* B R 1120170057 308B 1 =*

(11) BR 112017005730-1 B1

Republica Federativa do Brasil

Ministério do Desenvolvimento, Industria, (22) Data do Deposito: 03/11/2014

Comeércio e Servigos (45) Data de Concessao: 12/12/2023
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: METODO PARA TRIAGEM DE UM INDIVIDUO QUANTO AO RISCO DE UM EVENTO
CARDIOVASCULAR OU PARA PREDIZER A PROBABILIDADE QUE UM INDIVIDUO TENHA TAL
EVENTO

(51) Int.Cl.: C12Q 1/68; GO1N 33/68.
(30) Prioridade Unionista: 26/09/2014 US 62/055,984.

(73) Titular(es): SOMALOGIC OPERATING CO., INC..

(72) Inventor(es): DAVID STERLING; SHINTARO KATO; EDWARD N. BRODY; STEPHEN A.
WILLIAMS.

(86) Pedido PCT: PCT US2014063714 de 03/11/2014
(87) Publicacao PCT: WO 2016/048388 de 31/03/2016

(85) Data do Inicio da Fase Nacional: 21/03/2017

(57) Resumo: METODO PARA TRIAGEM DE UM INDIVIDUO QUANTO AO RISCO DE UM EVENTO
CARDIOVASCULAR OU PARA PREDIZER A PROBABILIDADE QUE UM INDIVIDUO TENHA TAL
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para
"METODO PARA TRIAGEM DE UM INDIVIDUO QUANTO AO RISCO
DE UM EVENTO CARDIOVASCULAR OU PARA PREDIZER A
PROBABILIDADE QUE UM INDIVIDUO TENHA TAL EVENTO".
CAMPO DA INVENCAO

[0001] O presente pedido se refere genericamente a detecgao de

biomarcadores e um método para avaliar o risco de um futuro evento
cardiovascular em um individuo e, mais especificamente, a um ou mais
biomarcadores, métodos, aparelhos, reagentes, sistemas e Kkits
utilizados para avaliar uma individual para a predigdo de risco de
desenvolvimento de um evento cardiovascular (CV) ao longo de um
periodo de 1 a 5 anos. Tais eventos incluem, mas nao estéo limitados a
enfarte do miocardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca
congestiva ou morte.

FUNDAMENTOS

[0002] A descrigao a seguir proporciona um resumo de informacao

relevante ao presente pedido e ndo € uma admissao de que qualquer
uma das informacgdes proporcionadas ou publicagdes mencionadas
neste documento s&o o estado da técnica para o presente pedido.

[0003] A doenga cardiovascular é a principal causa de morte nos
EUA. Ha uma série de indicadores existentes e importantes de risco de
eventos primarios (D'Agostino, R et al., "General Cardiovascular Risk
Profile for Use in Primary Care: The Framingham Heart Study"
Circulation 117: 743-53 (2008); and Ridker, P. et al., "Development and
Validation of Improved Algorithms fo rthe Assessment of Global
Cardiovascular Risk in Women" JAMA 297(6): 611-619 (2007)) and
secondary events (Shlipak, M. et al. "Biomarkers to Predict Recurrent
Cardiovascular Disease: The Heart & Soul Study" Am. J. Med. 121:
50-57 (2008)), que sao amplamente utilizados na pratica clinica e

ensaios terapéuticos. Infelizmente, as curvas caracteristicas de
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receptor-operagao, as taxas de perigo, e a concordancia mostram que o
desempenho de fatores e biomarcadores de risco existentes € modesto
(AUC de ~ 0,75 significa que esses fatores estdo apenas a meio
caminho entre uma virada de moeda e perfei¢cdo). Além da necessidade
de melhorar o desempenho de diagnoéstico, existe uma necessidade
para um produto de risco, que € tanto de curto prazo e pessoalmente
responsivo em individuos para intervengdes benéficas (e destrutivas) e
alteragdes do estilo de vida. A equacao de Framingham comumente
utilizada tem trés problemas principais. Em primeiro lugar, € de prazo
longo demais: ela da calculos de risco de 10 anos, mas 0s seres
humanos desconsideram riscos futuros e se mostram relutantes em
fazer modificagdes de comportamento e estilo de vida com base nela.
Em segundo lugar, ndo é muito responsiva a intervengdes: é fortemente
dependente da idade cronoldgica, o que ndo pode declinar; e sexo, que
nao pode mudar. Em terceiro lugar, dentro da populacédo de alto risco
imaginada aqui, os fatores de Framingham nao discriminam bem entre
alto e baixo risco: a taxa de perigo entre os quartis de alta e baixa € de
apenas 2, e quando se tenta usar pontuagbes de Framingham para
personalizar risco através da estratificacao de pacientes em camadas
mais finas (decis por exemplo) as taxas de eventos observadas sao
semelhantes para muitos dos decis.

