancro Colorectal Metastasico2 (MCRC) ou Cancro da Préstata Metastasico3 (MPC) antes do Inicio de uma
nova linha de Terapéutica (Linha de base) e aproximadamente 2 a 5 semanas Depois do Inicio da Terapéutica
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N (%) >1 CTC 10 (3%) g 126 (T1%) 73 (S5%) 196 (47%) 89 (27%) 170 (78%] 123 (B1%)
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N (%) =6 CTC 0 (0%) BB (S0%) 40 (30%) 76 (18%) 26 ( 8%) 126 (57%) B8O (39%)

T Informag@es sobre a populacao de referéncia com MBC — Tabela 1 das Instrugdes de Utilizac@o clinicas.
2 Informagdes sobre a populagao de referéncia com MCRC — Tabela 12 das Instrugdes de Utilizag&o clinicas.
3 Informacdes sobre a populagao de referéncia com MPC — Tabela 22 das Instrugdes de Utilizagao clinicas

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Recuperagdo

As amostras de sangue de um Gnico dador saudavel foram misturadas e cinco de seis aliquotas de 7,5 mL foram
enriquecidas com, aproximadamente, 1300, 325, 81, 20 e 5 células de cultura de cancro de mama (SK-BR-3).

0 sexto tubo consistia num pool de sangue nao enriquecido e serviu como ponto zero. Estas amostras foram
processadas no CELLTRACKS® AUTOPREP® System com o CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit e as
contagens de CTC foram determinadas no CELLTRACKS ANALYZER II®. A experiéncia foi repetida para quatro
dadores adicionais. As contagens de células observadas foram representadas num gréfico em relagdo aos
resultados da contagem celular esperada. Os resultados estao resumidos na Tabela 4.
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Tabela4:  Percentagem de Estimativas de Deteccao.

Contagem esperada Meédia observada de células
de células tumorais Contagem de células tumorais de recuperacao
1300 1215 912 95%
325 308 82a101%
81 85 80 a 136%
20 22 95 a 140%
5 7 120 a 200%

Para determinar o ajuste global, ou de minimos quadrados, para a comparacao das contagens de células observadas
e esperadas com base na totalidade dos dados, foi realizada uma anélise de regresséo linear. A equacao de
regressao para estas 30 amostras foi Y = 0,93x + 3,87 com R2 = 0,999 (R = 0,999). Os resultados deste estudo indicam
que em média, no intervalo de CTC testadas, a recuperac@o (conforme derivada da analise de regress@o) é de 93%.

Perante a resposta linear das contagens de células tumorais, seria de esperar que o declive entre o gréfico dos
valores observados em relagdo aos esperados seja 1,0. Contudo, o declive foi de 0,93. Isso deve-se ao facto de o
CELLTRACKS® AUTOPREP® System com CELLSEARCH® CTC Kit envolver a captura e marcacéo fluorescente de
células seguida pela respectiva detecgdo e quantificagdo pelo CELLTRACKS ANALYZER II®. A perda de células
poderia, por isso, ser atribuida a uma das seguintes possibilidades; 1) a recuperagdo de apenas 93% das células
tumorais adicionadas a 7,5 mL de sangue pelo CELLTRACKS® AUTOPREP® System, 2) a detecgdo de apenas 93%
das células tumorais presentes na camara da amostra pelo CELLTRACKS ANALYZER II® ou 3) uma combinagéo
destas duas causas de erro.

Linearidade / Intervalo Reportavel

Outra forma de examinar os dados anteriores é analisa-los como uma série de diluigGes para avaliar a linearidade
do teste. Removemos a variavel confusa de percentagem de recuperacao, utilizando o valor observado da amostra
inicial na série de diluigdes (ou seja, o primeiro tubo) dividido pelos factores de diluigdo, para determinar os valores
esperados para a série de diluicBes de cada amostra de doente. A regressdo de todos estes nimeros de células
tumorais observadas em relagao aos nimeros de células tumorais esperadas resultou num declive de 1,007, numa
intercepgao de 3,0 e R2=0,990 (R = 0,995). Assim, assim que a percentagem de recuperacao (perda celular) foi
eliminada dos valores de CTC de cada uma das amostras iniciais, a analise dos dados demonstrou que a detecgao
de CTC foi linear no intervalo reportavel de 0 a 1238 células tumorais.

Limites de Deteccao

E possivel detectar uma CTC por 7,5 mL com o CELLTRACKS ANALYZER 1I®, resultando num limite de deteccao de
1 CTC num cartucho. A regresséo linear demonstra que, em média, 93% das CTC presentes numa amostra de
sangue de 7,5 mL s@o recuperadas utilizando o CELLTRACKS® AUTOPREP® System (consulte a secgao
Recuperacao). A perda de, aproximadamente, 7% das CTC na amostra ndo € suficiente para reduzir o limite de
deteccédo de 1 CTC.

Reprodutibilidade:

a. Reprodutibilidade do Sistema com Controlo de Células Tumorais Circulantes CELLSEARCH®

Trés amostras separadas de controlo de células tumorais circulantes CELLSEARCH® foram preparadas e
processadas todos os dias durante 30 dias, de acordo com o método de longo prazo da norma EP5-A2 da NCCLS.
Cada frasco de amostra para uma (nica utilizacdo contém uma concentragdo baixa e alta de células de uma linha
celular fixa, que foram pré-coradas com dois fluorocromos diferentes. O resumo das estatisticas para as células
de controlo alto e baixo é apresentado em baixo.

Tabela5: R das Analises de Precisa
Baixo Alto
N 99 99
Contagem média de células 48 969
Desvio padréo de precisao total (ST) % CV 18% 5%

b. Reprodutibilidade do Sistema com Amostras de Doentes

Cancro da Mama Metastasico (MBC)

Procedeu-se a colheita de um total de 163 amostras de sangue duplicadas de 47 doentes com cancro da mama
metastéasico durante o estudo clinico. Estas amostras foram processadas em mdltiplos locais para determinar a
reprodutibilidade das medigdes de CTC. A equac@o de regressdo para a comparag&o destas 163 amostras
duplicadas foi Y = 0,98x + 0,67, R2=0,99. A Figura 2 apresenta um gréfico de dispersdo dos resultados duplicados
de CTC em amostras de sangue colhidas em doentes com MBC, representados numa escala logaritmica com o
liminar de 5 CTC indicado pelas linhas tracejadas.
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Figura 2: Reprodutibilidade de Contagens de CTC em Amostras Duplicadas de MBC (n=163) com Média de
<5 ou > 5 CTC por 7,5 mL de sangue.

Contagem de CTC do tubo 2

. " en

Contagem de CTC do tubo 1

Cancro Colorectal Metastasico (MCRC)
Procedeu-se a colheita de um total de 1.627 amostras de sangue duplicadas de 430 doentes com MCRC durante

o estudo clinico. Estas amostras foram processadas em multiplos locais para determinar a reprodutibilidade das
medicdes de CTC. A equagdo de regressado para a comparacgao destas 1.627 amostras duplicadas foi Y = 0,98x +
0,18, R2=0,96. A Figura 3 apresenta um grafico de dispersdo dos resultados duplicados de CTC em amostras de
sangue colhidas em doentes com MCRC, representados numa escala logaritmica com o liminar de 3 CTC indicado

pelas linhas tracejadas.

Figura 2 Nota: Pode
existir mais de um
ponto sobreposto por
cima de outro. Neste
gréfico, por exemplo,
existem 50 casos
(31%) em que ambos
os tubos continham 0
CTC, 18 casos (11%)
em que o Tubo 1
continha 0 CTC e 0
Tubo 2 continha 1
CTC e outros 18
casos (11%) em que
o Tubo 1 continha 1
CTC e o Tubo 2
continha 0 CTC.

Figura 3: Reprodutibilidade de Contagens de CTC em Amostras Duplicadas de MCRC (n=1627) com Média de
<3 ou > 3 CTC por 7,5 mL de sangue.
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Figura 3 Nota: Pode
existir mais de um
ponto sobreposto por
cima de outro. Neste
gréfico, por exemplo,
existem 975 casos
(60%) em que ambos
os tubos continham 0
CTC, 116 casos (7%)
em que o Tubo 1
continha 0 CTC e 0
Tubo 2 continha 1
CTC e outras 109
casos (7%) em que o
Tubo 1 continha 1 CTC
e o Tubo 2 continha
0CTC.
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Avariacdo de tubo para tubo das contagens de CTC em amostras de sangue de doentes com cancro da mama e
colorectal metastasico é apresentada nas Figura 2 e Figura 3. A distribuicdo de casos raros (como, por exemplo,
células tumorais) num determinado volume é aleatéria e independente do tipo de célula ou doenca. Este aspecto é
caracterizado de forma mais adequada utilizando a distribui¢cdo de Poisson — um método matemético utilizado na
modelacdo de sistemas, nos quais a probabilidade de ocorréncia de um determinado caso é muito baixa mas o
ntmero de oportunidades para que o caso em causa ocorra é elevado®. Para os tubos com um nimero muito
diminuto de CTC prostaticas, é razoavel esperar uma variagao nos resultados semelhante a que é ilustrada nas
Figura 2 e Figura 3. Uma vez que os dois estudos anteriores realizados em doentes com MBC e MCRC
apresentaram resultados praticamente idénticos, durante o ensaio clinico de CTC da préstata com CELLSEARCH®
nao foi realizada uma comparacéao de tubo para tubo das contagens de CTC em amostras de sangue de doentes
com cancro da prostata metastasico. Contudo, os resultados de um estudo independente, realizado no Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center e no qual se recorreu a tecnologia CELLSEARCH®, ndo demonstraram qualquer
variagdo sisteméatica de local para local ou de tubo para tubo nas contagens de CTC, num intervalo de 0 a 1192
CTC por tubo em doentes com cancro da prostata metastésico®.
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1 Doentes com Cancro da Mama Metastasico (MBC)

Foi realizado um ensaio clinico multicéntrico e prospectivo para determinar se era possivel prever a progressao da
doenca e sobrevivéncia através do nimero de CTC. Neste estudo participaram doentes com cancro da mama
metastasico com doenca mensuravel (N=177) e que estavam a iniciar uma nova linha de terapéutica. Os dados
clinicos foram analisados numa base de “intencao de tratar”. As informacdes demogréficas dos doentes sdo
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Dados demograficos dos Doentes com MBC

Categoria N=177 Doentes
Idade na linha de base Média = c:\z:\aii«;x:drén 58;8]3
Descricdo das categorias Nl’""?:z :z ti:;iai:r)iduos

1 26 (15%)
2 92 (52%)
Fase 3 26 (15%)
4 20 (11%)
Desconhecida 13( 7%)
Branca I‘lji }868:/;))
Negra o
Raca Hispanica 7( 4%)
Desconhecida 3( 2%)
0 82 (46%)
Classificagdo ECOG 1 72 (81%)
alinha de base 2 18 (10%)
Desconhecida 5( 3%)

. 0
Local da doenca V'ag:;al }gg {ggnﬁ:;
+ 121 (68%)
ER/PR - 54 (31%)
Desconhecida 2(1%)
0 91 (51%)
1+ 12( 7%)
HER2 2+ 18 (10%)
3+ 27 (15%)
Desconhecida 29 (17%)
12 linha gg “:ng)

- . a |j

Linha de terapéutica 223allllill!lll?a 67 }330/: ;
Desconhecida 2( 1%)
Quimio (Qu) 74 (42%)
Endocrina (En) 45 (25%)
Dirigida (Di) 9( 5%)
Qu/En 10 ( 6%)
Tipo de terapéutica Qu/Di 23 (13%)
En/Di 7( 4%)
Qu/En/Di 2( 1%)
Varias 2(1%)
Desconhecida 5( 3%)

A contagem de CTC na linha de base foi determinada antes do inicio de uma nova linha de terapéutica. As contagens
de CTC de seguimento foram determinadas apds o inicio da terapéutica com intervalos de cerca de 3 a 4 semanas.
Para as analises da linha de base, procedeu-se a medigcao da Sobrevivéncia livre de progressao (PFS — Progression
Free Survival) a partir da altura da colheita de sangue na linha de base até ao diagnostico de progressao por exames
de TC e/ou sinais e sintomas clinicos e a Sobrevivéncia global (0S — Overall Survival) foi medida desde a altura da
colheita de sangue na linha de base até a altura em que o doente morreu. Para as analises de seguimento, procedeu-
se a medicdo da PFS a partir da altura da colheita de sangue de seguimento até ao diagnéstico de progressao ou

morte e a 0S foi medida desde a altura da colheita de sangue de seguimento até a altura em que o doente morreu

1.1 Frequéncias de CTC

Os resultados de CTC obtidos a partir das colheitas de sangue de seguimento as 3-5 semanas, 6-8 semanas,
9-12 semanas e 13—-20 semanas ap0s o inicio da terapéutica foram classificados como sendo favoraveis (<5 CTC)
ou desfavoraveis (>5 CTC). Nos casos em que se obteve mais do que um resultado de CTC dentro de qualquer um
dos pontos temporais de seguimento designados, utilizou-se o resultado de CTC da colheita de sangue com um
maior distanciamento da colheita de sangue da linha de base.

Do total de 177 doentes com MBC, 23 ndo foram avaliados no primeiro seguimento. Destes 23 doentes, dez doentes
morreram antes de ter sido possivel realizar uma colheita de sangue de seguimento, nove doentes progrediram
antes de uma colheita de sangue de seguimento e quatro ndo realizaram o seguimento. Notavelmente, cada um
dos dez doentes que morreram apresentava contagens de CTC desde >5 a um valor extremamente elevado na
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linha de base (contagens de CTC de 9, 11, 15, 24, 111, 126, 301, 1143, 4648 e 23618). Dos 154 doentes disponiveis
para a anélise de seguimento, 132, 99, 129 e 85 realizaram uma colheita de sangue as 3-5, 6-8, 9-14 e 15-20
semanas apds o inicio da terapéutica, respectivamente.

A Tabela 3 resume o nimero total e a percentagem de doentes com CTC desfavoraveis no ensaio clinico de
Sobrevivéncia global que difere dos nimeros e percentagens de doentes no grupo de Sobrevivéncia livre de
progressao apresentados na Tabela 2. A diferenca em termos de nimero de doentes em cada ponto temporal
entre as duas tabelas deve-se a progressao de alguns doentes antes da colheita de sangue. A diferenca em
termos de nimero de doentes dentro das tabelas deve-se ao nimero de doentes com colheitas de sangue e
resultados de CTC avaliados em cada ponto temporal.

1.2 Analise da Sobrevivéncia Livre de Progressao (PFS) de Doentes com MBC
1.2.1 PFS Utilizando Resultados de CTC da Linha de Base

Todos os 177 doentes com MBC realizaram um teste CTC na linha de base. Para a analise de Kaplan-Meier, os
doentes foram divididos em dois grupos com base nas respectivas contagens de CTC na linha de base:

e 0 grupo Favoravel (N=89), representado a verde, era composto por doentes com <5 CTC.

e 0 grupo Desfavoravel (N=88), representado a vermelho, era composto por doentes com > 5 CTC.

A PFS mediana foi significativamente mais longa no grupo Favoravel em comparacdo com o grupo Desfavoravel
(7,0 vs. 2,7 meses, respectivamente). Estes resultados estdo ilustrados na Figura 1.

Figura 1: PFS de Doentes com MBC com <5 ou > 5 CTC na Linha de Base (N=177).

100%
80%— CTCI7,5mL PFS mediana em
na linha de base N (%) meses {IC de 95%)
80% <5CTC B9 (50%) 7.0 (56a89)
=1 [ df Grads

T0%—
Razdo de riscos de Cox=1,9
Qui-quadrado = 14,44

7.0 meses (Valor p = 0,0001)

Logrank p = 0,0001

10 15 20 25 30
Periodo a partir da linha de base (meses)

% de probabilidade da sobrevivéncia livre de progressao
L]
s
|

1.2.2 PFS Utilizando Resultados de CTC de Seguimento

Para a anélise de Kaplan-Meier, os doentes com MBC foram divididos em dois grupos com base nas respectivas
contagens de CTC em cada uma das varias colheitas de sangue de seguimento. Na Figura 2, estdo ilustrados
ambos os grupos de doentes em cada uma das alturas em que foi realizada uma colheita de sangue de
seguimento apos o inicio da terapéutica para PFS. Os periodos de PFS foram calculados desde a altura em que foi
realizada cada colheita de sangue e qualquer doente que tenha apresentado evidéncias de progressao antes de
uma determinada colheita de sangue foi excluido da anélise dessa e de todas as colheitas de sangue de
seguimento subsequentes. A Figura 2 ilustra a capacidade das CTC em doentes com <5 CTC e >5 as 3-5 semanas,
6-8 semanas, 9-14 semanas e 15-20 semanas ap6s o inicio da terapéutica para prever o periodo de tempo até a
progressao clinica, em 177 doentes com cancro da mama metastasico.

* 0 grupo Favoravel representado a verde seco, azul, roxo e azul turquesa, era composto por doentes com <5 CTC,

¢ 0 grupo Desfavoravel, representado a castanho, preto, cinzento e , era composto por doentes com
>5CTC
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Figura 2: PFS de Doentes com MBC com <5 ou >5 CTC a alturas de Seguimento diferentes
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A Tabela 2 resume os resultados da andlise PFS utilizando os niveis de CTC e um limiar de >5 CTC/7,5 mL em
cada um dos pontos temporais de colheita de sangue diferentes.

Tabela 2: Sobrevivéncia Livre de Progressao (PFS) para doentes com MBC com <5 ou >5 CTC em diferentes
pontos temporais

1 2 3 4 5 6

al.::ﬁ)n;rr;;:m N »5CTC PFS mediana em meses (IC de 95%) L\;;[':;:k
apos inicio Tx <5 CTC >5CTC

Linha de base 17 88 (50%) 70 (56a89) 27 (21a44) 0,0001
3-5 Semanas 126 36 (29%) 6,1 (4,7a86) 1,3 (07a27) <0,0001
6-8 Semanas 88 15 (17%) 56 (45a76) 1,4 (06 a34) 0,0001
9-14 Semanas 102 1(11%) 70 (51a88) 30 (09a48) 0,0251
15-20 Semanas 76 12(16%) 59 (38a87) 36 (07a7,0) 0,0610

Conforme ilustrado na Figura 2 e na Tabela 2, os doentes com contagens elevadas de CTC (>5 CTC/7,5 mL de
sangue total) em qualquer um dos pontos temporais apresentavam uma probabilidade muito mais elevada de
progressao rapida do que os doentes com <5 CTC. A coluna 4 da Tabela 2 indica que os periodos de PFS mediana
para os doentes com <5 CTC variaram entre 5,6 a 7,0 meses e foram consideravelmente superiores em relagdo aos
periodos de PFS mediana para os doentes com >5 CTC, que variaram entre 1,3 a 3,6 meses (coluna 5).