[0004] Os fatores de risco para as doencgas cardiovasculares sao
amplamente utilizados para dirigir a intensidade e a natureza do
tratamento médico, e seu uso tem, sem duvida, contribuido para a
reducdo da morbidade e mortalidade cardiovascular que tem sido
observada ao longo das ultimas duas décadas. Esses fatores tém sido
rotineiramente combinados em algoritmos, mas infelizmente eles néo
capturam todos os riscos (a apresentacdo inicial mais comum de
doenca cardiaca ainda € a morte). Na verdade, eles provavelmente s6

capturam metade do risco. Uma area sob a curva ROC de ~ 0,76 ¢é
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tipica para tais fatores de risco na prevencdo primaria, com
desempenho muito pior na prevencdo secundaria (0,62 € tipica),
numeros de apenas cerca de um quarto a um meio do desempenho
entre uma virada de moeda em 0. 5 e perfeigdo em 1,0.

[0005] A adicdo de novos biomarcadores para graus de risco
clinicos tem sido decepcionante. Por exemplo, no estudo de
Framingham (Wang et al., "Multiple Biomarkers for the Prediction of First
Major Cardiovascular Events and Death" N. Eng. J. Med. 355:
2631-2637 (2006)) em 3209 pessoas, a adicdo de 10 biomarcadores
(CRP, BNP, NT-proBNP, aldosterona, renina, fibrinogénio, D-dimer,
inibidor de ativador de plasminogénio do tipo 1, homocisteina e a
albumina urinaria creatinina), ndo melhorou significativamente a AUC,
quando adicionados aos fatores de risco existentes: a AUC para
eventos de 0-5 anos foi de 0,76 com a idade, sexo e fatores de risco
convencionais e 0,77 com a melhor combinacdo de biomarcadores
adicionados a mistura, e para a prevencao secundaria, a situacao é pior.
[0006] A identificagao precoce de pacientes com maior risco de um
evento cardiovascular em uma janela de 1-5 anos € importante porque
um tratamento mais agressivo de individuos com risco elevado pode
melhorar o resultado. Assim, a gestdo O6tima requer intervencao
agressiva para reduzir o risco de um evento cardiovascular nos
pacientes que sao considerados de maior risco, enquanto os pacientes
com um menor risco de um evento cardiovascular podem ser poupados
de tratamentos caros e potencialmente invasores, que sao suscetiveis
de nao ter qualquer efeito benéfico para o paciente.

[0007] A selecao de biomarcador para predizer o risco de ter estado
de doenca especifica ou condigdo dentro de um periodo de tempo
definido envolve primeiro a identificacdo de marcadores que tém uma
relacdo mensuravel e estatisticamente significativa com a probabilidade

e/ou 0 momento de um evento para uma aplicacdo médica especifica.
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Os biomarcadores podem incluir moléculas secretadas ou derramadas
que estdo, tanto na via causal para a condi¢cdo de interesse, ou que
estdo a jusante ou em paralelo com a doenga ou estado de
desenvolvimento ou progressao, ou ambos. Elas sao liberadas para a
corrente sanguinea a partir de tecido cardiovascular ou de outros
orgéaos e tecidos circundantes e células circulantes em resposta aos
processos bioldgicos que predispdem a um evento cardiovascular ou
podem ser refletores de efeitos a jusante da fisiopatologia, tais como um
declinio na fungcdo renal. Os biomarcadores podem incluir pequenas
moléculas, peptideos, proteinas e acidos nucleicos. Algumas das
questdes-chave que afetam a identificacdo de biomarcadores incluem
excesso de encaixe dos dados disponiveis e predisposi¢cdo nos dados.
[0008] Uma variedade de meétodos tem sido utilizada em uma
tentativa de identificar biomarcadores e diagnosticar ou prever o risco
de ter uma doenca ou uma condicdo. Para os marcadores com uma
base proteica, estes incluem a eletroforese bidimensional,
espectrometria de massa e métodos de imunoensaio. Para marcadores
de acidos nucleicos, que incluem perfis de expressdo de mRNA, perfis
de microRNA, FISH, analise em série da expressao génica (SAGE),
matrizes de expressao génica em larga escala, sequenciamento de
genes e genotipagem (SNP ou analise variante pequena).

[0009] A utilidade de electroforese bidimensional é limitada pela
baixa sensibilidade de deteccado; problemas com a solubilidade da
proteina, carga e hidrofobicidade; reprodutibilidade de gel; e a
possibilidade de uma unica mancha representando multiplas proteinas.
Por espectrometria de massa, dependendo do formato utilizado,
limitagbes giram em torno do processamento de amostras e a
separagao, a sensibilidade as proteinas de baixa abundancia, para
consideragdes de sinal de ruido, e a incapacidade de identificar

imediatamente a proteina detectada. Limitagbes nas abordagens de
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imunoensaio para a descoberta de biomarcadores sao centradas sobre
a incapacidade dos ensaios multiplex a base de anticorpos para medir
um grande numero de analitos. Alguém poderia simplesmente imprimir
uma matriz de anticorpos de alta qualidade e, sem sanduiches, medir os
analitos ligados a esses anticorpos. (Isto seria o equivalente formal da
utilizagdo de um genoma completo de sequéncias de acidos nucleicos
para medir por hibridizacdo de todas as sequéncias de DNA ou de RNA
de um organismo ou de uma célula. O experimento de hibridizagao
funciona porque a hibridizacdo pode ser um teste rigoroso de
identidade.)No entanto, até anticorpos muito bons ndo sdo normalmente
suficientemente rigorosos na escolha dos seus parceiros de ligagéo
para trabalhar no contexto de extratos de sangue ou mesmo de células,
porque o conjunto de proteinas nessas matrizes tém abundancias
amplamente variadas, que podem conduzir a um sinal pobre para
razdes de ruido. Assim, deve-se usar uma abordagem diferente com
abordagens baseadas em imunoensaios para a descoberta de
biomarcadores - seria preciso usar ensaios ELISA multiplexados (isto &,
sanduiches) para obter rigor suficiente para medir muitos analitos
simultaneamente para decidir quais analitos sao realmente
biomarcadores. Imunoensaios de sanduiche nédo escalam para alto
conteudo, e assim, a descoberta de biomarcador utilizando
imunoensaios de sanduiche rigorosos nédo é possivel utilizando
formatos de matriz padrdo. Por ultimo, reagentes de anticorpos estéo
sujeitos a variabilidade muito substancial e instabilidade de reagente. A
plataforma instantdnea para a descoberta de biomarcadores de
proteina supera esse problema.

[00010] Muitos destes métodos baseiam-se em ou requerem algum
tipo de fracionamento da amostra antes da analise. Assim, a preparagao
da amostra necessaria para executar um estudo suficientemente

mecanico destinado a identificar e descobrir biomarcadores
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estatisticamente relevantes, de uma série de populacbes de amostras
bem definidas é extremamente dificil, dispendiosa e demorada. Durante
o fracionamento, uma vasta variedade de variabilidade pode ser
introduzida nas varias amostras. Por exemplo, um marcador em
potencial pode ser instavel para o processo, a concentracdo do
marcador pode ser alterada, agregacao inadequada ou desagregacao
pode ocorrer, € contaminacao inadvertida da amostra pode ocorrer e,
consequentemente, obscurecer as alteragdes sutis antecipadas no
inicio da doenca.