123 Reducéo ou Aumento de CTC Prevé uma Maior ou Menor PFS

Os periodos decorridos de PFS foram calculados a partir da colheita de sangue da linha de base. Para a analise de
Kaplan-Meier (Figura 3), os doentes com MBC foram divididos em quatro grupos com base nas respectivas
contagens de CTC na linha de base, as 3-5 semanas, 6-8 semanas, 9-14 semanas e 15-20 semanas apds o
inicio da terapéutica:

e Grupo 1 (curva verde), 83 (47%) doentes com <5 CTC em todos os pontos temporais da colheita de sangue.
Cinco (6%) destes doentes tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base, enquanto dois (2%) tinham
uma Unica colheita de sangue entre a primeira e Gltima colheita de sangue que continha >5 CTC;

e Grupo 2 (curva azul), 38 (21%) doentes com >5 CTC antes do inicio da terapéutica mas que apresentaram uma
contagem reduzida para <5 CTC na altura da Gltima colheita de sangue;

e Grupo 3(curva ), 17 (10%) doentes com <5 CTC numa colheita inicial (linha de base, 3-5 semanas
e/ou 6-8 semanas) mas que apresentaram um aumento na contagem para >5 CTC na altura da Gltima colheita
de sangue;

e Grupo 4 (curva vermelha), 39 (22%) doentes com >5 CTC em todos os pontos temporais da colheita de sangue.
Dez (26%) destes doentes tinham apenas uma colheita de sangue na linha de base.
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Figura 3: Uma Reduc@o na contagem de CTC Inferior a 5 Depois do Inicio da Terapéutica Prevé Uma PFS Mais
Longa em Doentes com MBC
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A Figura 3 mostra que os doentes com MBC com >5 CTC em todos os pontos temporais (Grupo 4) apresentaram

a PFS mediana mais curta, a qual apresentava uma diferenca significativa em comparagéo com a PFS mediana do
, Grupo 2 e Grupo 1. As diferencas entre as curvas para os demais grupos nesta figura nao foram

significativas.

1.3 Analise da Sobrevivéncia Global (0S) de Doentes com MBC

1.3.1 Analise da 0S Utilizando Resultados de CTC da Linha de Base

Os casos de morte ocorreram em 109 (62%) dos 177 doentes com MBC, com um periodo de seguimento médio

para os 68 (38%) doentes ainda vivos de 22,7 + 9,4 meses (mediana = 21,1, intervalo = 4,4 — 48,6). Na altura da

realizacdo das analises, 44 (49%) dos 89 doentes do grupo Favoravel (<5 CTC na linha de base) morreram em

comparag@o com 65 (74%) de 88 do grupo Desfavoravel (>5 CTC na linha de base).

Para a anélise de Kaplan-Meier, os doentes foram divididos em dois grupos com base nas respectivas contagens
de CTC na linha de base:

¢ 0 grupo Favoravel (N=89), representado a verde, era composto por doentes com <5 CTC.
¢ 0 grupo Desfavoravel (N=88), representado a vermelho, era composto por doentes com >5 CTC.

A 0S mediana foi significativamente mais longa no grupo Favoravel em comparacé@o com o grupo Desfavoravel
(21,9 vs. 10,9 meses, respectivamente). Estes resultados estao ilustrados na Figura 4.
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Figura 4: 0S de Doentes com MBC com <5 ou >5 CTC na Linha de Base (N=177).
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1.3.2 0S Utilizando Resultados de CTC de Seguimento

As andlises de Kaplan-Meier de ambos os grupos de doentes com MBC, em cada uma das alturas em que foi
realizada uma colheita de sangue de seguimento apés o inicio da terapéutica, estao ilustradas na Figura 5. Esta
figura ilustra a capacidade das CTC em doentes com MBC com <5 CTC e >5 as 3-5 semanas, 6-8 semanas, 9-14
semanas e 15-20 semanas apos o inicio da terapéutica para prever o periodo de tempo até a morte, em 177 doentes
com cancro da mama metastasico. Os periodos de 0S foram calculados a partir da altura em que foi realizada cada
colheita de sangue.

* 0 grupo Favoravel representado a verde seco, azul, roxo e azul turquesa, era composto por doentes com <5 CTC,

* 0 grupo Desfavoravel, representado a castanho, preto, cinzento e , era composto por doentes
com >5 CTC.

Figura 5: 0S de Doentes com MBC com <5 ou >5 CTC a alturas de Seguimento diferentes
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A Tabela 3 resume os resultados da anélise OS utilizando os niveis de CTC e um limiar de >5 CTC/7,5 mL em cada
um dos pontos temporais de colheita de sangue diferentes.
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Tabela 3: Sobrevivéncia Global (0S) para doentes com MBC com <5 ou >5 CTC em diferentes pontos temporais

1 2 3 4 5 6
Tempo fie_al’m_:slragem N 5 5CTC 0S mediana em meses (IC de 95%) Valor p
apos inicio Tx <5 CTC > 5CTC Log-rank
Linha de base 177 88 (50%) 21,9 (20,1 a28,6) 109 (7,0a152) <0,0001
3-5 Semanas 132 40 (30%) 21,7 (188a259) 62 (4,1a89) <0,0001
6-8 Semanas 99 22 (22%) 19,1 (1422 22,1) 63 (48a98) 0,0001
9-14 Semanas 129 24.(19%) 20,8 (17,8 a > 45) 6,4 (30a109) <0,0001
15-20 Semanas 85 15 (18%) 20,1 (17,1a>35) 11,3 (2,0a229) 0,0021

1.3.3 Reducéo ou Aumento de CTC Prevé uma Maior ou Menor 0S

Os periodos decorridos de OS foram calculados a partir da colheita de sangue de linha de base. Para a anélise de
Kaplan-Meier (Figura 6), os doentes foram divididos em quatro grupos com base nas respectivas contagens de
CTC na linha de base, as 3-5 semanas, 6-8 semanas, 9-14 semanas e 15-20 semanas apds o inicio da terapéutica:

e Grupo 1 (curva verde), 83 (47%) doentes com <5 CTC em todos os pontos temporais da colheita de sangue.
Cinco (6%) destes doentes tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base, enquanto dois (2%) tinham
uma unica colheita de sangue entre a primeira e Gltima colheita de sangue que continha >5 CTC;

e Grupo 2 (curva azul), 38 (21%) doentes com >5 CTC antes do inicio da terapéutica mas que apresentaram uma
contagem reduzida para <5 CTC na altura da Gltima colheita de sangue;

e Grupo 3 (curva ), 17 (10%) doentes com <5 CTC numa colheita inicial (linha de base, 3-5 semanas
e/ou 6-8 semanas) mas que apresentaram um aumento na contagem para >5 CTC na altura da dltima colheita
de sangue;

e Grupo 4 (curva vermelha), 39 (22%) doentes com >5 CTC em todos os pontos temporais da colheita de sangue.
Dez (26%) destes doentes tinham apenas uma colheita de sangue na linha de base.

A Figura 6 mostra que os doentes com MBC que ultrapassaram o limiar de 5 CTC em qualquer ponto apés o inicio
da terapéutica apresentavam uma probabilidade muito maior de terem uma sobrevivéncia global mais curta. Os
doentes com >5 CTC em todos os pontos temporais (Grupo 4) apresentaram a 0S mediana mais curta, a qual
apresentava uma diferenca significativa em comparagado com a 0S mediana do , Grupo 2 e Grupo 1. A
diferenga na sobrevivéncia mediana entre o e Grupo 1 foi igualmente significativa e embora a 0S mediana
para o tem sido mais curta em comparacdo com o Grupo 2, a diferenca néo foi estatisticamente
significativa.

A Figura 6 indica ainda que os doentes com >5 CTC na linha de base mas que, eventualmente, registaram uma
reducdo para <5 CTC apos o inicio da terapéutica, apresentaram, aproximadamente, o mesmo risco de morte que
os doentes que nunca ultrapassaram o limiar de 5 CTC.
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Figura 6: Uma Reduc@o na contagem de CTC Inferior a 5 Depois do Inicio da Terapéutica Prevé uma 0S Mais
Longa ao passo que um Aumento na Contagem de CTC de 5 ou Superior Prevé uma 0S Mais Curta em Doentes
com MBC
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Conforme ilustrado na Figura 6 e Tabela 3, nas colunas 4 e 5, os doentes com MBC com >5 CTC em qualquer um dos
pontos temporais apresentavam uma probabilidade muito mais elevada de morrer mais cedo do que os doentes
com <5 CTC. Os periodos de 0S mediana para os doentes com <5 CTC variaram entre 19,1 a 21,9 meses e foram
consideravelmente superiores em relagdo aos periodos de 0S mediana para os doentes com >5 CTC, que variaram
entre 6,2 a 11,3 meses.

1.3.4 Analise de Regressdo Univariada de Cox em Doentes com MBC

Os parametros seguintes foram analisados utilizando a analise de regressao univariada de Cox para avaliar a
associagdo com PFS e 0S: idade do doente (continuo), fase da doenga aquando do diagndstico (1-4), tempo até a
metastase (continuo), estado ECOG antes do inicio de uma nova linha de terapéutica (0-2), estado ER/PR (+/-),
estado HER2/neu (0-3+), linha de terapéutica (>23 ou 12), tipo de terapéutica (apenas quimio ou hormonal/
combinada), contagem de CTC na linha de base (>5 ou <5 CTC/7,5 mL) e contagens de CTC de seguimento as 3-5
semanas, 6-8 semanas, 9-14 semanas e 15-20 semanas ap0s o inicio da terapéutica (>5 ou <5 CTC/7,5 mL). A
Tabela 4 apresenta os resultados desta analise e a razdo dos riscos (HR) de Cox e o valor p associado (estatistica
de Z do teste de Wald), bem como o niimero de doentes em cada avaliagao.
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Tabela 4: Anélise de Regressao Univariada de Cox em Doentes com MBC

oegoiss | woge | PRI | Mich e S
Positivo | Negativo com MBC HR Valor p HR Valor p
Idade na colheita de sangue na linha de base Idade em anos 175 0,99 0,173 0,99 0,375
Fase no diagnéstico primario 4vs.3vs.2 vs. 1 164 0,97 0,723 1,00 0,969
ER/PR Positivo | Negativo 175 0,84 0,327 0,53 0,002
Her-2/neu 3+vs. 2+ vs. 1+vs. 0 148 0,91 0,207 093 0,422
Estado ECOG na linha de base 2vs.1vs.0 172 1,14 0,307 1,64 0,001
Tempo até a metéstase Tempo em anos 175 097 0,048 0,95 0,018
Linha de terapéutica >2 1a 175 1,55 0,007 191 0,001
Tipo de terapéutica Aponas oL m 197 | <«om | 22 | <oom
Namero de CTC na linha de base >5 <5 1m 1,85 <0,001 2,36 <0,001
Nimero de CTC na 35 semana >5 <5 132 2,52 <0,001 3,30 <0,001
Namero de CTC na 6 — 8 semana >5 <5 99 357 <0,001 2,81 <0,001
Namero de CTC na 9 — 14 semana >5 <5 129 2,89 <0,001 3,64 <0,001
Nimero de CTC na 15— 20 semana >5 <5 85 1,86 0,041 285 0,004
H/C/et/ou | —— Hormonal ou Imunoterapia isoladamente ou Combinacao de Hormonal e/ou Quimio e/ou Imunoterapia

1.35 Analise de Regressdo Multivariada de Cox em Doentes com MBC

Foram realizadas anélises de regressdo multivariadas de Cox em doentes com MBC para avaliar a capacidade
preditiva, independente da contagem de CTC, através do ajuste segundo os efeitos dos factores clinicos
importantes que s@o estatisticamente significativos nas anélises univariadas. Determinou-se que as CTC s&o fortes
indicadores de PFS (Tabela 5) e 0S (Tabela 6).
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Tabela 5: Analise de Regressao Multivariada de Cox da Sobrevivéncia Livre de Progressao em Doentes

com MBC
Variavel N Razéo de riscos Valor p
CTC na linha de base (<5 vs. >5) 1,69 0,001
Tempo até a metastase (ano) 7 0,98 0,154
Linha de terapéutica (1a vs. >23) 1,52 0,013
Tipo de terapéutica (Hormonal/Outra vs. Apenas Quimio) 1,74 0,001
CTC no seguimento as 3-5 semanas (<5 vs. >5) 2,32 <0,001
Tempo até a metastase (ano) 0,97 0,166
Linha de terapéutica (1a vs. >22) 132 1,68 0,008
Tipo de terapéutica (Hormonal/Qutra vs. Apenas Quimio) 1,50 0,060
CTC no seguimento as 6-8 semanas (<5 vs. >5) 2,92 <0,001
Tempo até a metastase (ano) " 0,93 0,023
Linha de terapéutica (1a vs. >22) 1,36 0,175
Tipo de terapéutica (Hormonal/Outra vs. Apenas Quimio) 1,90 0,005
CTC no seguimento as 9-14 semanas (<5 vs. >5) 2,23 0,002
Tempo até a metastase (ano) 129 0,97 0,170
Linha de terapéutica (1a vs. >22) 1,48 0,061
Tipo de terapéutica (Hormonal/Qutra vs. Apenas Quimio) 1,73 0,007
CTC no i as 15-20 (<5 vs. >5) 1,58 0,140
Tempo até a metastase (ano) & 0,96 0,064
Linha de terapéutica (1a vs. >22) 1,80 0,018
Tipo de terapéutica (Hormonal/Qutra vs. Apenas Quimio) 1,66 0,049

€631600004_PT
DS-SPE-25106



Tabela 6: Analise de Regressao Multivariada de Cox da Sobrevivéncia Global em Doentes com MBC

Variavel N Razéo de riscos Valor p
CTC na linha de base (<5 vs. >5) 2,62 <0,001
ER/PR (Negativo vs. Positivo) 0,57 0,016
Estado ECOG na linha de base (2 vs. 1vs. 0) 170 1,58 0,001
Tempo até a metastase (ano) 0,97 0,078
Linha de terapéutica (13 vs. 22) 2,33 <0,001
Tipo de terapéutica (Hormonal/Qutra vs. Apenas Quimio) 1,78 0,006
CTC no seguimento as 3-5 semanas (<5 vs. >5) 378 <0,001
ER/PR (Negativo vs. Positivo) 0,51 0,020
Estado ECOG na linha de base (2 vs. 1 vs. 0) 130 1,69 0,001
Tempo até @ metastase (ano) 0,96 0,142
Linha de terapéutica (1a vs. 22) 2,30 0,001
Tipo de terapéutica (Hormonal/Outra vs. Apenas Quimio) 1,72 0,026
CTC no seguimento as 6-8 semanas (<5 vs. >5) 2,88 0,001
ER/PR (Negativo vs. Positivo) 0,58 0,062
Estado ECOG na linha de base (2 vs. 1vs. 0) % 1,32 0,173
Tempo até a metastase (ano) 0,94 0,135
Linha de terapéutica (1a vs. 22) 2,51 0,001
Tipo de terapéutica (Hormonal/Qutra vs. Apenas Quimio) 2,33 0,003
CTC no seguimento as 9-14 semanas (<5 vs. >5) 4,14 <0,001
ER/PR (Negativo vs. Positivo) 0,39 0,002
Estado ECOG na linha de base (2 vs. 1vs. 0) 129 1,57 0,016
Tempo até a metastase (ano) 0,98 0,388
Linha de terapéutica (12 vs. 23) 2,21 0,003
Tipo de terapéutica (Hormonal/Qutra vs. Apenas Quimio) 2,28 0,003
CTC no i as 15-20 (<5 vs. >5) 344 0,006
ER/PR (Negativo vs. Positivo) 0,38 0,024
Estado ECOG na linha de base (2 vs. 1vs. 0) - 1,33 0,321
Tempo até a metastase (ano) 0,94 0,150
Linha de terapéutica (12 vs. 23) 343 0,001
Tipo de terapéutica (Hormonal/Qutra vs. Apenas Quimio) 1,67 0,166

1.4  Utilizacao de CTC para Monitorizar o Estado Clinico do Cancro da Mama Metastasico
1.4.1 Relacdo entre sobrevivéncia, CTC e avaliacdo da doenca por imagiologia

A radiologia consiste num dos principais métodos de determinacdo do estado da doenca e resposta a terapéutica
nos doentes com cancro da mama metastésico. Para estabelecer relagdo das CTC, com o estado clinico, conforme
determinado pela imagiologia, as CTC (medidas em dois pontos temporais diferentes) e os resultados de imagiologia
foram comparados 1) com a sobrevivéncia global do ponto final clinico verdadeiro 2) entre si.