[00011] E amplamente aceito que a descoberta de biomarcadores e
métodos de detecgdo que utilizam estas tecnologias tém sérias
limitagdes para a identificacdo de biomarcadores de diagndstico ou de
predicdo. Estas limitagdes incluem a incapacidade para detectar
biomarcadores de baixa abundancia, uma incapacidade para cobrir
consistentemente toda a variedade dinamica do proteoma,
irreprodutibilidade no processamento e fracionamento da amostra, e
irreprodutibilidade geral e falta de robustez do método. Além disso,
estes estudos introduziram polarizagbes para os dados e nao trataram
adequadamente a complexidade das populagbes de amostras,
incluindo os controles adequados, em termos de distribuicdo e
randomizagdo necessaria para identificar e validar os biomarcadores
dentro de uma populagao alvo da doenca.

[00012] Embora os esforcos que visam a descoberta de
biomarcadores novos e eficazes tenham passado por varias décadas,
os esforgos tém sido em grande parte sem éxito. Biomarcadores para
varias doengas tém sido tipicamente identificados em laboratérios
académicos, geralmente através de uma descoberta acidental
enquanto se faz a pesquisa basica em algum processo da doenga. Com
base na descoberta e com pequenas quantidades de dados clinicos,

documentos foram publicados que sugeriram a identificacdo de um
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novo biomarcador. A maioria destes biomarcadores propostos, no
entanto, ndo foi confirmada como biomarcadores reais ou Uuteis,
principalmente por que o pequeno numero de amostras clinicas
testadas proveu apenas estatistica fraca de que um biomarcador eficaz
foi de fato encontrado. Isto é, a identificagc&o inicial ndo foi rigorosa no
que diz respeito aos elementos basicos de estatistica. Em cada um dos
anos de 1994 a 2003, uma pesquisa da literatura cientifica mostra que
milhares de referéncias voltadas para biomarcadores foram publicadas.
Durante esse mesmo periodo de tempo, no entanto, a FDA aprovou
para uso em diagnodstico, no maximo, trés novas biomarcadores de
proteina em um ano, € em varios anos foram aprovados novos
biomarcadores de proteina.

[00013] Com base na histéria dos esforgos falhos de descoberta de
biomarcador, teorias tém sido propostas que promovem ainda mais o
entendimento geral de que os biomarcadores para o diagnostico,
prognostico ou predicdo de risco de desenvolvimento de doengas e
condicbes sao raros e dificeis de encontrar. Pesquisa com
biomarcadores com base em geéis 2D ou espectrometria de massa
suporta essas nogdes. Muito poucos biomarcadores uteis tém sido
identificados através destas abordagens. No entanto, geralmente é
ignorado que o gel 2D e proteinas espectrometria de massa medem
proteinas que estdo presentes no sangue em concentragdes de cerca
de 1 nM e mais elevadas, e que este conjunto de proteinas pode muito
bem ser o menos provavel a alterar com a doenga ou o desenvolvimento
de uma condicdo particular. A excecdo da plataforma de descoberta de
biomarcador instantanea, plataformas de descoberta de biomarcadores
protebmicos que sdo capazes de medir com precisdao os niveis de
expressao de proteina em concentracdes muito mais baixas nao
existem.

[00014] Muito se sabe sobre vias bioquimicas para a biologia
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humana complexa. Muitas vias bioquimicas culminam com ou sao
iniciados por proteinas secretadas que trabalham localmente dentro da
patologia; por exemplo, fatores de crescimento sdo secretados para
estimular a replicacdo de outras células na patologia, e outros fatores
sdo secretados para afastar o sistema imunolégico, e assim por diante.
Enquanto muitas destas proteinas secretadas funcionam de uma forma
paracrina, algumas operam de modo distal no corpo. Um versado na
técnica com uma compreensao basica de vias bioquimicas iria entender
que muitas proteinas especificas da patologia deveriam existir no
sangue em concentragdes abaixo (ainda muito abaixo) dos limites de
detecgédo de géis 2D e espectrometria de massa. O que deve preceder a
identificacdo deste numero relativamente abundante de biomarcadores
de doenca é uma plataforma proteémica que pode analisar proteinas a
concentragdes inferiores as detectaveis por géis 2D ou espectrometria
de massa.

[00015] Como é discutido acima, eventos cardiovasculares podem
ser prevenidos por tratamento agressivo se a propensado para tais
eventos puder ser determinada com precisdo, e alvejando tais
intervengdes para as pessoas que deles necessitam mais e/ou longe
das pessoas que deles necessitam o minimo, a eficiéncia de recursos
médicos pode ser melhorada e os custos podem ser reduzidos ao
mesmo tempo. Além disso, quando o paciente tem o conhecimento de
informacdes precisas e de curto prazo sobre a sua probabilidade
pessoal de eventos cardiovasculares, isto pode ser menos negavel do
que a informagao de base populacional a longo prazo e vai levar a
melhores escolhas de estilo de vida e melhor cumprimento da
medicagdo que ira adicionar para os beneficios. Testes de
multimarcador existentes tanto requerem a coleta de multiplas amostras
de um individuo ou exigem que uma amostra seja dividida entre varios

ensaios. ldealmente, um teste melhorado pode requerer apenas uma

Peticao 870230075372, de 25/08/2023, pag. 15/250



9/146

unica amostra de sangue, urina, ou outra amostra, € um unico ensaio.
Por conseguinte, existe uma necessidade de biomarcadores, métodos,
aparelhos, reagentes, sistemas e kits que permitam a predigcao de
eventos cardiovasculares dentro de um periodo de 5 anos.

SUMARIO DA INVENCAQO

[00016] O presente pedido inclui os biomarcadores, métodos,

reagentes, equipamentos, sistemas e kits para a predi¢cao de risco de ter
um evento cardiovascular (CV) dentro de um periodo de 1 ano, um
periodo de 2 anos, um periodo de 3 anos, ou um periodo de 4 anos. Os
biomarcadores do presente pedido de patente foram identificados
utilizando um ensaio a base de aptamero de taxa de desaceleracéo
multiplex (SOMAmer) que é descrito aqui em detalhe. Ao utilizar o
método de identificagcdo biomarcador baseado em SOMAmer aqui
descrito, este pedido descreve um conjunto de biomarcadores que sao
Uteis para predizer a probabilidade de um evento CV dentro de 1 ano, 2
anos, 3 anos, ou 4 anos.

[00017] Os eventos cardiovasculares podem ser evitados por
tratamento agressivo se a propensao para tais eventos puder ser
determinada com precisao. Testes de multimarcador existentes tanto
requerem a coleta de multiplas amostras de um individuo, ou requerem
que uma amostra seja dividida entre varios ensaios. Seria preferivel
prover um ensaio de progndstico que exigiria apenas uma unica
amostra biolégica, medido em um ensaio, em vez de varias amostras de
diferentes tipos de analitos (lipidios, proteinas, metabolitos) ou de
painéis de analitos. O beneficio central para um unico teste da amostra
€ a simplicidade no ponto de uso, uma vez que um teste com varios
conjuntos de amostras e/ou varios tipos de tecnologia (como a
integragdo de resultados de sangue com uma ou mais fontes de
informacdo de cortesia, como a demografia, a ecocardiografia,

imagiologia, testes de urina, pressdo arterial ou complacéncia vascular)
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€ mais complexo de administrar e isto constitui uma barreira para a
adocdo. Uma vantagem adicional deriva da execuc¢ado daquela unica
amostra em um unico ensaio para varias proteinas. Um unico ensaio
deve mitigar a variacdo indesejada devido a calibracdo de varios
resultados de ensaio ou formatos de tecnologia juntos. O teste que
constitui a base do presente pedido € um teste de "unica amostra,
ensaio unico". Esta combinacio de Unica amostra e ensaio unico é uma
nova caracteristica deste teste de risco de evento cardiovascular, que
aborda a complexidade logistica de coleta de amostras multiplas e
usando varias modalidades de medi¢cdo e os problemas e perigos
bioldgicos envolvidos na divisdo de amostras em varias aliquotas para
multiplos procedimentos analiticos independentes.

[00018] A doenca cardiovascular € conhecida por envolver varios
processos biologicos e tecidos. Exemplos bem conhecidos de sistemas
biolégicos e processos associados com as doencgas cardiovasculares
sdo a inflamacgao, trombose, angiogese associada a doenga, ativagao
de plaquetas, ativacdo de macréfagos, a resposta aguda do figado,
remodelacado da matriz extracelular, e a funcao renal. Estes processos
podem ser observados como uma funcdo do sexo, estado de
menopausa, € a idade, e de acordo com o estado de coagulagéo e
funcdo vascular. Uma vez que estes sistemas comunicam parcialmente
através de sistemas de sinalizagcdo baseados em proteinas, e proteinas
multiplas podem ser medidas em uma unica amostra de sangue, a
invengdo prové um teste baseado em proteinas multiplas de unica
amostra, ensaio unico focado em proteinas dos sistemas bioldgicos
especificos e processos envolvidos na doenga cardiovascular.