142 CTC

Os dados anteriores demonstraram que os doentes com >5 CTC / 7,5mL de sangue, em qualquer consulta de
seguimento subsequente ap6s o inicio da terapéutica, apresentavam uma probabilidade mais elevada de doenca
progressiva e sobrevivéncia global reduzida em comparacao com os doentes com <5 CTC /7,5 mL de sangue. Os
resultados de CTC obtidos no primeiro seguimento apds o inicio da terapéutica, bem como os resultados de CTC
obtidos no espaco de + um més do estudo imagiolégico foram classificados como <5 CTC e >5 CTC. Nos casos em
se obteve mais do que um valor de CTC no espacgo de + més do estudo imagioldgico, utilizou-se o resultado de CTC
obtido mais préximo da data do estudo imagioldgico.
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1.4.3 Imagiologia

Todos os locais de imagiologia estavam em conformidade com os padrdes Digital Imaging and Communications in
Medicine (DICOM). Com base na utilizagdo de imagens digitais normalizadas, dois especialistas em radiologia
(leitores), a trabalhar individualmente e sem conhecimento das informag@es clinicas, classificaram cada avaliagéo
de seguimento da doenca (total de 231 estudos de imagiologia) de 138 doentes com doenga mensuravel como
indeterminada (1), doenca estéavel (S), resposta parcial (PR) ou doenga progressiva (PD), de acordo com os critérios
bidimensionais da Organizagdo Mundial de Satide (OMS). A doenga mensuravel foi definida como a presenca de, pelo
menos, uma lesao com >2 cm na sua dimensao mais longa. Os leitores identificaram até oito lesdes por doente em
cada ponto temporal, descrevendo a dimens@o mais longa da les@o e a dimensao perpendicular mais longa. Estas
duas dimensdes foram multiplicadas e foi apresentado o “produto vectorial”. Procedeu-se ao célculo das medicdes
somadas para os produtos vectoriais e foi determinada a percentagem de alterag@o a partir do ponto temporal
anterior. Embora todos os doentes apresentassem uma doenca mensuravel, foram incluidas lesdes ndo mensuraveis
(mesmo assim detectaveis por radiologia) na determinagdo do estado do doente, conforme descrito nas directrizes
da OMS. A doenca progressiva foi definida como um aumento >25% na soma de todas as lesdes ou aparecimento
de uma nova les@o mensuravel ou ndo mensuravel. A resposta parcial foi definida como uma redug@o na soma de
todas as lesGes de >50% e auséncia de novas lesdes.

As interpretacdes radiolégicas dos dois especialistas em radiologia foram classificadas da seguinte forma:
e Considerou-se que tanto S como PR reflectiam a existéncia de doenca n&o progressiva (NPD)
* Considerou-se que PD reflectia a existéncia de doenga progressiva

e Nas situacdes em que um dos radiologista atribuiu uma classificacao de Indeterminada (I) mas o outro
radiologista atribuiu uma classificagdo de S, PR ou PD, foi utilizada a classificagdo do segundo radiologista
para a comparagdo com CTC (n=11)

¢ Quando ambos os radiologistas atribuiram uma classificagdo de Indeterminada (1), os dados n&o foram utilizados
na comparagdo com CTC (n=3)

¢ Um terceiro radiologista independente pronunciou uma decisdo em relacdo as discordéncias existentes entre
os dois leitores principais relativamente a PD e NPD (n=27)

* Nas situagdes em que o terceiro radiologista independente atribuiu uma classificagcdo de Indeterminada (1), os
dados nao foram utilizados na comparagao com CTC (n=2)

* Nos estudos de imagiologia em série, os resultados de radiologia que ocorreram em menos de um més apds
uma observagao anterior classificada ndo foram utilizados (n=1)

1.4.4 Relacao entre sobrevivéncia, imagiologia e CTC

Foram realizadas anélises de Kaplan-Meier em separado para comparar a sobrevivéncia global de doentes com MBC
nos grupos Favoravel (<5 CTC) e Desfavoravel (>5 CTC) utilizando resultados de CTC obtidos em dois pontos
temporais diferentes e o primeiro estudo imagioldgico de seguimento. Com base nos resultados dos primeiros
estudos de imagiologia de seguimento realizados nas 10,1 + 5,1 semanas (mediana = 9,0 semanas) ap6s o inicio da
terapéutica (ou seja, a colheita de sangue na linha de base), a sobrevivéncia mediana dos 96 (70%) doentes, que
segundo a imagiologia tinham NPD, foi de 23,8 meses (IC de 95% entre 20,4 a 28,6) (Figura 7, Tabela 7). Para os 42
(30%) doentes, que segundo a imagiologia tinham PD, a sobrevivéncia mediana foi de 12,9 meses (IC de 95% entre
71e193).

Para as CTC na primeira colheita de sangue de seguimento, realizada nas 4,3 + 2,5 semanas (mediana = 4,0 semanas)
apos o inicio da terapéutica, a sobrevivéncia mediana de 104 (75%) doentes com resultados de CTC Favoraveis
(<5 CTC) foi de 21,9 meses (IC de 95% entre 20,4 e 26,9) (Figura 8, Tabela 7). Trinta e quatro (34) doentes (25%) com
resultados de CTC Desfavoraveis (>5 CTC) apresentavam uma sobrevivéncia mediana de 8,3 meses (IC de 95%
entre 59 a 15,1).

De modo a determinar se as avaliagdes de CTC realizadas numa altura mais proxima da imagiologia resultavam em
perspectivas de sobrevivéncia semelhantes em comparagéo as avaliagdes de CTC realizadas no espaco de,
aproximadamente, 4 semanas ap6s o inicio da terapéutica, foram apenas analisados os doentes com avaliacdes
de CTC realizadas no espago de + um més do primeiro estudo imagioldgico de seguimento (9,9 + 5,1 semanas,
mediana = 8,8 semanas, apds o inicio da terapéutica) (Figura 9, Tabela 7). Cento e trinta e quatro (134) dos 138
doentes (97%) apresentavam avaliagdes de CTC no espago de um més do primeiro estudo imagioldgico de
seguimento. A sobrevivéncia mediana de 105 (78%) doentes com resultados de CTC Favoraveis foi de 21,9 meses
(IC de 95% entre 19,9 e 31,6). Para 29 (22%) doentes com resultados de CTC Desfavoraveis, a sobrevivéncia
mediana foi de 8,5 meses (IC de 95% entre 5,5 e 15,1). Estes dados demonstram que as avaliagdes de CTC em
ambos os pontos temporais fornecem resultados semelhantes em relagdo aos exames de imagiologia realizados,
aproximadamente, 9 semanas apos o inicio da terapéutica (Clin. Cancer Res. Vol 12: 6403-6409, Novembro 2006).
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Tabela 7: 0S de Doentes com MBC com uma avaliacao de CTC, aproximadamente, um més apos o inicio da
terapéutica e no espaco de um més da avaliacdo radiologica

N Sobrevivéncia mediana e (IC de 95%) meses

Imagiologia 138
Favoravel (NPD) 96 (70%) 23,8 (20,4 - 28,6)
Desfavoravel (PD) 42 (30%) 129(71-193)

CTC do 1 seguimento 138
favoravel (<5) 104 (75%) 21,9(20,4 - 26,9)
desfavoravel (>5) 34 (25%) 83(59-151)

CTC (+1 més apés imagiologia) 134*
favoravel (<5) 105 (78%) 21,9(19,9 - 31,6)
desfavoravel (>5) 29 (22%) 85( 55-151)

*Des évaluations des CTC ont été réalisées chez 134 des 138 patientes moins d'1 mois avant ou aprés 'imagerie médicale.

Figura 7: Correlacdo da Avaliacao Radioldgica e de CTC com 0S: 0S de Doentes com MBC com NPD ou PD no
1° Estudo Imagioldgico de Segui (N=138)
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Figura 8: Correlacd@o da Avaliacao Radioldgica e de CTC com 0S: 0S de Doentes com MBC com <5 ou >5 CTC no
1° Seguimento apos o Inicio da Terapéutica (N=138)
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Figura 9: Correlacéo da Avaliacao Radioldgica e de CTC com 0S: 0S de Doentes com MBC com <5 ou >5 CTC no
espaco de + 1 Més do 1° Estudo Imagioldgico de Seguimento (N=134)
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1.45 Concordancias entre CTC e Monitorizacédo Radioldgica

Conforme referido anteriormente, os estudos de imagiologia constituem um importante componente dos padrdes
de cuidados de sadde actuais para determinar a progressdo da doenca e resposta ao tratamento no cenério de
cancro da mama metastéasico. Para melhor corroborar a eficacia de CTC na realizacdo destas avaliagdes clinicas
(Clin. Cancer Res. Vol 12: 6403-6409, Novembro 2006), foram elaboradas classificagdes em tabelas 2x2 das
observagdes concordantes e discordantes entre CTC e imagiologia radioldgica, utilizando os critérios
anteriormente descritos.

Utilizando apenas o 1o estudo imagiolégico de seguimento, a resposta radiolégica nesta consulta foi comparada
com os resultados de CTC obtidos no espago de + um més ap6s o estudo imagioldgico. No total, 134 dos 138
doentes (97%) com MBC apresentavam resultados de CTC em conformidade com o referido critério. O resultado
desta comparacéo ao nivel dos doentes entre a contagem de CTC e imagiologia é apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8: Comparacéo ao Nivel dos Doentes com MBC de CTC e Imagiologia

CTC no espaco de + 1 més apos imagiologia

Resposta no 1° estudo Total
imagiolégico de seguimento <5 CTC/7,5mL >5CTC/7,5mL
Doenca n@o progressiva 85 9 94
Doenca progressiva 20 20 40
Total 105 29 134
Inferior IC Superior IC
Medicao Estimativa de 95% de 95%
% de concordéncia positiva 50% 34% 66%
% de concordancia negativa 90% 83% 96%
Valor preditivo positivo 69% 49% 85%
Valor preditivo negativo 81% 72% 88%
Concordancia global 78% 70% 85%
Razdo de probabilidades (odds ratio) 94 34 26,8

Utilizando todos os estudos de imagiologia de seguimento realizados ap6s o inicio da terapéutica nos 138 doentes
com MBC que apresentaram resultados de resposta radioldgica utilizaveis (n=225), estes resultados foram entdo
comparados com os resultados de CTC obtidos no espaco de + um més apés o estudo imagiolégico. No total, 219
dos 225 (97%) estudos de imagiologia apresentaram resultados de CTC em conformidade com este critério. 0
resultado desta comparacg@o ao nivel da observacédo entre a contagem de CTC e imagiologia é apresentado na
Tabela 9.

Tabela 9: Comparacao ao Nivel da Observacado de MBC de CTC e Imagiologia

R em todos os d CTC no espaco de + 1 més apos imagiologia Total
de imagiologia de seguimento <5 CTC/7,5mL >5CTC/7,5mL
Doenca n@o progressiva 151 16 167
Doenca progressiva 30 22 52
Total 181 38 219
Inferior IC Superior IC
Medicao Estimativa de 95% de 95%
% de concordéncia positiva 42% 29% 57%
% de concordancia negativa 90% 85% 94%
Valor preditivo positivo 58% 41% 74%
Valor preditivo negativo 83% 1% 89%
Concordancia global 79% 3% 84%
Razdo de probabilidades (odds ratio) 6,9 30 15,8

Nas observacdes em série, apenas uma minoria das transi¢des para resultados de imagiologia entre doenga ndo
progressiva e doenca progressiva coincidiu com uma transicdo de contagens correspondente de CTC entre <5 e
>5CTC/75mL.

Uma vez que o valor progndstico dos resultados de CTC num ponto temporal anterior era equivalente ao dos
resultados de CTC na altura dos exames de imagiologia (Figura 8 e Figura 9), foi realizada uma comparagao ao nivel
dos doentes utilizando os resultados apenas do 1° estudo imagioldgico de seguimento, realizado aproximadamente
9 semanas apos o inicio da terapéutica, e os resultados de CTC obtidos no 1° seguimento, realizado
aproximadamente 4 semanas ap0s o inicio da terapéutica. Todos os 138 doentes com MBC apresentaram
resultados de CTC em conformidade com este critério. O resultado desta comparag@o ao nivel dos doentes entre a
contagem de CTC num ponto temporal anterior e imagiologia é apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10: Comparacéo ao Nivel dos Doentes com MBC de CTC e Imagiologia

Resposta no 1° estudo imagiolégi CTC no 1° seguimento Total
de seguimento <5 CTC/7,5mL >5CTC/7,5mL
Doenca n@o progressiva 84 12 96
Doenca progressiva 20 22 42
Total 104 34 138
Inferior IC Superior IC
Medicao Estimativa de 95% de 95%
% de concordéncia positiva 52% 36% 68%
% de concordancia negativa 88% 79% 93%
Valor preditivo positivo 65% 46% 80%
Valor preditivo negativo 81% 2% 88%
Concordancia global 1% 69% 84%
Razdo de probabilidades (odds ratio) 7,7 30 19,9

1.46 CTC como um Complemento a Imagiologia

Embora a concordancia global entre a contagem de CTC e a imagiologia tenha sido boa (aproximadamente 78%),
verificou-se uma discordancia em, aproximadamente, 22% dos doentes com MBC. Uma vez que as informagdes
provenientes de avaliagcoes de CTC se destinam a ser utilizadas em conjunto com outras modalidades de diagnéstico
para tomar decis@es relativamente ao tratamento, a avaliagao de CTC no 1° seguimento (aproximadamente 4
semanas apos o inicio da terapéutica) e os exames de imagiologia nos grupos seguintes foram comparados em
termos de 0S, para determinar quais dos resultados discordantes melhor reflectiam o prognéstico do doente
(Figura 10):

e Grupo 1(curva verde), 84 (61%) doentes com <5 CTC no 1° seguimento e NPD;

e Grupo 2 (curva azul), 20 (14%) doentes com <5 CTC no 1° seguimento e PD;

e Grupo 3 (curva ), 12 (9%) doentes com >5 CTC no 1° seguimento e NPD;
e Grupo 4 (curva vermelha), 22 (16%) doentes com >5 CTC no 1° seguimento e PD.

Neste estudo, a determinagdo de CTC consiste num forte indicador independente da sobrevivéncia global. Os
resultados do estudo indicaram que a combinag&o de CTC com avaliacdes radioldgicas fornece a avaliagdo mais
exacta do prognéstico.

Figura 10: 0S de Doentes com MBC nos Grupos 1, 2, 3 e 4 utilizando a 1° avaliacao de CTC de seguimento apés o
Inicio da Terapéutica (n=138) e o Estado da Doenca Determinado no 1° Estudo Imagioldgico de Seguimento
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15 Variahilidade das Avaliacdes de CTC e Radioldgicas
151 CTC

As variabilidades inter-leitor das contagens de CTC na primeira colheita de sangue de seguimento foi determinada
através da contagem do niimero de casos nos quais o operador no local de teste ndo estava em concordancia com
o laboratério central na classificacdo de uma amostra como >5 CTC versus <5 CTC. Num subconjunto de 71 doentes,
procedeu-se a colheita e processamento de dois tubos de sangue e foi realizada a comparacéo da classificagcado

de >5 CTC versus <5 CTC em cada um dos dois tubos, conforme determinado pelo local e pelo laboratério central.

1.5.2 Imagiologia

A variabilidade inter-leitor foi determinada através da comparacao das interpretagdes radiolégicas dos dois
radiologistas, classificadas como NPD vs. PD. A variabilidade intra-leitor foi calculada através da comparacao das
interpretacdes radioldgicas dos dois radiologistas num subconjunto de doentes, no qual cada radiologista
determinou a resposta em trés sessdes separadas, com um intervalo minimo de uma semana entre estas. Além
disso, foram estudados os segmentos de imagiologia das avaliagdes posteriores nestes 138 doentes com MBC e
avaliagdes de CTC antes do inicio da terapéutica e seguimentos posteriores.

Tabela 11: Variabilidade das Avaliagdes Radioldgicas e de CTC em Doentes com MBC

Radiologia CTC/7,5mL
n NPD vs. PD n <5vs. 25
discordancia discordancia
Inter-leitor
1° seguimento 132 11,4% 138 0,7%
Qualquer seguimento 217 13,4% 695 1,0%
Intra-leitor
1° seguimento
Leitor 1 (Radiologia) 24 25,0% — —
Leitor 2 (Radiologia) 22 9,1% — —
Qualquer seguimento
Leitor 1 (Radiologia) 30 20,0% — —
Leitor 2 (Radiologia) 28 10,7% — —
Tubo a tubo de CTC
1° seguimento — — n 5,6%
Qualquer seguimento — — 403 5,5%

A Tabela 11 demonstra que a variabilidade inter-leitor das determinacdes radioldgicas foi significativamente mais
elevada tanto na primeira avaliagdo de seguimento da doenca, como em todas as avaliac@es de seguimento
subsequentes da doenga, quando comparada com a variabilidade inter-leitor das contagens de CTC nos mesmos
grupos (Fisher, P<0,001).

Nos casos em que se observou uma discordéncia entre a avaliacdo de CTC e radioldgica, concluiu-se que a
contagem de CTC fornecia uma avaliagdo mais exacta do prognéstico.

2 Doentes com Cancro Colorectal Metastasico (MCRC)

Foi realizado um ensaio clinico multicéntrico e prospectivo para determinar se era possivel prever a progressao da
doenca e sobrevivéncia através do nimero de CTC. Neste estudo participaram doentes com cancro colorectal
metastasico com doenga mensuravel (N=430) e que estavam a iniciar uma nova linha de terapéutica. Os dados
clinicos foram analisados numa base de “intencéo de tratar”. As informagdes demograficas dos doentes sdo
apresentadas na Tabela 12.

A contagem de CTC na linha de base foi determinada antes do inicio de uma nova linha de terapéutica. As contagens
de CTC de seguimento foram determinadas apds o inicio da terapéutica com intervalos de cerca de 3 a 4 semanas.
Para as analises da linha de base, procedeu-se a medi¢cdo da Sobrevivéncia livre de progresséo (PFS — Progression
Free Survival) a partir da altura da colheita de sangue na linha de base até ao diagnéstico de progressao por
exames de TC e/ou sinais e sintomas clinicos e a Sobrevivéncia global (0S — Overall Survival) foi medida desde a
altura da colheita de sangue na linha de base até a altura em que o doente morreu. Para as anélises de seguimento,
procedeu-se a medi¢do da PFS a partir da altura da colheita de sangue de seguimento até ao diagnéstico de
progressdo ou morte e a 0S foi medida desde a altura da colheita de sangue de seguimento até a altura em que o
doente morreu.
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Tabela 12: Dados demograficos dos Doentes com MCRC

Categoria N=430 doentes
Idade na linha de base(em anos) Média + desvio padrao (Mediana) 63,0 + 12,6 (64)
Anos até a metastase Média + desvio padrao (Mediana) 09=+14 (0,1)
Descricao das categorias Nimero de individuos (% do total)
Feminino 192 (45%)
Sexa Masculino 238 (55%)
Branca 305 ((71“//0))
Negra 44 (10%
Raga Outro 12 ( 3%)
Desconhecida 69 (16%)
0 196 (46%)
Classificacao ECOG na 1 187 (43%)
linha de base 2 31 ( 7%)
Desconhecida 16 ( 4%)
Colon 292 (68%)
Tipo de tumor no Rectal 71 (17%)
diagnéstico primario Colorectal 66 (15%)
Desconhecida 1(0%)
1 12 ( 3%)
o
Fase no 2 15 (”4")
diagnésti P 3 118 (27%)
lagnostico primario 4 232 (54%)
Desconhecida 23 ( 5%)
< " Non 17 (27%)
Metastases no figado Oui 313 (73%)
1a linha 309 (72%)
Linha de terapéutica 2a linha 95 (22%)
3alinha 26 ( 6%)
Bevacizumah 243 :56“;0;
P Irinotécan 103 (24%
Tipo de terapéutica Oxaliplatine 253 (59%)
Desconhecida 25 ( 6%)

21  Frequéncias de CTC

Do total de 430 doentes com MCRC, 9 tinham uma colheita de sangue na linha de base e mais nenhuma colheita de
sangue de seguimento. Destes 9 doentes, quatro doentes morreram antes de ter sido possivel realizar uma colheita
de sangue de seguimento, dois interromperam a terapéutica devido a toxicidade relacionada com o tratamento,
um doente foi submetido a uma cirurgia para remover a doenca mensuravel em causa, um doente recusou-se
continuar com o tratamento e um doente recusou-se a ser submetido a novas colheitas de sangue. Dos restantes
doentes, 362, 342, 321, e 211 realizaram colheitas de sangue de seguimento as 1-2 semanas, 3-5 semanas, 6-12
semanas e 13-20 semanas, respectivamente, apoés o inicio da terapéutica. A diferenca em termos de nimero de
doentes avaliados quanto a PFS e 0S em cada ponto temporal deve-se a progressao de alguns doentes antes da
colheita de sangue, ao passo que a diferenga em termos de nimero de doentes em cada ponto temporal deve-se
ao nimero de doentes com colheitas de sangue e resultados de CTC avaliados.

Na Tabela 13 é apresentado o nimero de doentes em cada ponto temporal que foram excluidos das anélises de
PFS, OS ou PFS e 0S e os motivos da excluséo.

Tabela 13: Exclusdes das Analises de Sobrevivéncia Livre de Progressao e Global em Doentes com MCRC
progression et de survie globale

Motivos de exclusdo dos doentes com MCRC das seguintes analises: N. total de doentes
Periodo PFSe 0S Apenas PFS | Apenas 0§ | com MCRC avaliados:
em que foi
realizada a Colheita de .
colheitade | Colheita sangue se tslil:nrlmn Sem s(;ﬂlh:;t: d:s Pas de suivi
sangue de sangue | realizada 1-7 a 6ga data da resultados a gata dpe apres la date PES 0s
nao dias apos a pos a cata de CTC pr =~ | du prélévement
realizad Imini: a liavei: o sanguin
da terapéutica sangue doenga
Linha de base 1 " 0 5 0 0 413 M3
1-2 Semanas 68 0 0 5 1 0 356 357
3-5 Semanas 88 0 1 8 4 0 329 333
6-12 Semanas 109 0 4 7 26 0 284 310
13-20 Semanas 219 0 9 8 14 1 180 193
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Os resultados de CTC obtidos a partir das colheitas de sangue de seguimento as 1-2 semanas, 3-5 semanas,
6-12 semanas e 13-20 semanas apds o inicio da terapéutica foram classificados como sendo favoraveis (<3 CTC)
ou desfavoraveis (>3 CTC). Nos casos em que se obteve mais do que um resultado de CTC dentro de qualquer um
dos pontos temporais de seguimento designados, utilizou-se o resultado de CTC da colheita de sangue com um
maior distanciamento da colheita de sangue da linha de base.

A Tabela 15 resume o nimero total de doentes com MCRC e a percentagem de doentes com CTC desfavoraveis no
ensaio clinico que difere dos nameros e percentagens de doentes no grupo de Sobrevivéncia livre de progressao
apresentados na Tabela 14.

22  Analise da Sobrevivéncia Livre de Progressao (PFS) de Doentes com MCRC
221 PFS Utilizando Resultados de CTC da Linha de Base

Quatrocentos e treze (413) dos 430 doentes com MCRC tinham disponivel um resultado de CTC da linha de base.
Para a andlise de Kaplan-Meier, os doentes foram divididos em dois grupos com base nas respectivas contagens
de CTC na linha de base:

* 0 grupo Favoravel (N=305), representado a verde, era composto por doentes com <3 CTC.
¢ 0 grupo Desfavoravel (N=108), representado a vermelho, era composto por doentes com >3 CTC.

A PFS mediana foi significativamente mais longa no grupo Favoravel em comparacéo com o grupo Desfavoravel
(7,9 vs. 4,5 meses, respectivamente). Estes resultados estdo ilustrados na Figura 11 e Tabela 14.

Figura 11: PFS de Doentes com MCRC com <3 ou >3 CTC na Linha de Base (N=413).
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E’ 90% linha de base N (%) meses (IC de 95%)
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2.2.2 PFS Utilizando Resultados de CTC de Seguimento

Para a analise de Kaplan-Meier, os doentes com MCRC foram divididos em dois grupos com base nas respectivas
contagens de CTC em cada uma das varias colheitas de sangue de seguimento. Os resultados relativos a ambos os
grupos de doentes, em cada uma das alturas em que foi realizada uma colheita de sangue de seguimento ap6s o
inicio da terapéutica para PFS, estdo ilustrados na Figura 12. Os periodos de PFS foram calculados a partir da altura
em que foi realizada cada colheita de sangue e qualquer doente que apresentasse indicios de progressao antes de
uma determinada colheita de sangue foi excluido da anélise da colheita em causa e de todas as colheitas de
sangue de seguimento subsequentes. A Figura 12 ilustra a capacidade das CTC em doentes com MCRC com <3 e
>3 CTC 1-2 semanas, 3-5 semanas, 6-12 semanas e 13-20 semanas ap6s o inicio da terapéutica para fins de
previsdo da PFS.

* 0 grupo Favoravel representado a verde seco, azul, roxo e azul turquesa, era composto por doentes com <3 CTC,

e 0 grupo Desfavoravel, representado a castanho, preto, cinzento e , era composto por doentes
com >3 CTC.
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Figura 12: PFS de Doentes com MCRC com <3 ou >3 CTC a alturas de Seguimento diferentes
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A Tabela 14 resume os resultados da anélise PFS utilizando os niveis de CTC e um limiar de >3 CTC/7,5 mL em cada
um dos pontos temporais de colheita de sangue diferentes.

Tabela 14: Sobrevivéncia Livre de Progresséo (PFS) para doentes com MCRC com <3 ou >3 CTC em diferentes
pontos temporai

1 2 3 4 5 6

Tempo ’de_a[m_rstragem N >3CTC PFS mediana em meses (IC de 95%) Valor p
apos inicio Tx <3 CTC >3 CTC Log-rank

Linha de base 413 108 (26%) 79 (70-86) 45 (37-63) 0,0002

1-2 Semanas 356 41 (12%) 73 (65-81) 38 (1,9-51) <0,0001

3-5 Semanas 329 39 (12%) 638 (6,1—-7,6) 19 (1,2-44) <0,0001

6-12 Semanas 284 18 ( 6%) 65 (58-7,7) 2,0 (05-25) <0,0001

13-20 Semanas 180 16 ( 9%) 6,3 (49-74) 12 (0,1-223) <0,0001

Conforme ilustrado na Figura 12 e Tabela 14, os doentes com MCRC com contagens elevadas de CTC (>3 CTC/7,5 mL
de sangue total) em qualquer um dos pontos temporais apresentavam uma probabilidade muito mais elevada de
progressdo rapida do que os doentes com <3 CTC. A coluna 4 da Tabela 14 indica que os periodos de PFS mediana
para os doentes com <3 CTC variaram entre 6,3 a 7,9 meses e foram consideravelmente superiores em relagdo aos
periodos de PFS mediana para os doentes com >3 CTC, que variaram entre 1,2 a 4,5 meses (coluna 5).

223 Reducédo ou Aumento de CTC Prevé uma Maior ou Menor PFS

Os periodos decorridos de PFS foram calculados a partir da colheita de sangue da linha de base. Para a analise

de Kaplan-Meier (Figura 13), os doentes com MCRC foram divididos em quatro grupos com base nas respectivas
contagens de CTC na linha de base, as 1-2 semanas, 3-5 semanas, 612 semanas e 13-20 semanas apds o inicio
da terapéutica:

e Grupo 1 (curva verde), 303 (70%) doentes com <3 CTC em todos os pontos temporais. Sete (2%) destes doentes
tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base, enquanto oito (3%) tinham uma Gnica colheita de
sangue entre a primeira e Ultima colheita de sangue que continha >3 CTC;

e Grupo 2 (curva azul), 74 (17%) doentes com >3 CTC antes do inicio da terapéutica mas que apresentaram uma
contagem reduzida para <3 CTC na altura da tltima colheita de sangue;

¢ Grupo 3 (curva ), 29 (7%) doentes com <3 CTC numa colheita inicial (linha de base, 1-2 semanas
e/ou 3-5 semanas) mas que apresentaram um aumento na contagem para >3 CTC na altura da Gltima colheita
de sangue;

e Grupo 4 (curva vermelha), 24 (6%) doentes com >3 CTC em todos os pontos temporais. Trés (13%) destes doentes
tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base, um (4%) tinham apenas uma colheita de sangue
realizada entre 3-5 semanas e um (4%) tinha uma nica colheita de sangue entre a primeira e Gltima colheita de
sangue que continha <3 CTC.
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Figura 13: Uma Reducéo na contagem de CTC Inferior a 3 Depois do Inicio da Terapéutica Prevé Uma PFS Mais
Longa em Doentes com MCRC

100%- PFS mediana em
" Grupo Descrigio N (%) meses (IC de 95%)
1 <3 CTC em todas as colheitas 303 (70%) 81[7,2ak7)
4 90%— 2 23 nalinha de base & <3 CTC na dMtima colheita T4 (17%) 724.2a8.2)
S 80%- X . PICTE me sles o ndian ¢ e T
[
o
@ T0%
Z
4 ! 60%- Valor p
5 das curvas logrank*
Ty e fider Rinn 2 0,0951
<0,0001
a2 40%— <0,0001
0,0112
| 30% <0,0001
§ 20%— 0,0414
=
: 10% 1
. 0%- e il e
‘8 F o T TE TR LT T T E T Er L d LT Ty
pr 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Periodo a partir da colheita de sangue na linha de base (meses)

A Figura 13 demonstra que os doentes com MCRC com >3 CTC em todos os pontos temporais (Grupo 4)
apresentaram a PFS mediana mais curta, a qual apresentava uma diferenca significativa em comparacéo com a
PFS mediana do , Grupo 2 e Grupo 1. A diferenca na PFS mediana entre os doentes que apresentaram uma
reducdo de CTC apés o inicio da terapéutica (Grupo 2) era significativamente maior em comparag&o com os
doentes que apresentaram um aumento de CTC ( ).

23  Analise da Sobrevivéncia Global (0S) de Doentes com MCRC
2.3.1 Analise da 0S Utilizando Resultados de CTC da Linha de Base

Os casos de morte ocorreram em 202 (47%) dos 430 doentes com MCRC, com um periodo de seguimento médio
para os 228 (53%) doentes ainda vivos de 12,6 + 6,5 meses (mediana = 11,0, intervalo = 0,8 a 30,0). Na altura da
realizacdo das analises, 124 (41%) dos 305 doentes do grupo Favoréavel (<3 CTC na linha de base) morreram em
comparaga@o com 68 (63%) de 108 do grupo Desfavoravel (>3 CTC na linha de base).

Para a analise de Kaplan-Meier, os doentes foram divididos em dois grupos com base nas respectivas contagens
de CTC na linha de base:

e 0 grupo Favoravel (N=305), representado a verde, era composto por doentes com <3 CTC.

e 0 grupo Desfavoravel (N=108), representado a vermelho, era composto por doentes com >3 CTC.

A 0S mediana foi significativamente mais longa no grupo Favoravel em comparacao com o grupo Desfavoréavel
(18,5 vs. 9,4 meses, respectivamente). Estes resultados estao ilustrados na Figura 14.
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Figura 14: 0S de Doentes com MCRC com <3 ou >3 CTC na Linha de Base (N=413).
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2.3.2 0S Utilizando Resultados de CTC de Seguimento

As andlises de Kaplan-Meier de ambos os grupos de doentes com MCRC, em cada uma das alturas em que foi
realizada uma colheita de sangue de seguimento ap6s o inicio da terapéutica, estdo ilustradas na Figura 15. Esta
figura ilustra a capacidade das CTC em doentes com MCRC com <3 CTC e >3 as 1-2 semanas, 3-5 semanas,
6-12 semanas e 13-20 semanas apds o inicio da terapéutica para prever o periodo de tempo até a morte, em 421
doentes com cancro colorectal metastésico. Os periodos de 0S foram calculados a partir da altura em que foi
realizada cada colheita de sangue.

e 0 grupo Favoravel representado a verde seco, azul, roxo e azul turquesa, era composto por doentes com <3 CTC,
* 0 grupo Desfavoravel, representado a castanho, preto, cinzento e , era composto por doentes
com >3 CTC.

Figura 15: 0S de Doentes com MCRC com <3 ou >3 CTC a alturas de Seguimento diferentes.

100%
<3 CTC as: >3 CTC as:
Q0% 1- 2 semanas (n=316) 1- 2 semanas [n=41)
3- 5semanas (n=292) 3- 5semanas (n=41)
o 80% 6-12 semanas (n=285) 6-12 semanas (n= 25)
E 13-20 semanas (n=172) 13.3 n
T0%—
60%
<
B e . T e e T
o
3
= 40%-
£
? 30%-
L
S 20%
=
10%-] 1
=4 i
| S PR BRGE ERa . L oo i N R NI SRR SRS D W GRS DR R T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Periodo a partir da colheita de

A Tabela 15 resume os resultados da anélise 0S utilizando os niveis de CTC e um limiar de >3 CTC/7,5 mL em cada
um dos pontos temporais de colheita de sangue diferentes.
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Tabela 15: Sobrevivéncia Global (0S) para doentes com MCRC com <3 ou >3 CTC em diferentes pontos temporais

1 2 3 4 5 6

Tempo ,de_a!m_istragem N S3¢TC 0S mediana em meses (IC de 95%) Valor p
apos inicio Tx <3 CTC >3CTC Log-rank
Linha de base 413 108 (26%) 18,5 (155-21,2) 94 (75-11,6) <0,0001

1-2 Semanas 357 41 (11%) 15,7 (14,3-18,4) 6,1 (49-289) <0,0001

3-5 Semanas 333 41 (12%) 16,4 (141-1823) 44 (26-87) <0,0001
6-12 Semanas 310 25 ( 8%) 15,8 (13,8-19,2) 33 (1,8-56) <0,0001
13-20 Semanas 193 21 (11%) 14,6 (12,0-215) 33 (24-85) <0,0001

Conforme ilustrado na Figura 15 e Tabela 15, nas colunas 4 e 5, os doentes com MCRC com >3 CTC em qualquer
um dos pontos temporais apresentavam uma probabilidade muito mais elevada de morrer mais cedo do que os
doentes com <3 CTC. Os periodos de 0S mediana para os doentes com <3 CTC variaram entre 14,6 a 18,5 meses e
foram consideravelmente superiores em relagdo aos periodos de 0S mediana para os doentes com >3 CTC, que
variaram entre 3,3 a 9,4 meses.

2.3.3 Reducdo ou Aumento de CTC Prevé uma Maior ou Menor 0S

Os periodos decorridos de OS foram calculados a partir da colheita de sangue de linha de base. Para a analise de
Kaplan-Meier (Figura 16), os doentes com MCRC foram divididos em quatro grupos com base nas respectivas
contagens de CTC na linha de base, as 1-2 semanas, 3-5 semanas, 6-12 semanas e 13-20 semanas:

e Grupo 1 (curva verde), 303 (70%) doentes com <3 CTC em todos os pontos temporais. Sete (2%) destes doentes
tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base, enquanto oito (3%) tinham uma dnica colheita de
sangue entre a primeira e Gltima colheita de sangue que continha >3 CTC;

e Grupo 2 (curva azul), 74 (17%) doentes com >3 CTC antes do inicio da terapéutica mas que apresentaram uma
contagem reduzida para <3 CTC na altura da Gltima colheita de sangue;

e Grupo 3 (curva ), 29 (7%) doentes com <3 CTC numa colheita inicial (linha de base, 1-2 semanas
e/ou 3-5 semanas) mas que apresentaram um aumento na contagem para >3 CTC na altura da Gltima colheita
de sangue;

e Grupo 4 (curva vermelha), 24 (6%) doentes com >3 CTC em todos os pontos temporais relativos a colheita.
Trés (13%) destes doentes tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base, um (4%) tinha apenas uma
colheita de sangue realizada entre 3-5 semanas e um (4%) tinham uma anica colheita de sangue entre a
primeira e (ltima colheita de sangue que continha <3 CTC.