[00019] Como ¢é aqui discutido, uma das fungdes centrais de medir 0
risco de um evento cardiovascular € permitir a avaliagdo dos progressos
em resposta ao tratamento e mudangas comportamentais, tais como

dieta e exercicio. Métodos de predicdo de riscos atuais, como a
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equagao de Framingham, incluem claramente as informacgdes
covariaveis clinicas sem resposta, principais fatores sdo a idade e o
sexo do individuo. Isso faz com que a equacédo de Framingham seja
menos util para monitorizar a alteragdo no risco de um individuo,
embora possa ser precisa para uma populacdo. Uma nova
caracteristica do presente teste de risco de evento CV é que ele nao
necessita de idade como uma parte do modelo progndstico. A presente
invencdo baseia-se na premissa de que, no ambito da biologia do
envelhecimento, existem fatores biolégicos subjacentes que s&do mais
diretamente relacionados com o risco, mas que sao variaveis entre os
individuos e, portanto, melhor usados para avaliar o risco do que a idade
cronoldgica. A invengao tem como premissa a crenga de que a idade em
si ndo é um fator causal da doenca, e que a idade esta agindo como um
substituto ou representante para a biologia subjacente. Enquanto a
idade de fato é progndstico de eventos CV, a mesma nao pode ser
usada para avaliar a melhoria individual, e presumivelmente o efeito da
idade é mediado através da funcéo biolégica. Este efeito pode ser
melhor determinado através da medicdo da biologia relevante. Na
presente invencgao, as proteinas que sao visadas estdo envolvidas na
biologia da doenga. Assim, o invento captura a informagao bioldgica que
se reflete na correlagao entre idade e o risco de um evento CV.

[00020] A estratégia para identificar proteinas de varios processos
envolvidos na doenga cardiovascular exigiu a escolha de parametros
que proveram uma vasta variedade/ diversidade de pacientes com
doenca cardiovascular que apresentam uma variedade de eventos ou
sintomas. Eventos devido a doencga cardiovascular sdo heterogéneos,
envolvendo a morte subita de causa desconhecida, e duas classes
principais de evento conhecido: trombdtica (acidente vascular cerebral,
ataques isquémicos transitorios, infarto do miocardio) e eventos

relacionados a CHF. Alguns eventos que se apresentam podem nao ter
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informagdes especificas de diagnodstico (por exemplo, a morte em
casa). Tendo em conta estas caracteristicas de doenga cardiovascular,
o teste da invencao foi desenvolvido medindo proteinas envolvidas dos
processos biologicos associados com a doenca cardiovascular, em
amostras de sangue a partir de uma vasta variedade de eventos. Esta
estratégia resulta na inclusdo de informacéo de multiplos processos
envolvidos na doenga (por exemplo, a angiogénese, a ativagao de
plaquetas, ativacdo de macréfagos, a resposta aguda do figado, outras
inflamacdes dos linfocitos, remodelagdo da matriz extracelular, e a
funcdo renal). A fim de desenvolver um teste de amostra unica de
prognostico com base em multiplas proteinas para a doenga
cardiovascular, a populacdo de estudo escolhida foi um estudo de
coorte de grupo de alto risco de individuos com doenca cardiaca
coronaria aparentemente estavel: The Heart & Soul Study" Am. Ao
escolher este conjunto de individuos com uma taxa elevada de eventos
CV, foi possivel determinar o risco associado as medi¢des de proteinas
com mais precisdo do que seria possivel na populacdo em geral (em
que os eventos sdo mais raros). O desenvolvimento do teste em
individuo neste grupo de alto risco, permitiu a identificacdo de
combinagdes de biomarcadores de proteinas que podem ser
generalizadas devido a biologia comum. Como resultado, o teste
inventivo em individuo e os biomarcadores sao suscetiveis de serem
eficazes além da predigao de evento em uma populagdo maior do que
aqueles individuos que correspondem aos critérios de entrada do
estudo "Heart & Soul".