Figura 16: Uma Reducéo na contagem de CTC Inferior a 3 Depois do Inicio da Terapéutica Prevé uma 0S
Mais Longa ao passo que um Aumento na Contagem de CTC de 3 ou Superior Prevé uma 0S Mais Curta em
Doentes com MCRC
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A Figura 16 mostra que os doentes com MCRC que ultrapassaram o limiar de 3 CTC em qualquer ponto ap6s o
inicio da terapéutica apresentavam uma probabilidade muito maior de morrer mais cedo. Os doentes com >3 CTC
em todos os pontos temporais (Grupo 4) apresentaram a 0S mediana mais curta, a qual apresentava uma
diferenca significativa em comparag&o com a 0S mediana do , Grupo 2 e Grupo 1. Os doentes com <3 CTC
em todos os pontos temporais (Grupo 1) apresentaram a 0S mediana mais longa, a qual apresentava uma
diferenca significativa em comparagado com a 0S mediana do Grupo 4, e Grupo 2. A Figura 16 indica ainda
que os doentes que apresentaram uma reducdo na contagem de CTC (Grupo 2) corriam um risco de morte
significativamente inferior em comparagao com os doentes que apresentaram um aumento na contagem de CTC

( ).
2.3.4 Analise de Regressdo Univariada de Cox em Doentes com MCRC

Os parametros seguintes foram analisados utilizando a anélise de regressao univariada de Cox para avaliar a
associagdo com PFS e 0S: sexo, fase da doenca aquando do diagnéstico (1-4), tempo até a metéastase (continuo),
idade do doente (>65 ou <65), local de doenca primaria (colorectal, rectal ou célon) estado ECOG antes do inicio de
uma nova linha de terapéutica (0-2), linha de terapéutica (1a, 2a ou 32), presenga de metastases no figado (sim ou
n&o), tipo de terapéutica (bevacizumab, irinotecan, e/ou oxaliplatina incluida ou ndo), contagens de CTC na linha
de base (>3 ou <3 CTC/7,5 mL) e contagens de CTC de seguimento as 1-2 semanas, 3-5 semanas, 6-12 semanas e
13-20 semanas apos o inicio da terapéutica (>3 ou <3 CTC/7,5 mL). A Tabela 16 apresenta os resultados desta
andlise e a razao dos riscos (HR) de Cox e o valor p associado (estatistica de Z do teste de Wald), bem como o
nimero de doentes em cada avaliag&o.

Tabela 16: Analise de Regressao Univariada de Cox em Doentes com MCRC

o Catogories T

Positivo Negativo com MCRC HR Valor p HR Valor p
Sexo Masculino (1) | Feminino (0) 430 1,01 0,944 1.23 0,156
Fase no diagndstico primario 4ys.3vs.2vs.1 407 0,98 0,734 1,09 0,330
Tempo até a metastase Tempo em anos 428 1,00 0,901 0,92 0121
|dade na colheita de sangue na >65ans <65 ans 130 165 | <om | 182 [ <oom
Local de doenga priméria Goloractal (21 vs. eotal 1) 429 108 | o0 102 | o866
Estado ECOG na linha de base 2vs.1vs.0 M4 1,32 0,002 1,65 <0,001
Linha de terapéutica 3vs.2vs.1 430 2,04 <0,001 1,63 <0,001
Metastases no figado Sim Nao 430 0,86 0,225 123 0,198
Bevacizumab Sim Nao 405 0,54 <0,001 0,62 0,001
Irinotecan Sim Nao 405 1,51 0,001 1,39 0,029
Oxaliplatina Sim Nao 405 0,53 <0,001 0,69 0,008
Niimero de CTC na linha de base >3 <3 M3 1,59 <0,001 2,48 <0,001
Niimero de CTC na 1 -2 semana >3 <3 357 2,02 <0,001 323 <0,001
Nimero de CTC na 3 - 5 semana >3 <3 334 219 <0,001 4,23 <0,001
Niimero de CTC na 6 — 12 semana >3 <3 314 4,59 <0,001 10,88 <0,001
Nimero de CTC na 13 - 20 semana >3 <3 203 5,07 <0,001 4,88 <0,001

235 Analise de Regressdo Multivariada de Cox em Doentes com MCRC

Foram realizadas analises de regressao multivariadas de Cox para avaliar a capacidade preditiva, independente
da contagem de CTC, através do ajuste segundo os efeitos dos factores clinicos importantes que sao
estatisticamente significativos nas analises univariadas. Determinou-se que as CTC sao forte indicadores de PFS e
0S (Tabela 17).
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Tabela 17: Analise de Regressao Multivariada de Cox em Doentes com MCRC

Risco de PFSa partir da Risco de 0S a partir da
linha de base linha de base
Variavel N - ~
Radode | varp | MOl | vaorp
CTC na linha de base (<3 vs. >3) 1,76 <0,001 2,46 <0,001
Idade na linha de base (<65 vs. >65) 147 0,002 1,84 <0,001
Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 1,16 0,107 1,48 0,001
Linha de terapéutica (12 vs. 22 vs. 33) 373 1,59 <0,001 1.4 0,009
Bevacizumab (N&o vs. Sim) 0,65 0,001 0,68 0,021
Irinotecan (No vs. Sim) 0,76 0,156 1,25 0,363
Oxaliplatina (N&o vs. Sim) 0,57 0,002 1,00 0,984
CTC as 1 -2 semanas (<3 vs. >3) 1,76 0,003 2,77 <0,001
Idade na linha de base (<65 vs. >65) 1,53 0,001 1,85 <0,001
Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 1,26 0,025 1,54 0,001
Linha de terapéutica (12 vs. 22 vs. 33) 321 1,76 <0,001 1,62 0,001
Bevacizumab (No vs. Sim) 0,66 0,003 0,77 0,156
Irinotecan (N&o vs. Sim) 0,67 0,066 1,25 0,402
Oxaliplatina (N&o vs. Sim) 0,53 0,002 0,97 0,904
CTC as 3 - 5 semanas (<3 vs. >3) 2,35 <0,001 454 <0,001
Idade na linha de base (<65 vs. >65) 1,58 0,001 2,06 <0,001
Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 1,16 0,149 1,33 0,032
Linha de terapéutica (12 vs. 22 vs. 33) 302 1,74 <0,001 1,65 0,001
Bevacizumab (N&o vs. Sim) 0,68 0,007 0,86 0,410
Irinotecan (N&o vs. Sim) 0,58 0,012 0,99 0,966
Oxaliplatina (N&o vs. Sim) 0,47 <0,001 0,88 0,594
CTC as 6 — 12 semanas (<3 vs. >3) 3,04 <0,001 9,43 <0,001
Idade na linha de base (<65 vs. >65) 1,43 0,013 1,73 0,005
Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 1,30 0,027 1,53 0,004
Linha de terapéutica (12 vs. 22 vs. 3a) 279 1,73 <0,001 1,20 0,282
Bevacizumab (N&o vs. Sim) 0,61 0,001 0,82 0,337
Irinotecan (N&o vs. Sim) 0,78 0,258 1,47 0,181
Oxaliplatina (N&o vs. Sim) 0,62 0,020 1,35 0,278
CTC as 13 — 20 semanas (<3 vs. >3) 4,50 <0,001 4,97 <0,001
Idade na linha de base (<65 vs. >65) 1,26 0,218 1,55 0,061
Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 1,13 0,417 113 0,526
Linha de terapéutica (12 vs. 22 vs. 33) 186 1,68 0,004 1,12 0,628
Bevacizumab (N&o vs. Sim) 0,68 0,058 0,89 0,655
Irinotecan (Nao vs. Sim) 0,73 0,311 1,20 0,636
Oxaliplatina (N&o vs. Sim) 0,65 0,135 1,31 0,477

24 Utilizacdo de CTC para Monitorizar o Estado Clinico do Cancro Colorectal Metastasico
2.4.1 Relacéo entre sobrevivéncia, CTC e avaliacéo da d por imagiol

9 9

A radiologia consiste num dos principais métodos utilizados para determinar o estado da doenca e resposta a
terapéutica nos doentes com cancro colorectal metastésico. Para estabelecer relagdo das CTC, com o estado
clinico, conforme determinado pela imagiologia, as CTC (medidas em dois pontos temporais diferentes) e os
resultados de imagiologia foram comparados 1) com a sobrevivéncia global do ponto final clinico verdadeiro 2)
entre si.
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242 CTC

Os dados anteriores demonstraram que os doentes com cancro colorectal metastasico com >3 CTC / 7,5mL de sangue,
em qualquer consulta de seguimento subsequente ap6s o inicio da terapéutica, apresentavam uma probabilidade mais
elevada de doenca progressiva e sobrevivéncia global reduzida em comparagdo com os doentes com <3 CTC /7,5 mL
de sangue. Os resultados de CTC obtidos as 3-5 semanas apos o inicio da terapéutica, bem como os resultados de
CTC obtidos no espago de + um més do estudo imagioldgico foram classificados como Favoraveis (<3 CTC) e
Desfavoraveis (>3 CTC). Nos casos em se obteve mais do que um valor de CTC no espago de + um més do estudo
imagioldgico, utilizou-se o resultado de CTC obtido mais proximo da data do estudo imagioldgico.

24.3 Imagiologia

Cada doente com MCRC tinha de apresentar uma doenca mensuravel, ou seja, entre no minimo uma lesdo de 2 cm
a no maximo 10 lesdes semelhantes, inclusive. 0 método de imagiologia aplicada a cada doente foi determinado
pelo oncologista responsavel pelo tratamento, em conformidade com os padrdes de cuidados de salide actuais.
Foi realizado um exame de TC ou RM do tdrax, abdémen e pélvis com o requisito de que todas as lesdes
observadas na linha de base fossem seguidas recorrendo ao mesmo método para todos os estudos imagioldgicos
subsequentes. A interpretacao das imagens foi realizada por um radiologista certificado no local participante
utilizando critérios unidimensionais RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) para classificar cada
uma das avaliagoes de seguimento da doenga como resposta completa (CR), resposta parcial (PR), doenca estavel
(SD) ou doenca progressiva (PD).

Cada doente foi avaliado imagiologicamente em, no minimo, dois pontos temporais até 8 pontos temporais
diferentes. Estes estudos incluiram uma imagem na linha de base, exames imagioldgicos nos intervalos
subsequentes de 2-3 meses (6-12 semanas) e um estudo imagioldgico final aquando da conclusdo do estudo.
As copias de todos os estudos imagioldgicos dos doentes foram reencaminhadas para o coordenador do estudo
em cada clinica para fins de preenchimento com os dados clinicos dos doentes.

Do total de 430 doentes com MCRC avaliados e que participaram no estudo, 28 (7%) n&o realizaram um estudo
imagioldgico de seguimento, 18 (4%) morreram antes de ter sido possivel realizar um estudo imagioldgico de
seguimento e 384 (89%) realizaram um ou mais estudos imagiolégicos de seguimento que, por sua vez, foram
avaliados de acordo com os critérios RECIST. Na altura do 1° seguimento nos 384 doentes com um estudo
imagioldgico de seguimento, 4 (1%) apresentaram uma resposta completa, 117 (31%) apresentaram uma resposta
parcial, 186 (48%) apresentaram doenca estavel e 77 (20%) apresentaram doenca progressiva. No ambito destas
anélises, os doentes que morreram antes da realizacdo do estudo imagioldgico de seguimento foram incluidos no
grupo de doentes com doenca progressiva.

No que respeita a resposta a terapéutica na primeira avaliacao de seguimento da doenca, o grupo Favoravel foi
definido como o grupo de doentes com doenga estavel (S), resposta parcial (PR) ou resposta completa (CR), de
acordo com os critérios RECIST (doenga nao progressiva, NPD) e o grupo Favoravel como o grupo de doentes com
doenca progressiva ou que morreram (PD).

2.4.4 Relacdo entre sobrevivéncia, imagiologia e CTC

Foram realizadas anélises de Kaplan-Meier em separado para comparar a sobrevivéncia global de doentes com
MCRC nos grupos Favoravel (<3 CTC) e Desfavoravel (>3 CTC) utilizando resultados de CTC obtidos em dois pontos
temporais diferentes e o primeiro estudo imagioldgico de seguimento. Com base nos resultados dos primeiros
estudos imagioldgicos de seguimento realizados nas 9,1 + 2,9 semanas (mediana = 8,6 semanas) apds o inicio da
terapéutica (ou seja, a colheita de sangue na linha de base), a sobrevivéncia mediana dos 307 (76%) doentes, que
segundo a imagiologia tinham NPD, foi de 19,1 meses (IC de 95% = 17,0 a 23,1) (Figura 17, Tabela 18). Para os 95 (24%)
doentes, que segundo a imagiologia tinham PD, a sobrevivéncia mediana foi de 5,8 meses (IC de 95% = 4,4 a 7,7).

No total, 320 doentes com MCRC realizaram estudos imagioldgicos antes e depois do inicio da terapéutica ou
morreram antes de ter sido possivel realizar um estudo imagioldgico de seguimento, além disso foram sujeitos a
uma avaliagdo da contagem de CTC nas 3-5 semanas seguintes ao inicio da terapéutica (média = 3,8 + 0,7
semanas desde a altura em que foi realizada a colheita de sangue da linha de base, mediana = 4,0 semanas). A
sobrevivéncia mediana de 282 (88%) doentes com resultados de CTC Favoraveis (<3 CTC) foi de 17,3 meses (IC de
95% = 15,0 a 19,5 meses) (Figura 18, Tabela 18). Os 38 doentes (12%) com resultados de CTC Desfavoraveis (>3
CTC) apresentaram uma sobrevivéncia mediana de 5,4 meses (IC de 95% = 3,6 a 9,4 meses).

De modo a determinar se as avaliagdes de CTC realizadas numa altura mais proxima da imagiologia resultavam em
perspectivas de sobrevivéncia semelhantes em comparac&o as avaliagcdes de CTC realizadas no espaco de,
aproximadamente, 4 semanas ap6s o inicio da terapéutica, foram apenas analisados os doentes com avaliagdes
de CTC realizadas no espago de + um més do primeiro estudo imagiolégico de seguimento (Figura 19, Tabela 18).
Trezentos e sessenta e quatro (364) dos 402 doentes (91%) apresentavam avaliagdes de CTC no espago de um més
do primeiro estudo imagiolégico de seguimento, que foi realizado 9,0 + 2,9 semanas (mediana = 8,5 semanas) apds
o inicio da terapéutica. A sobrevivéncia mediana de 335 (92%) doentes com resultados de CTC Favoraveis foi de
17,2 meses (IC de 95% = 15,0 a 19,2 meses). Para os 29 (8%) doentes com resultados de CTC Desfavoraveis, a
sobrevivéncia mediana foi de 5,4 meses (IC de 95% = 3,2 a 7,5 meses). Estes dados demonstraram que as avaliagdes
de CTC em ambos os pontos temporais forneceram resultados semelhantes em relagao aos exames de imagiologia
realizados, aproximadamente, nove semanas ap6s o inicio da terapéutica.
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Este estudo, no qual se aplicou a anélise de regressdo multivariada de Cox para ajustar a imagiologia, indicou que
tanto a contagem CTC como os exames de imagiologia as 6-12 semanas estdo associados, de forma independente,
a sobrevivéncia global mas a contagem de CTC [raz&do dos riscos ajustada: 7,9 (4,6-13,6)] constitui um indicador
mais forte do que a imagiologia [razdo dos riscos ajustada: 3.1 (2.1-4,6)].

Tabela 18: 0S de Doentes com MCRC com uma avaliagédo de CTC, aproximadamente, um més apos o inicio da
terapéutica e no espaco de um més da avaliac@o radioldgica

N Sobrevivéncia mediana e (IC de 95%) em meses

A. Imagiologia 402
Favoravel (NPD) 307 (76%) 19,1 (17,0-23,1)
Desfavoravel (PD) 95 (24%) 58(44- 77)

B. CTC as 3-5 semanas 320
Favoravel (<3 CTC) 282 (88%) 17,3(15,0-19,5)
Desfavoréavel (>3 CTC) 38 (12%) 54(36- 94)

C. CTC (+1 més apos imagiologia) 364
Favoravel (<3 CTC) 335 (92%) 17,2(15,0-19,2)
Desfavoravel (>3 CTC) 29( 8%) 54(32- 75)

Figura 17: Correlacao da Avaliacdo Radioldgica e de CTC com 0S: 0S de Doentes com MCRC com NPD ou PD
no 1° Estudo Imagiolégico de Seguimento (N=402)
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Figura 18: Correlacao da Avaliacao Radioldgica e de CTC com 0S: 0S de Doentes com MCRC com <3 ou >3 CTC
no 1° Seguimento apés o Inicio da Terapéutica (N=320)
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Figura 19: Correlacéo da Avaliacao Radioldgica e de CTC com 0S: 0S de Doentes com MCRC com <3 ou >3 CTC
no espaco de +1 Més apds o 1° Estudo Imagioldgico ou Morte (N=364)
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245 Concordancias entre CTC e Monitorizacdo Radiologica em Doentes com MCRC

Conforme referido anteriormente, os estudos de imagiologia constituem um importante componente dos padrges de
cuidados de satde actuais para determinar a progressa@o da doenca e resposta ao tratamento no cenério de cancro
colorectal metastasico. Para melhor corroborar a eficacia de CTC na realizag@o destas avaliagdes clinicas, foram
elaboradas classificagdes em tabelas 2x2 das observagdes concordantes e discordantes entre CTC e imagiologia
radioldgica.

No que respeita a resposta a terapéutica, o grupo Favoravel foi definido como o grupo de doentes com doenca
estavel (S), resposta parcial (PR) ou resposta completa (CR), de acordo com os critérios RECIST (doenga né@o
progressiva, NPD) e o grupo Favoravel como o grupo de doentes com doenca progressiva (PD). Dos 18 doentes
que morreram antes de ter sido possivel realizar um estudo imagiolégico de seguimento, 10 realizaram uma
colheita de sangue de seguimento no espaco de 30 dias antes de morrerem e os mesmos 10 foram classificados
como tendo doenca progressiva (PD) para efeitos das comparagdes realizadas.

Os resultados de CTC obtidos no espago de + um més do estudo imagioldgico foram classificados como Favoraveis
(<3 CTC) e Desfavoraveis (>3 CTC). Nos casos em se obteve mais do que um valor de CTC no espago de + um més
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do estudo imagiolégico, utilizou-se o resultado de CTC obtido mais préximo da data do estudo imagioldgico. Nesta
analise foram utilizadas todas as colheitas de sangue avaliadas dos doentes para fazer uma correspondéncia
entre a contagem de CTC e os estudos imagioldgicos, e ndo apenas as que foram seleccionadas para os pontos
temporais designados, conforme descrito na sec¢do 2.1 acima.

No total, 366 doentes com MCRC apresentaram resultados de CTC no espago de um més apés o estudo
imagiolégico ou morreram. O resultado desta comparacé&o ao nivel dos doentes entre a contagem de CTC e
imagiologia (ou morte) é apresentado na Tabela 19.

Tabela 19: Comparacao ao Nivel dos Doentes com MCRC de CTC e Imagiologia

Resposta no 1° estudo CTC no espaco de + 1 més apds estudo imagioldgico ou morte
imagiolégico de seguimento <3CTC/7,5mL >3CTC/7,5mL Total
Doenca néo progressiva 272 13 285
Doenca progressiva 65 16 81
Total 337 29 366
Inférior IC Supérior IC
Medicao Estimativa de 95% de 95%
% de concordéncia positiva 20% 12% 30%
% de concordancia negativa 95% 92% 98%
Valor preditivo positivo 55% 36% 74%
Valor preditivo negativo 81% 76% 85%
Concordancia global 79% 74% 83%
Razdo de probabilidades (odds ratio) 5,2 2,4 1,2

Dos 384 doentes com MCRC com um ou mais estudos imagiolégicos de seguimento, foi realizado um total de 911
estudos imagioldgicos que produziram uma resposta radiologica passivel de ser utilizada. No total, 805 dos 911 (88%)
estudos imagioldgicos apresentaram resultados de CTC obtidos no espago de + um més apds o estudo imagiolégico.
Dos 18 doentes que morreram antes de ter sido possivel realizar um estudo imagioldgico de seguimento, 10 realizaram
uma colheita de sangue de seguimento no espaco de 30 dias antes de morrerem e os mesmos 10 foram classificados
como tendo doenca progressiva (PD) para efeitos das comparacdes realizadas. O resultado desta comparag&o ao
nivel da observagéo entre a contagem de CTC e imagiologia (ou morte) nas 815 observagdes é apresentado na
Tabela 20.

Tabela 20: Comparacéo ao Nivel da Observacéo de MCRC de CTC e Imagiologia

Resposta em todos os i CTC no espaco de + 1 més apés estudo imagioldgico ou morte Total
de imagiologia de seguimento <3CTC/7,5mL >3CTC/7,5mL
Doenca nao progressiva 597 33 630
Doenca progressiva 147 38 185
Total 744 n 815
Inférior IC Supérior IC
Medicao Estimativa de 95% de 95%
% de concordancia positiva 21% 15% 21%
% de concordancia negativa 95% 93% 96%
Valor preditivo positivo 54% 1% 65%
Valor preditivo negativo 80% 7% 83%
Concordancia global 8% 75% 81%
Razdo de probabilidades (odds ratio) 4,7 2,8 77

Nas observagdes em série, apenas uma minoria das transicdes para resultados de imagiologia entre doenga ndo
progressiva e doenca progressiva coincidiu com uma transi¢do de contagens correspondente de CTC entre <3 e
>3CTC/7,5mL.

Uma vez que o valor progndstico dos resultados de CTC num ponto temporal anterior era equivalente ao dos
resultados de CTC na altura dos exames de imagiologia (Figura 18 e Figura 19), foi realizada uma comparagao ao
nivel dos doentes utilizando os resultados apenas do 1° estudo imagioldgico de seguimento, realizado
aproximadamente 9 semanas apos o inicio da terapéutica, e os resultados de CTC obtidos aproximadamente 4
semanas apds o inicio da terapéutica. No total, 320 (80%) dos 402 doentes apresentaram resultados de CTC 3-5
semanas ap6s o inicio da terapéutica. O resultado desta comparagado ao nivel dos doentes entre a contagem de
CTC num ponto temporal anterior e imagiologia (ou morte) é apresentado na Tabela 21.
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Tabela 21: Comparacao ao Nivel dos Doentes com MCRC de CTC e Imagiologia

- Rc_asp'ns_ta no 1° est!uiu CTC as 3-5 semanas Apos o inicio da terapéutica Total
imagioldgico de seguimento <3CTC/7,5mL >3 CTC/7,5mL
Doenca n@o progressiva 228 18 246
Doenca progressiva 54 20 74
Total 282 38 320

Inférior IC Supérior IC

Medicao Estimativa de 95% de 95%
% de concordéncia positiva 27% 17% 39%
% de concordancia negativa 93% 89% 96%
Valor preditivo positivo 53% 36% 69%
Valor preditivo negativo 81% 76% 85%
Concordancia global 78% 73% 82%
Razdo de probabilidades (odds ratio) 4,7 23 95

24.6 CTC como um Complemento a Imagiologia

Embora a concordéncia global entre a contagem de CTC e a imagiologia tenha sido boa (aproximadamente 78%),
verificou-se uma discordancia em, aproximadamente, 22% dos doentes com MCRC. Uma vez que as informacdes
provenientes de avaliag@es de CTC se destinam a ser utilizadas em conjunto com outras modalidades de diagndstico
para tomar decis@es relativamente ao tratamento, a avaliagdo de CTC 3-5 semanas ap6s o inicio da terapéutica e
os exames de imagiologia nos grupos seguintes foram comparados em termos de 0S, para determinar quais dos
resultados discordantes melhor reflectiam o prognéstico do doente (Figura 20).

e Grupo 1 (curva verde), 228 (71%) doentes com <3 CTC as 3-5 semanas e NPD;

e Grupo 2 (curva azul), 54 (17%) doentes com <3 CTC as 3-5 semanas e PD;

e Grupo 3(curva ), 18 (6%) doentes com >3 CTC as 3-5 semanas e NPD;
e Grupo 4 (curva vermelha), 20 (6%) doentes com >3 CTC as 3-5 semanas e PD.

Figura 20: 0S de Doentes com MCRC nos Grupos 1, 2, 3 e 4 utilizando a contagem de CTC nas 3-5 Semanas apos
o Inicio da Terapéutica (n=320) e o Estado da Doenca Determinado no 1° Estudo Imagioldgico de Seguimento
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Neste estudo, a determinacg&o de CTC consiste num forte indicador independente da sobrevivéncia global. Os
resultados do estudo indicaram que a combinacg&o de CTC com avaliagdes radioldgicas fornece a avaliagao mais
exacta do progndstico.

3 Doentes com Cancro da Prostata Metastasico (MPC)

Foi realizado um ensaio clinico multicéntrico e prospectivo para determinar se era possivel prever a progressao da
doenca e sobrevivéncia através do nimero de CTC. Os doentes com cancro da prostata metastasico que
participaram neste estudo foram definidos como apresentando dois aumentos consecutivos no marcador sérico
PSA (antigénio especifico da prdstata), acima do nivel de referéncia, apesar do tratamento hormonal padréo. Estes
doentes sdo, frequentemente, descritos como doentes com cancro da prostata independente de androgénio,
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hormono-resistente ou resistente a castragdo. No estudo realizado participaram, no total, 231 doentes com cancro
da prostata metastésico com evidéncia de progressado do PSA apesar da terapéutica hormonal padréo e que
estavam a iniciar uma nova linha ou tipo de quimioterapia. Os dados clinicos foram analisados numa base de
“intencdo de tratar”. As informacdes demogréficas dos doentes sdo apresentadas na Tabela 22.

Tabela 22: Dados demograficos dos Doentes com MPC

Categoria Média + desvio padrao (Mediana) Niimero de individuos
Idade na linha de base (em anos) 70+9 (70) 231
Pré-terapéutica:
PSA (ng/mL) 547 + 1616 (144) 231
Hemoglobina (g/dL) 123+1,6(12,4) 221
Fosfatase alcalina (AlkPhos) (IU/mL) 235+ 271 (144) 223
Lactato desidrogenase(LDH) (IU/mL) 293 + 228 (224) 219
Albumina (g/dL) 39+26(38) 214
Descricao das categorias Nimero de individuos (% do total)

Branca 209 (90%)

Raca Negra 17 ( 7%)

Outra 5 ( 3%)

0 101 E44Zﬂ

P . 1 100 (43%

Classificagdo ECOG na linha de base 2 21 ( 9%)

Inconnu 9 ( 4%)

>5 18 ( 8%)

6 28 (12:%:)

Classificacdo de Gleason ; g‘g 2%4‘:;

>9 54 (23%)

Desconhecida 23 (10%)

1 14 ( 6%)

2 30 (13%)

Fase no diagndstico primario 3 58 (25%)

4 19 ( 8%)

Desconhecida 110 (48%)

1a 154 (67%)

Linha de terapéutica 2 38 (16%)

>3 39 (17%)

Taxotere na linha de ’g‘ian? 12; gg:/f%

terapéutica actual? Desconhecida 2 ( 1%)

Negativo 20 ( 8%)

Metastases dsseas Positivo 207 (90%)

Desconhecida 4 ( 2%)

Nao 142 (62%)

Doenca mensuravel Sim 88 (38%)

Desconhecida 1(0%)

Nao 141 (61%)

Metastases viscerais Sim 89 (39%)

Desconhecida 1( 0%)

A contagem de CTC na linha de base foi determinada antes do inicio de uma nova linha de quimioterapia. Foram
escolhidos os periodos seguintes para avaliagdo linha de base (antes do inicio da terapéutica), 2-5 semanas (14 — 41
dias a partir da linha de base), 6-8 semanas (42 — 62 dias a partir da linha de base), 9-12 semanas (63 — 90 dias a
partir da linha de base) e 13-20 semanas (91 — 146 dias a partir da linha de base) apés o inicio da terapéutica. Nos
casos em que mais do que uma colheita de sangue se situava dentro dos periodos designados, foi utilizada a
colheita de sangue com um maior distanciamento da colheita de sangue da linha de base, como resultado para
cada periodo.

31 Frequéncias de CTC

Todos os 231 doentes com MPC avaliados realizaram uma colheita de sangue da linha de base. Duzentos e vinte e um
(221) destes doentes com MPC tinham uma ou mais colheitas de sangue de seguimento apos o inicio da terapéutica.
Dos dez doentes com MPC com apenas uma colheita de sangue de linha de base, trés morreram antes de ter sido
possivel obter uma colheita de sangue de seguimento, um progrediu e foi enviado para um centro de cuidados
paliativos, um interrompeu a quimioterapia devido a uma fractura na anca, um doente mudou-se, trés recusaram-
se a realizar mais colheitas de sangue e um retirou o seu consentimento para o estudo. No total, participaram 214,
171, 158 e 149 doentes com MPC com colheitas de sangue de seguimento realizadas as 2-5 semanas, 6-8

man —12 seman 13-20 seman 0s o inici rapéutica, r ivamente.
semanas, 9-12 semanas e 13-20 semanas ap6s o inicio da terapéutica, respectivamente 6631600004 PT

35 DS-SPE-25106



Nos casos de cancro da prostata metastasico, a progressdo da doenca é principalmente determinada com base
nas alterag@es no PSA. Para este estudo, a progressdo da doenca foi determinada pelos locais utilizando o PSA,
imagiologia e/ou sinais e sintomas clinicos. Para as anélises da linha de base, procedeu-se a determinag&o da
Sobrevivéncia livre de progressao (PFS — Progression Free Survival) a partir da altura da colheita de sangue na linha
de base até a determinag&o de progress@o ou morte e a Sobrevivéncia global (OS — Overall Survival) foi medida
desde a altura da colheita de sangue na linha de base até a altura em que o doente morreu ou a data do Gltimo
contacto com o doente. Para as anélises de seguimento, procedeu-se a determinag@o da PFS a partir da altura da
colheita de sangue de seguimento até ao diagndstico de progressao ou morte e a 0S foi determinada desde a
altura da colheita de sangue de seguimento até a altura em que o doente morreu ou a data do Gltimo contacto com
o doente. Os doentes que apresentaram progressao antes da data de avaliacdo da colheita de sangue foram
excluidos das anélises de PFS do ponto temporal em causa e de todas as colheitas de sangue de seguimento
subsequentes. Os doentes que ndo realizaram qualquer seguimento de sobrevivéncia adicional depois da data de
avaliacdo da colheita de sangue foram excluidos das anélise de PFS e 0S do ponto temporal em causa.

Na Tabela 23 é apresentado o nimero de doentes em cada ponto temporal que foram excluidos das anélises de
PFS ou PFS e OS e os motivos da exclusdo.

Tabela 23: Exclusdes das Analises de PFS e 0S em Doentes com MPC

Doentes com MPC n@o avaliados: o
Period N’ total de doentes
el;:lue ?O?m PES € 0S Apenas PFS com MPC Avaliados
lizada a
Iheita d . Colheita de sangue | Sem seguimento | Sem resultados Colheita de
cusa:;l:e ¢ g:,',hﬁ'.:angz realizada 1-7 dias | apés a data da de CTC ou sangue apos a PES 0s
rei?lizada apds a admini a lheita de Itados ndo | data de progressao
da terapéutica sangue avaliaveis da doenca
Linha de base 0 6 0 6 0 219 219
2-5 Semanas 17 0 0 n 4 199 203
6-8 Semanas 60 0 0 8 22 4 163
9-12 Semanas 73 1 0 8 15 134 149
13-20 Semanas 82 0 1 5 27 116 143

Os resultados de CTC obtidos a partir das colheitas de sangue na linha de base e de seguimento as 2-5 semanas,
6-8 semanas, 9-12 semanas e 13-20 semanas ap6s o inicio da terapéutica foram classificados como sendo
favoraveis (<5 CTC) ou desfavoraveis (>5 CTC). Os niveis de PSA, Fosfatase alcalina e LDH resumidos na tabela de
dados demograéficos e utilizados nas anélises foram medidos, na sua totalidade, num laboratério central em
amostras de soro colhidas ao mesmo tempo que as amostras de sangue utilizadas na avaliagdo de CTC. Os niveis
de hemoglobina e albumina resumidos nas tabelas e utilizados nas anélises consistiam nos valores fornecidos pelos
locais e verificados a partir dos registos médicos dos doentes que foram determinados no espaco de + 30 dias
apos a avaliacdo de CTC da linha de base.

3.2 Analise da Sobrevivéncia Livre de Progressao (PFS) de Doentes com MPC
3.2.1 PFS Utilizando Resultados de CTC da Linha de Base

Duzentos e dezanove (219) dos 231 doentes avaliados tinham disponivel um resultado de CTC da linha de base.
Para a anélise de Kaplan-Meier, os doentes foram divididos em dois grupos com base nas respectivas contagens
de CTC na linha de base:

e 0 grupo Favoravel (N=94), representado a verde, era composto por doentes com <5 CTC.
¢ 0 grupo Desfavoravel (N=125), representado a vermelho, era composto por doentes com >5 CTC.

A PFS mediana foi mais longa no grupo Favoravel em comparacg&o com o grupo Desfavoravel (5,8 vs. 4,2 meses,
respectivamente). Estes resultados estéo ilustrados na Figura 21 e Tabela 24.
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Figura 21: PFS de Doentes com MPC com <5 ou >5 CTC na Linha de Base (N = 219).
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3.22 PFS Utilizando Resultados de CTC de Seguimento

Para a analise de Kaplan-Meier, os doentes com MPC foram divididos em dois grupos com base nas respectivas
contagens de CTC em cada uma das varias colheitas de sangue de seguimento. Os resultados relativos a ambos os
grupos de doentes, em cada uma das colheitas de sangue de seguimento ap6s o inicio da terapéutica para PFS,
estdo ilustrados na Figura 22. Esta figura ilustra a capacidade das CTC em doentes com MPC com <5e >5 CTC
para prever o periodo de tempo até a progressao clinica ou morte as 2-5 semanas (n=199), 6-8 semanas (n=141),
9-12 semanas (n=134) e 13-20 semanas (n=116) apds o inicio da terapéutica.

* 0 grupo Favoravel representado a verde seco, azul, roxo e azul turquesa, era composto por doentes com
<5 CTC as 2-5, 6-8, 9-12 e 13-20 semanas apos o inicio da terapéutica, respectivamente.

e 0 grupo Desfavoravel, representado a castanho, preto, cinzento e era composto por doentes
com >5 CTC as 2-5, 6-8, 9-12 e 13-20 semanas apo6s o inicio da terapéutica, respectivamente.

Figura 22: PFS de Doentes com MPC com <5 ou >5 CTC a alturas de Seguimento diferentes
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A Tabela 24 resume os resultados da anélise PFS utilizando os niveis de CTC e um limiar de >5 CTC/7,5 mL em
cada um dos pontos temporais de colheita de sangue diferentes.
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Tabela 24: Sobrevivéncia Livre de Progressao (PFS) para doentes com MPC com <5 ou >5 CTC em diferentes
pontos temporais

1 2 3 4 5 6

Tempo ,de_a!m_istragem N 55 CTC PFS mediana em meses (IC de 95%) Valor p
apos inicio Tx <5 CTC >5CTC Log-rank

Linha de base 219 125 (57%) 58 (50-79) 42 (31-49) 0,0008

2-5 Semanas 199 77 (39%) 65 (49-74) 21 (1,4-33) <0,0001

6-8 Semanas 14 38 (27%) 59 (42-170) 19 (1,3-27) <0,0001
9-12 Semanas 134 39 (24%) 49 (38-62) 1,6 (0,9-26) <0,0001
13-20 Semanas 116 27 (23%) 41 (33-58) 1.2 (05 -1,5) <0,0001

Conforme ilustrado na Figura 22 e Tabela 24, os doentes com MPC com contagens elevadas de CTC ( >5 CTC/7,5 mL
de sangue total) em qualquer um dos pontos temporais apresentavam uma probabilidade muito mais elevada de
progressao rapida do que os doentes com <5 CTC. A coluna 4 da Tabela 24 indica que os periodos de PFS mediana
para os doentes com <5 CTC variaram entre 4,1 a 6,5 meses e foram consideravelmente superiores em relagdo aos
periodos de PFS mediana para os doentes com >5 CTC, que variaram entre 1,2 a 4,2 meses (coluna 5).