[00021] Em algumas modalidades, métodos para a triagem de um
individuo para o risco de um evento cardiovascular (CV) séao
proporcionados evento. Em algumas modalidades, o método
compreende:

(a) formar um painel de biomarcador compreendendo N
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biomarcadores selecionados de MMP12, angiopoietina-2,
complemento C7, troponina | cardiaca, proteina relacionada com
angiopoietina 4, CCL18/PARC, complexo de alfa-1-antiquimotripsina,
GDF11 e alfa-2-antiplasmina, em que N € um numero inteiro dentre 2 e
9:e

(b) detectar o nivel de cada um dos N biomarcadores do
painel em uma amostra do individuo.

[00022] Em algumas modalidades, os métodos para predizer a
probabilidade de um individuo ter um evento CV séo proporcionados.
Em algumas modalidades, o método compreende:

(a) formar um painel de biomarcador compreendendo N
biomarcadores selecionados de MMP12, angiopoietina-2,
complemento C7, troponina | cardiaca, proteina relacionada com
angiopoietina 4, CCL18/PARC, complexo de alfa-1-antiquimotripsina,
GDF11 e alfa-2-antiplasmina, em que N € um numero inteiro dentre 2 e
9:e

(b) detectar o nivel de cada um dos N biomarcadores do
painel em uma amostra do individuo.

[00023] Em algumas modalidades, métodos para a triagem de um
individuo para o risco de um evento cardiovascular (CV) sédo providos,
compreendendo a deteccdo do nivel de, pelo menos cinco, pelo menos
seis, pelo menos sete, pelo menos oito, ou todos os nove
biomarcadores selecionados a partir de MMP12, angiopoietina-2,
complemento C7, troponina | cardiaca, proteina relacionada com
angiopoietina 4, CCL18/PARC, complexo de alfa-1-antiquimotripsina,
GDF11 e alfa-2-antiplasmina em uma amostra do individuo.

[00024] Em algumas modalidades, métodos para predizer a
probabilidade de que um individuo vai ter um evento CV sio providos,
compreendendo a deteccao do nivel de, pelo menos cinco, pelo menos

seis, pelo menos sete, pelo menos oito, ou todos o0s nove
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biomarcadores selecionados a partir de MMP12, angiopoietina-2,
complemento C7, troponina | cardiaca, proteina relacionada com
angiopoietina 4, CCL18/PARC, complexo de alfa-1-antiquimotripsina,
GDF11 e alfa-2-antiplasmina em uma amostra do individuo.

[00025] Em algumas modalidades, a probabilidade do individuo ter
um evento CV dentro de 4 anos é elevada se o nivel de, pelo menos
cinco, pelo menos seis, ou todos os sete biomarcadores selecionados a
partir do nivel de MMP12, angiopoetina-2, complemento C7, troponina I,
proteina relacionada com angiopoietina 4, CCL18/PARC e complexo de
alfa-1 antiquimotripsina forem superiores a um nivel da respectiva
proteina de controle, e se o nivel de pelo menos um biomarcador ou
ambos o0s biomarcadores selecionados a partir de GDF11 e
a2-antiplasmina for menor do que um nivel de controle da respectiva
proteina.

[00026] Em algumas modalidades, métodos para a triagem de um
individuo para o risco de um evento cardiovascular (CV) séao
proporcionados, compreendendo a deteccdo do nivel de GDF11 e
FSTL3 em uma amostra do individuo.

[00027] Em algumas modalidades, métodos para predizer a
probabilidade de que um individuo tera um evento CV séao
proporcionados, compreendendo a deteccdo do nivel de GDF11 e
FSTL3 em uma amostra do individuo. Em algumas modalidades,
métodos para predizer a probabilidade de que um individuo tera um
evento trombdtico sdo proporcionados, compreendendo a detecgao do
nivel de GDF11 e FSTL3 em uma amostra do individuo. Em algumas
modalidades, o evento trombodtico € selecionado entre enfarte do
miocardio, acidente vascular cerebral e ataque isquémico transitério.
[00028] Em algumas modalidades, a probabilidade do individuo ter
um evento CV (tais como um evento trombotico) dentro de 4 anos é

elevada se o nivel de GDF11 for inferior a um nivel de GDF11 e/ou o
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nivel de FSTL3 de controle for maior do que um nivel de controle de
FSTL3.