323 Reducéo ou Aumento de CTC Prevé uma Maior ou Menor PFS

Os periodos decorridos de PFS foram calculados a partir da colheita de sangue da linha de base. Para a anélise de

Kaplan-Meier apresentada na Figura 23, os doentes com MPC foram divididos em quatro grupos com base nas

respectivas contagens de CTC na linha de base, as 2-5 semanas, 6-8 semanas, 9-12 semanas e 13-20 semanas

apos o inicio da terapéutica:

e Grupo 1 (curva verde), 88 (38%) doentes com <5 CTC em todos os pontos temporais. Cinco (6%) destes doentes
tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base, enquanto sete (8%) tinham uma Unica colheita de
sangue entre a primeira e Gltima colheita de sangue que continha >5 CTC;

e Grupo 2 (curva azul), 45 (20%) doentes com >5 CTC antes do inicio da terapéutica mas que apresentaram uma
contagem reduzida para <5 CTC na altura da Gltima colheita de sangue;

e Grupo 3(curva ), 26 (11%) doentes com <5 CTC numa colheita inicial (linha de base, 2-5 semanas
e/ou 6-8 semanas) mas que apresentaram um aumento na contagem para >5 CTC na altura da Gltima colheita
de sangue;

e Grupo 4 (curva vermelha), 71 (31%) doentes com >5 CTC em todos os pontos temporais relativos a colheita.
Oito (11%) destes doentes tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base e dois (3%) tinham uma
Gnica colheita de sangue entre a primeira e Gltima colheita de sangue que continha <5 CTC.

Figura 23: Uma Reducéo na contagem de CTC Inferior a 5 Depois do Inicio da Terapéutica Prevé Uma PFS
Mais Longa em Doentes com MPC
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A Figura 23 demonstra que os doentes com MPC com > 5 CTC em todos os pontos temporais (Grupo 4)
apresentaram a PFS mediana mais curta, a qual apresentava uma diferenga significativa em comparagdo com a
PFS mediana do , Grupo 2 e Grupo 1. A diferenca na PFS mediana entre os doentes que apresentaram uma
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wredugdo de CTC apds o inicio da terapéutica (Grupo 2) era significativamente maior em comparagdo com os
doentes que apresentaram um aumento de CTC ( ).

3.3 Analise da Sobrevivéncia Global (0S) de Doentes com MPC
3.3.1 Analise da 0S Utilizando Resultados de CTC da Linha de Base

Os casos de morte ocorreram em 119 (52%) dos 231 doentes com MPC, com um periodo de seguimento médio para
os 112 (48%) doentes ainda vivos de 16,1 + 4,9 meses (mediana = 16,5, intervalo = 1,9 a 25,7 meses). Na altura da
realizagdo das analises, 28 (30%) dos 94 doentes do grupo Favoréavel (<5 CTC na linha de base) morreram em
comparagdo com 83 (66%) de 125 do grupo Desfavoravel (> 5 CTC na linha de base).

Para a anélise de Kaplan-Meier, os 219 doentes do total de 231 doentes avaliados com resultados na linha de base
foram divididos em dois grupos com base nas respectivas contagens de CTC na linha de base:

e 0 grupo Favoravel (N=94), representado a verde, era composto por doentes com <5 CTC.
e 0 grupo Desfavoravel (N=125), representado a vermelho, era composto por doentes com > 5 CTC.

A 0S mediana foi significativamente mais longa no grupo Favoravel em comparacao com o grupo Desfavoréavel
(21,7 vs. 11,5 meses, respectivamente). Estes resultados estdo ilustrados na Figura 24.

Figura 24: 0S de Doentes com MPC com <5 ou > 5 CTC na Linha de Base (N = 219).
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332 0S Utilizando Resultados de CTC de S

As analises de Kaplan-Meier de ambos os grupos de doentes com MPC, em cada uma das alturas em que foi
realizada uma colheita de sangue de seguimento ap6s o inicio da terapéutica, estdo ilustradas na Figura 25. Esta
figura ilustra a capacidade das CTC em doentes com MPC com <5 e > 5 CTC as 2-5 semanas (n=203), 6-8 semanas
(n=163), 9-12 semanas (n=149) e 13-20 semanas (n=143) apés o inicio da terapéutica para prever o periodo de
tempo até a morte. Os periodos de OS foram calculados a partir da altura em que foi realizada cada colheita de
sangue.

9

* 0 grupo Favoravel representado a verde seco, azul, roxo e azul turquesa, era composto por doentes com <5 CTC,

¢ 0 grupo Desfavoravel, representado a castanho, preto, cinzento e , era composto por doentes
com > 5 CTC.
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Figura 25: 0S de Doentes com MPC com <5 ou >5 CTC a alturas de Seguimento diferentes
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A Tabela 25 resume os resultados da anélise 0S utilizando os niveis de CTC e um limiar de > 5 CTC/7,5 mL em cada
um dos pontos temporais de colheita de sangue diferentes.

Tabela 25: Sobrevivéncia Global (0S) para doentes com MPC com <5 ou > 5 CTC em diferentes pontos temporais

1 2 3 4 5 6
Tempo de amostragem 0S mediana em meses (IC de 95%) Log-rank
apos inicio Tx N >5CTC <5 CTC >5CTC Valor p
Linha de base 219 125 (57%) 21,7(21,3-NR) 11,5 (93-137) <0,0001
2-5 Semanas 203 80 (39%) 20,7 (20,5 - NR) 9,5 (58-107) <0,0001
6-8 Semanas 163 53 (33%) 19,9 (17,9 - NR) 85 (50-10,2) <0,0001
9-12 Semanas 149 49 (33%) 19,6 (18,5— NR) 76 (62— 86) <0,0001
13-20 Semanas 143 44 (31%) 19,8 (17,1 - NR) 6,7 (49— 76) <0,0001

Conforme ilustrado na Figura 25 e Tabela 25, nas colunas 4 e 5, os doentes com MPC com > 5 CTC em qualquer um
dos pontos temporais apresentavam uma probabilidade muito mais elevada de morrer mais cedo do que os
doentes com <5 CTC. Os periodos de 0S mediana para os doentes com <5 CTC variaram entre 19,6 a 21,7 meses e
foram consideravelmente superiores em relagdo aos periodos de 0S mediana para os doentes com > 5 CTC, que
variaram entre 6,7 a 11,5 meses.

3.3.3 Reducéo ou Aumento de CTC Prevé uma Maior ou Menor 0S

Os periodos decorridos de OS foram calculados a partir da colheita de sangue de linha de base. Para a anélise de
Kaplan-Meier (Figura 26), os doentes foram divididos em quatro grupos com base nas respectivas contagens de
CTC na linha de base, as 2-5 semanas, 6-8 semanas, 9-12 semanas e 13-20 semanas ap6s o inicio da terapéutica:

e Grupo 1 (curva verde), 88 (38%) doentes com <5 CTC em todos os pontos temporais. Cinco (6%) destes doentes
tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base, enquanto sete (8%) tinham uma Unica colheita de
sangue entre a primeira e Gltima colheita de sangue que continha > 5 CTC;

e Grupo 2 (curva azul), 45 (20%) doentes com > 5 CTC antes do inicio da terap&utica mas que apresentaram uma
contagem reduzida para <5 CTC na altura da Gltima colheita de sangue;

e Grupo 3(curva ), 26 (11%) doentes com <5 CTC numa colheita inicial mas que apresentaram um
aumento na contagem para > 5 CTC na altura da Ultima colheita de sangue;

e Grupo 4 (curva vermelha), 71 (31%) doentes com > 5 CTC em todos os pontos temporais relativos a colheita.
Oito (11%) destes doentes tinham apenas uma colheita de sangue de linha de base e dois (3%) tinham uma
nica colheita de sangue entre a primeira e (ltima colheita de sangue que continha <5 CTC.
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Figura 26: Uma Reducao na contagem de CTC Inferior a 5 Depois do Inicio da Terapéutica Prevé uma 0S Mais
Longa ao passo que um Aumento na Contagem de CTC de 5 ou Superior Prevé uma 0S Mais Curta em Doentes
com MPC
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A Figura 26 mostra que os doentes com > 5 CTC em qualquer ponto apés o inicio da terapéutica apresentavam uma
probabilidade muito maior de morrer mais cedo. Os doentes com > 5 CTC em todos os pontos temporais (Grupo 4)
apresentaram a 0S mediana mais curta, a qual apresentava uma diferenca significativa em comparacdo com a 0S
mediana do Grupo 2 e Grupo 1, mas néo do . Os doentes com <5 CTC em todos os pontos temporais (Grupo 1)
apresentaram a 0S mediana mais longa, a qual apresentava uma diferenca significativa em comparacao com a 0S
mediana do Grupo 4 e , mas ndo do Grupo 2. A Figura 26 indica ainda que os doentes que apresentaram uma
reducdo na contagem de CTC (Grupo 2) melhoraram as suas hipdteses de sobrevivéncia e apresentaram uma 0S
mediana semelhante a dos doentes com uma contagem de CTC favoravel em todas as colheitas (Grupo 1). A figura
ilustra, igualmente, que os niveis de CTC desfavoraveis ap6s o inicio da terapéutica diminuiram significativamente
a sobrevivéncia global ( e Grupo 4).

334 Analise de Regressdo Univariada de Cox em Doentes com MPC

A andlise de regressao univariada de Cox dos riscos proporcionais foi utilizada para avaliar a associa¢do dos
seguintes parametros de pré-tratamento com a PFS e 0S: fase da doenga aquando do diagndstico (1-4), idade do
doente (> 70 ou <70 anos), estado ECOG antes do inicio de uma nova linha de terapéutica (0-2), classificagdo de
Gleason (2-10), nivel de hemoglobina no espaco de + 30 dias apos a colheita de sangue de linha de base (g/dL,
continuo), nivel de albumina no espago de + 30 dias apds a colheita de sangue de linha de base (g/dL, continuo),
nivel de testosterona na altura da colheita de sangue na linha de base (ng/mL, continuo), nivel de LHD na altura da
colheita de sangue na linha de base (IU/mL, continuo), nivel de fosfatase alcalina na altura da colheita de sangue na
linha de base (IU/mL, continuo), nivel de PSA na altura da colheita de sangue na linha de base (ng/mL, continuo),
periodo duplo de PSA pré-tratamento (meses, continuo), velocidade do PSA pré-tratamento (ng/mL/més, continuo),
linha de terapéutica (1%, 2%, 3% 4%, 5% ou 6°), tipo de terapéutica (taxotere incluido ou ndo), presenca de doenca
mensuravel (sim ou n&@o), presenca de metastases osseas (sim ou nao), presenca de metéastases viscerais (sim ou
nao) e nivel de CTC na linha de base (> 5 CTC/7,5 mL ou <5 CTC/7,5mL) e contagens de CTC de seguimento as 2-5,
6-8, 9-12 e 13-20 semanas.

Para estas analises, os periodos decorridos para PFS e 0S foram calculados a partir da altura da colheita de sangue
de linha de base. Os resultados de regresséo de Cox (ou seja, a razdo dos riscos e o intervalo de confianca de 95%
associado, valor de qui-quadrado e valores p associados) quanto a capacidade dos parametros preverem, de

forma independente, a PFS e 0S s&o fornecidos na Tabela 26, bem como o niimero de doentes em cada avaliag@o.
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Tabela 26: Analise de Regressao Univariada de Cox em Doentes com MPC

Riscode PFSa | Riscode 0Sa
Categorias N.’ de partir da linha | partir da linha

Parametro doentes de base de bhase

Positivo | Negativo com MPC HR | Valorp2z| HR | Valorp2

Fase no diagnéstico primario 4vs.3vs.2vs.1 121 0,88 0,206 0,83 0,174
Idade na colheita de sangue na linha de base >70 | <70 231 0,96 0,764 1,28 0,178
Estado ECOG aquando da entrada no estudo 2vs.1vs.0 222 134 0,011 2,36 | <0,001
Classificacao de Gleason 10a2 208 1,01 0919 1,02 0,717
Periodo duplo de PSA pré-tratamento (Meses) Continuo 230 0,97 0,542 0,97 0,664
Velocidade de PSA pré (ng/mL/Més) Continuo 230 1,00 0,200 1,00 0,544
Hemoglobina da linha de base (g/dL) Continuo 21 0,87 0,002 0,71 <0,001
Albumina da linha de base (g/dL) Continuo 214 0,99 0,748 1,02 0,557
Testosterona da linha de base (ng/mL) 1 Continuo 223 1,07 0,900 2,1 0,060
LDH da linha de base (IU/mL) 1 Continuo 219 1,001 | <0,001 | 1,002 | <0,001
Fosfatase alcalina da linha de base (IU/mL) 1 Continuo 223 1,00 0,158 | 1,0008 | 0,001
Linha de terapéutica Continua (1-6) 231 123 | 0,003 128 | 0,003
Tipo de terapéutica (Taxotere: Sim/Nao) Sim Nao 229 0,57 <0,001 0,59 0,006
Doenca mensuravel? Sim Nao 230 1,00 0,993 1,28 0,181
Metastases dsseas? Sim Nao 227 1,02 0,933 2,22 0,057
Metastases viscerais? Sim Nao 230 1,01 0,918 1,26 0,216
PSA de linha de base (ng/mL) 1 Continuo 231 1,00 0,746 1,00 0,907
PSA as 2 - 5 semanas PSA (ng/mL) ! Continuo 207 1,00 0,819 1,00 0,794
PSA as 6 - 8 semanas PSA (ng/mL) ! Continuo 167 1,00 0,426 1,00 0,654
PSA as 9 - 12 semanas PSA (ng/mL) 1 Continuo 155 1,00 0,684 1,00 0,324
PSA as 13 — 20 semanas PSA (ng/mL) 1 Continuo 143 1,00 0,639 1,00 0,205
Reduc@o de PSA da linha de base as 2 - 5 semanas (%) ! <30% | >30% 207 1,56 0,006 1.24 0,318
Reducéo de PSA da linha de base as 6 — 8 semanas (%) ' | <30% | >30% 167 221 | <0001 | 227 0,001
Reducéo de PSA da linha de base as 9 — 12 semanas (%) ' | <30% >30% 155 2,76 <0,001 2,30 <0,001
Reducé@o de PSA da linha de base as 13 — 20 semanas (%) 1| <30% | >30% 143 2,69 | <0,001 319 | <0,001
Niimero de CTC na linha de base >5 <5 219 1,62 0,001 333 | <0,001
Niimero de CTC na 2 - 5 semana >5 <5 203 234 <0,001 4,46 <0,001
Nimero de CTC na 6 — 8 semana >5 <5 163 329 <0,001 3,66 <0,001
Niimero de CTC na 9 - 12 semana >5 <5 149 323 | <0001 | 582 | <0,001
Nimero de CTC na 13 — 20 semana >5 <5 144 4,82 <0,001 718 <0,001

1 Determinado a partir de uma colheita de soro realizada na mesma data que a colheita de sangue para CTC

2Valor p da estatistica de Z do teste de Wald

335 Analise de Regressao Multivariada de Cox em Doentes com MPC

Foram realizadas anélises de regressao multivariadas de Cox para avaliar a capacidade preditiva, independente da
contagem de CTC, através do ajuste segundo os efeitos dos factores clinicos importantes que sao estatisticamente
significativos nas analises univariadas. Determinou-se que as CTC sao forte indicadores de PFS e OS na maioria

dos pontos temporais (Tabela 27).
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Tabela 27: Analise de Regressao Multivariada de Cox em Doentes com MPC

Risco de PFS a partir Risco de 0S a partir
Parametro N-°de da linha de base da linha de base
HR Valor p2 HR Valor p2

CTC na linha de base (<5 vs. >5) 1,14 0,455 1,92 0,009
Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 1,00 0,982 1,46 0,032
Hemoglobina da linha de base (g/dL) 3 0,88 0,027 0,81 0,007
LDH da linha de base (IU/mL) 1.3 188 1,0007 0,018 1,002 <0,001
Phosphatase alcaline de départ (IU/mL) 1.3 1,00 0,410
Linha de terapéutica (1% a 6°) 1,14 0,145 1,07 0,547
Tipo de terapéutica (Taxotere: Sim/N&o) 0,63 0,009 0,70 0,139
CTC as 2 - 5 semanas (<5 vs. >5) 1,48 0,041 2,91 <0,001
Reduc@o de PSA da linha de base as 2 -5 semanas (>30% vs. <30%) ! 1,40 0,077 1,13 0,637
Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 0,97 0,836 1,46 0,054
Hemoglobina da linha de base (g/dL) 3 17 0,93 0,246 0,89 0,141

LDH da linha de base (IU/mL) 1.3 1,002 0,002 1,003 <0,001
Phosphatase alcaline de départ (IU/mL) 1.3 1,00 0,622
Linha de terapéutica (17 a 6%) m 0,274 1 0,399
Tipo de terapéutica (Taxotere: Sim/N&o) 0,75 0,133 0,80 0,397
CTC as 6 — 8 semanas (<5 vs. >5) 2,14 <0,001 2,13 0,009
Reducao de PSA da linha de base as 6 — 8 semanas (>30% vs. <30%) ! 1,88 0,002 2,38 0,007
Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 1,04 0,810 1,52 0,088
Hemoglobina da linha de base (g/dL) 3 139 0,97 0,695 0,79 0,013
LDH da linha de base (IU/mL) 1.3 1,002 0,003 1,004 <0,001
Fosfatase alcalina da linha de base (IU/mL) .3 1,00 0,780
Linha de terapéutica (1* a 6% 1,37 0,001 1,35 0,035
Tipo de terapéutica (Taxotere: Sim/N&o) 0,80 0,278 1,45 0,276
CTC as 9 - 12 semanas (<5 vs. >5) 1,74 0,015 3,94 <0,001
Reduc@o de PSA da linha de base as 9— 12 semanas (>30% vs. <30%) ! 2,23 <0,001 1,46 0,221

Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 1,21 0,307 1,89 0,004
Hemoglobina da linha de base (g/dL) 3 125 0,93 0,322 0,97 0,758
LDH da linha de base (IU/mL) 1.3 1,00 0,190 1,003 <0,001
Fosfatase alcalina da linha de base (IU/mL) .3 -- 1,00 0,989
Linha de terapéutica (1% a 6°) 1,25 0,052 1.1 0,499
Tipo de terapéutica (Taxotere: Sim/N&o) 0,97 0,903 1,26 0,486
CTC as 13 — 20 semanas (<5 vs. >5) 2,95 <0,001 3,75 0,001

Reducao de PSA da linha de base as 13— 20 semanas (>30% vs. <30%)' 1,97 0,002 1,52 0,275
Estado ECOG na linha de base (0 vs. 1 vs. 2) 0,98 0,919 1,98 0,002
Hemoglobina da linha de base (g/dL) 3 123 1,03 0,723 0,87 0,232
LDH da linha de base (IU/mL) 1.3 1,00 0,380 1,003 <0,001
Fosfatase alcalina da linha de base (IU/mL) 1.3 -- 1,00 0,078
Linha de terapéutica (17 a 6°) 1,25 0,050 1,06 0,751

Tipo de terapéutica (Taxotere: Sim/N&o) 1,04 0,882 0,90 0,770

1 Determinado a partir de uma colheita de soro realizada na mesma data que a colheita de sangue para CTC

2 Valor p da estatistica de Z do teste de Wald
3 Avaliado como um p i
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34 Utilizagao de CTC para Monitorizar o Estado Clinico de Doentes com Cancro da Préstata Metastasico
3.4.1 Relacéo entre sobrevivéncia, CTC e avaliacédo da d por PSA

Actualmente, uma reducdo no PSA consiste num dos principais métodos utilizados para determinar a resposta a
terapéutica nos doentes com MPC. De modo a estabelecer a relagdo do estado clinico, conforme determinado pelo
PSA, com a contagem de CTC, reducdo de > 30% ou > 50%, tanto o PSA como as CTC foram medidos as 2-5
semanas, 6-8 semanas, 9-12 semanas e 13-20 semanas apos o inicio da terapéutica e comparados em termos de
sobrevivéncia global.

Para a anélise de Kaplan-Meier, os periodos decorridos de OS foram calculados a partir da altura em que foi
realizada a colheita de sangue. Os doentes foram divididos em grupos Favoraveis, com base numa contagem de CTC
<5, na altura da avaliacéo, e uma reducdo > 30% do PSA da linha de base em relag&o a altura da avaliac&o. Os
doentes foram divididos em grupos Desfavoraveis, com base numa contagem de CTC > 5 e uma redug&o <30% do
PSA da linha de base em relacao a altura da avaliacéo.

A Figura 27 apresenta os resultados da analise 2-5 semanas apos o inicio da terapéutica, Figura 28 da analise 6-8
semanas apos o inicio da terapéutica, Figura 29 da anéalise 9-12 semanas apds o inicio da terapéutica e Figura 30
da andlise 13-20 semanas apds o inicio da terapéutica.

Figura 27: 0S de Doentes com MPC as 2-5 semanas apés o inicio da terapéutica
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Figura 28: 0S de Doentes com MPC as 6-8 semanas apds o inicio da terapéutica
A. CTC as 6-8 semanas B. Reducao do PSA >30% as 6-8 semanas

_ETE/TAmL 0 mediana om e Mackiio do PSA 5 mncdima mm

= cre OB 188 (18—

Rmchgie > 30 67 (40%) A (62 a—)
20% - . asn -,

Sui-gudrado = 11,06
Vslor p = 0.0008)

228 moses

; 0% mucts
30%-| P 0%
2 20% f— 20%-|
¥ 104 I 10%-] i
o i o] i ;
® 2 % B B 10 12 14 18 18 3 2 24 3 38 0 IEEEEEEEEEEEEEEEE]

Figura 29: 0S de Doentes com MPC as 9-12 semanas apds o inicio da terapéutica

A. CTC as 9-12 semanas B. Reducéo do PSA >30% as 9-12 semanas
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Figura 30: 0S de Doentes com MPC as 13-20 semanas apés o inicio da terapéutica
A. CTC as 13-20 semanas B. Reducéo do PSA >30% as 13-20 semanas
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A Tabela 28 ilustra a comparacgéo da sobrevivéncia global mediana em pontos temporais diferentes apos a
terapéutica, em conjunto com a contagem de CTC, uma redugdo de PSA de 30% e de 50%.

Tabela 28: Comparacao da 0S Mediana entre os Grupos Favoraveis e Desfavoraveis em termos de CTC e
Reducao de PSA.

CTC/7,5mL Reducéo de PSA de 30% da linha de base | Reducdo de PSA de 50% da linha de base
Ponto
temporal N |55 (%) 0S mediana | Valor p WR | N [<30() 0S mediana | Valor p HR | N [ <50 () 0S mediana | Valor p HR
& | 5 logrank >30% | <30% logrank >50% | <50% logrank

2-5Semanas | 203  39% | 20,7 | 95 | <0,0001 | 45 207 | 71% | 172 [ 152 | 0,3653 | 1,2 [ 207 | 83% | 175 | 162 [ 05599 | 1,2

6-8 Semanas | 163 | 33% | 199 | 85 | <0,0001 | 36 | 167 | 60% | 228 | 11,5 | 00011 |22 [ 167 [ 75% | 228 | 144 [ 00117 | 21

9-12 Semanas | 149 | 33% | 196 | 7,6 | <0,0001 | 53 | 155 | 46% | 185 | 10,2 [ 00007 | 2,2 | 155 | 59% | 196 | 10,8 [ 0,0006 | 2.3

13-20 Semanas| 143 | 31% | 198 | 6,7 | <0,0001 | 65 | 142 [ 41% | 17,7 | 87 | <0,0001 | 2,9 | 142 | 46% | 17,7 | 99 | 00001 | 26

Os dados na Figura 27 a Figura 30 e na Tabela 28, demonstram uma diferenca bastante significativa na sobrevivéncia
global entre os doentes com uma contagem de CTC desfavoravel e Favoravel em todos os pontos temporais testados,
a0 passo que as avaliagdes de PSA so foram significativas a partir das 6-8 semanas ap6s o inicio da terapéutica.
Embora as diferengas na 0S mediana entre os grupos de redugao do PSA Favoravel (redugdo de PSA > 30%

ou > 50% da linha de base) e Desfavoravel (reducdo de PSA <30% ou <50%) tenham sido significativas, a
separacéao entre os grupos de contagem de CTC Favoravel (<5 CTC) e Desfavoravel (> 5 CTC) destacou-se e foi
significativa em todos os pontos temporais apds o inicio da terapéutica.

34.2 Concordancias entre CTC e Alteracdes do PSA em Doentes com MPC

Actualmente, uma reducédo de > 30% ou > 50% no PSA é frequentemente utilizada para avaliar a progresséo da
doenca em doentes com cancro da prostata metastasico. Por essa razdo, para estabelecer a relacdo entre a
contagem de CTC e as alteracGes no PSA, foram elaboradas classificagdes em tabelas 2x2 das observagdes
concordantes e discordantes entre CTC e PSA para cada ponto temporal ap6s o inicio da terapéutica. Embora
tenham sido calculadas as comparagdes entre as contagens de CTC e alteragdo de PSA em ambas as
magnitudes, s sdo apresentados os dados relativos a CTC vs. alteragdo de PSA > 30%. Esta decis@o baseou-se
numa recente publicagdo (J Nat Ca Inst. 98 (8):p.516-521, 2006) que demonstrava que uma redug&o de 30% do PSA
durante 3 meses indicava uma associa¢ao mais acentuada a reducéo do risco de morte do que uma diminui¢ao de
50% no PSA. Além disso, uma comparacéo dos resultados ao nivel dos doentes e da observagdo das analises de
reducéo de 30% e 50% do PSA vs. CTC ndo demonstrou diferencas significativas em termos de % de concordéancia
positiva, % de concordancia negativa e Concordancia global em nenhum dos pontos temporais observados.

No total, 197, 159, 146 e 138 doentes realizaram colheitas para obter amostras de soro, pelo laboratério central, e
apresentaram resultados de CTC avalidveis de 2-5 semanas, 6-8 semanas, 9-12 semanas e 13-20 semanas apos
o inicio da terapéutica respectivamente. Por forma a determinar a resposta a terapéutica de um doente, a
percentagem de alteracdo do PSA em relag@o ao valor da linha de base foi calculada para cada ponto temporal
apos o inicio da terapéutica. Para as alteragdes de PSA em cada ponto temporal, o grupo Favoravel foi definido
como o grupo dos doentes com uma redugdo do PSA > 30% e o grupo Desfavoravel como o grupo dos doentes
com uma redug@o do PSA <30%. Relativamente a contagem de CTC em cada ponto temporal, o grupo Favoravel foi
definido como o grupo dos doentes com <5 CTC por 7,5 mL de sangue e o grupo Desfavoravel como o grupo dos
doentes com > 5 CTC.

Visto que os resultados de CTC vs. PSA das comparacdes ao nivel dos doentes entre a contagem de CTC e uma
reducdo de PSA > 30% as 2-5 semanas e 13-20 semanas apos o inicio da terapéutica foram mais significativos
em termos de discordancia e concordancia, respectivamente, estes dados estdo apresentados na Tabela 29 e

Tabela 30, respectivamente.
€631600004_PT
4 DS-SPE-25106



Tabela 29: Comparac@o ao Nivel dos Doentes com MPC de CTC e Reducéo de 30% do PSA as 2-5 Semanas

% Redug&o no IfSA da’ L'inha de Bas‘e é's CTC 2-5 Semanas apods o Inicio da Terapéutica Total
2-5 Semanas Apos o Inicio da Terapéutica <5 CTC/7,5mL >5CTC/7,5mL
Reduc@o > 30% no PSA 50 1" 61
Reducg&o <30% no PSA 69 67 136
Total 119 8 197

Inferior IC Superior IC

Medicao Estimativa de 95% de 95%
% de concordéncia positiva 49% 1% 58%
% de concordancia negativa 82% 70% 91%
Valor preditivo positivo 86% 76% 93%
Valor preditivo negativo 42% 33% 51%
Concordancia global 59% 52% 66%
Razdo de probabilidades (odds ratio) 4,4 2,1 9,2

Tabela 30: Comparacéo ao Nivel dos Doentes com MPC de CTC e Reducéo de 30% do PSA as 13-20 Semanas

% Redugao no P§A da !.ir_nha de Basei a§ CTC 13-20 Semanas apés o Inicio da Terapéutica Total
13-20 Semanas Apos o Inicio da Terapéutica <5CTC >5CTC
Redug@o > 30% no PSA 72 9 81
Redug&o <30% no PSA 23 34 57
Total 95 43 138

Inferior IC Superior IC

Medicao Estimativa de 95% de 95%
% de concordancia positiva 60% 46% 2%
% de concordancia negativa 89% 80% 95%
Valor preditivo positivo 79% 64% 90%
Valor preditivo negativo 76% 66% 84%
Concordancia global 1% 69% 84%
Razdo de probabilidades (odds ratio) 11,8 49 28,3

Os resultados de uma comparag&@o combinada ao nivel da observacgao entre a contagem de CTC e alteracdes de
PSA utilizando um limiar de redug&o > 30% as 2-5 semanas, 6-8 semanas, 9-12 semanas e 13-20 semanas apds o
inicio da terapéutica estdo apresentados na Tabela 31.

Tabela 31: Comparacéo ao Nivel da Observacéo de MPC de CTC e Reducéo de 30% de PSA

% Redu’géo no ESA da linhfl d_e Base CTC apés o Inicio da Terapéutica Total
Apés o Inicio da Terapéutica <5CTC >5CTC

Reducéo >30% no PSA 243 4 284

Reducao <30% no PSA 175 181 356

Total 418 222 640

Inferior IC Superior IC

Medicao Estimativa de 95% de 95%
% de concordancia positiva 51% 46% 56%
% de concordancia negativa 86% 81% 89%
Valor preditivo positivo 82% 76% 86%
Valor preditivo negativo 58% 53% 63%
Concordancia global 66% 62% 70%
Razdo de probabilidades (odds ratio) 6,1 41 9,1

A concordancia global entre a contagem de CTC e as alteragdes de PSA, nos varios pontos temporais apds o inicio
da terapéutica, variaram entre 59% a 77% aquando de uma comparag¢do com uma reducdo de PSA > 30% e entre
52% a 75% aquando de uma comparag@o com uma reducdo de PSA > 50%, tendo sido observada uma discordancia
entre a contagem de CTC e alteragdes de PSA em aproximadamente ~25% a 40% dos doentes.
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3.4.3 Combinacao dos Niveis de CTC e Reducao de PSA para Prever a 0S em Doentes com MPC

Para determinar quais dos resultados discordantes melhor reflectiam o prognéstico do doente, foi realizada uma
comparagdo quanto a sobrevivéncia global entre a avaliagdo de CTC e as alteragdes de PSA as 2-5 semanas, 6-8
semanas, 9-12 semanas e 13-20 semanas apos o inicio da terapéutica. Os periodos decorridos de 0S foram
calculados a partir da colheita de sangue avaliada. Para a analise de Kaplan-Meier Figura 31 (Painéis A, B, C e D)
os doentes foram divididos em quatro grupos com base nas respectivas contagens de CTC e redugdo de PSA as
2-5 semanas, 6-8 semanas, 9-12 semanas e 13-20 semanas ap0s o inicio da terapéutica, respectivamente:

e Grupo 1 (curva verde), doentes com <5 CTC na altura da avaliagdo e uma redug&o > 30% do PSA da linha de

base em relagdo a altura da avaliagdo;

e Grupo 2 (curva azul), doentes com <5 CTC na altura da avaliacéo e uma reduca@o <30% do PSA da linha de

base em relagéo a altura da avaliagédo;

e Grupo 3 (curva ), doentes com > 5 CTC na altura da avaliag@o e uma redug&o > 30% do PSA da

linha de base em relagdo a altura da avaliacao;

e Grupo 4 (curva vermelha), doentes com > 5 CTC na altura da avaliagdo e uma redugdo <30% do PSA da linha

de base em relacdo a altura da avaliag@o.

Figura 31: Combinacéo dos Niveis de CTC e Alteracdes de PSA para Prever a 0S as 2-5 Semanas (Painel A),
6-8 Semanas (Painel B), 9-12 Semanas (Painel C) e 13-20 Semanas (Painel D) Apés o Inicio da Terapéutica
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C. 9-12 semanas
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A Figura 31 mostra que os doentes com > 5 CTC em qualquer ponto apds o inicio da terapéutica apresentavam
uma probabilidade muito maior de morrer mais cedo, independentemente das alteragdes nos niveis de PSA em

relacd@o a linha de base. Os doentes com > 5 CTC em todos os pontos temporais (

e Grupo 4) apresentaram

a sobrevivéncia global mediana mais curta, sem uma diferenca significativa. Contudo, a 0S mediana destes dois
grupos foi significativamente diferente quando comparada com a 0S mediana dos doentes com <5 CTC em todos
os pontos temporais (Grupo 1 e Grupo 2). Estes dois grupos (Grupo 1 e Grupo 2) apresentaram a sobrevivéncia
global mediana mais longa, sem uma diferenca significativa. Com base na Figura 31 importa salientar que embora
uma reducdo de PSA em determinados pontos temporais apés o inicio da terapéutica possa ser importante para
prever a sobrevivéncia, a contagem de CTC Favoravel em qualquer ponto temporal foi mais precisa do que a
avaliagdo de PSA. Em termos préticos, isto significa que se deve utilizar a anélise de CTC para avaliar a
probabilidade de sobrevivéncia dos doentes com MPC. Nos casos em que se observou uma discordancia entre a
avaliacdo de CTC e a alterac@o de PSA, concluiu-se que a contagem de CTC fornecia uma avaliacdo mais exacta

do prognéstico.
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— Website
« Eliminadas todas as instancias de CELLSPOTTER® Analyzer
* Actualizadas todas as instancias do termo “Tubo Cénico CELLSEARCH®
para “Tubos Cénicos para Centrifuga CELLSEARCH® (15 mL)”
e Actualizadas todas as instancias de “CELLSEARCH® Kit" para
“CELLSEARCH® CTC Kit" _
* Na secgdo INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:
— Actualizadas as informacdes sobre contaminag&o de células para
“igual ou superior a 5000"
* Na seccao Janssen Technical & Customer Support:
— Actualizadas todas as instancias de “Veridex, LLC” para
“Janssen Diagnostics, LLC"
— Declaracao relativa a Patentes nos EUA actualizada
* Na seccdo LEGENDA DOS SIMBOLOS:
— Adicionado o simbolo de Data de fabrico e o texto “Data de fabrico”
» Data da revis@o actualizada
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Janssen Technical & Customer Support
Janssen Diagnostics, LLC

700 US HWY 202 South

Raritan, NJ 08869

USA

documents.cellsearchctc.com
Telefone: 1-877-837-4339

00 8000 8374339 (EU)

CELLSEARCH®, CELLTRACKS®, CELLTRACKS ANALYZER 11® e
AUTOPREP® s@o marcas comerciais registadas da Janssen
Diagnostics, LLC. Mitomycin® é uma marca comercial
registada da Bristol Myers Oncology. Procrit® é uma marca
comercial registada da Ortho BioTech. Arimidex® é uma
marca comercial registada da AstraZeneca. Aredia® é uma
marca comercial registada da Novartis. Herceptin® é uma
marca comercial registada da Genentech. Proclin® é uma
marca comercial registada da Supelco.

Esta tecnologia, incluindo os produtos e/ou respectivos
componentes associados e os procedimentos e sistemas dos
instrumentos descritos neste documento estao protegidos
pelas patentes dos Estados Unidos, patentes internacionais
correspondentes e pedidos de patentes pendentes, incluindo
um ou mais dos seguintes: Nameros de Patentes dos EUA
6,136,182; 6,551,843; 6,623,982; 6,790,366; 7,011,794 e 7,332,288.
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LEGENDA DOS SiMBOLOS

0Os simbolos seguintes podem ter sido utilizados nestas instrugdes
de utilizag@o ou na i iad.

Utilizar até
AAAA-MM-DD ou AAAA-MM

Cadigo do lote

Namero de série

Cuidado, consultar os documentos em anexo

Data de fabrico

Fabricante

Contém o suficiente para < n > Testes

Atencao

o< EEP>Y

Ndmero de série

Representante autorizado indicado nas instrugdes
de Consulta para utilizagao na Comunidade Europeia

Limite da temperatura

Riscos bioldgicos

Consultar as instrucdes de utilizagdo

= 2

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
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JANSSEN DIAGNOSTICS uma divisdo da
JANSSEN PHARMACEUTICA NV
Turnhoutseweg 30

2340 Beerse

Belgium

C€

ol

Janssen Diagnostics, LLC

700 US HWY 202 South
Raritan, NJ 08869

USA
documents.cellsearchctc.com
Telefone: 1-877-837-4339

00 8000 8374339 (EU)
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