[00029] Em algumas modalidades, o método compreende a
detecgdo do nivel de MMP12. Em algumas modalidades, o método
compreende a deteccdo do nivel de angiopoietina-2. Em algumas
modalidades, o método compreende a detecgcdo do nivel de
complemento C7. Em algumas modalidades, o método compreende a
deteccao do nivel de troponina cardiaca |. Em algumas modalidades, o
método compreende a detecgdo do nivel de proteina relacionada a
angiopoietina 4. Em algumas modalidades, o método compreende a
detecgdo do nivel de CCL18/ PARC. Em algumas modalidades, o
meétodo compreende a detecgdo do nivel de complexo de
alfa-1-antiquimotripsina. Em algumas modalidades, o método
compreende a detecgéo do nivel de GDF11. Em algumas modalidades,
o método compreende a deteccao do nivel de alfa-2-antiplasmina. Em
algumas modalidades, o método compreende a detecgéo do nivel de
MMP12, angiopoietina-2, complemento C7, troponina | cardiaca,
proteina relacionada com angiopoietina 4, CCL18/PARC, complexo de
alfa-1-antiquimotripsina, GDF11 e alfa-2-antiplasmina.

[00030] Em algumas modalidades, o individuo tem doenga da artéria
coronaria. Em algumas modalidades, o individuo ndo tem um histérico
de eventos cardiovasculares. Em algumas modalidades, o individuo tem
um grau de risco do American College of Cardiology (ACC) elevado. Em
algumas modalidades, o individuo tem um grau de risco do ACC
intermediario. Em algumas modalidades, o individuo tem um grau de
risco do ACC baixo. Em algumas modalidades, o individuo teve pelo
menos um evento CV. Em algumas modalidades, o evento CV é
selecionado dentre enfarte do miocardio, acidente vascular cerebral,
insuficiéncia cardiaca congestiva, ataque isquémico transgénico, e

morte.
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[00031] Em algumas modalidades, a amostra é selecionada dentre
uma amostra de sangue, uma amostra de soro, uma amostra de
plasma, e uma amostra de urina. Em algumas modalidades, a amostra é
uma amostra de plasma. Em algumas modalidades, o método é
realizado in vitro.
[00032] Em algumas modalidades, cada biomarcador € um
biomarcador de proteina. Em algumas modalidades, o método
compreende o contato de biomarcadores da amostra do individuo com
um conjunto de reagentes de captura de biomarcadores, em que cada
reagente de captura biomarcador do conjunto de reagentes de captura
de biomarcadores se liga especificamente a um biomarcador diferente a
ser detectado. Em algumas modalidades, cada reagente de captura
biomarcador é um anticorpo ou um aptdmero. Em algumas
modalidades, cada reagente de captura biomarcador € um aptamero.
Em algumas modalidades, pelo menos um aptamero € um aptamero de
taxa de desaceleracao lenta. Em algumas modalidades, pelo menos um
aptamero taxa de desaceleracdo lenta compreende, pelo menos um,
pelo menos dois, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos
cinco, pelo menos seis, pelo menos sete, pelo menos oito, pelo menos
nove, ou pelo menos 10 nucleotideos com modificacbes. Em algumas
modalidades, cada aptamero de taxa de desaceleracéo lenta se liga a
sua proteina alvo com uma taxa de desaceleragao (tz) = 30 minutos, =
60 minutos, = 90 minutos e = 120 minutos, 2 150 minutos, = 180
minutos, = 210 minutos, ou = 240 minutos.
[00033] Em algumas modalidades, a probabilidade de um evento CV
baseia-se nos niveis de biomarcadores e, pelo menos, um item de
informagao biomédica adicional selecionada de

a) informacédo correspondente a presenga de fatores de
risco cardiovascular selecionado a partir do grupo consistindo em

enfarte do miocardio prévio, evidéncia angiografica de maior do que
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50% de estenose em um ou mais vasos coronarios, isquemia induzida
por exercicio em esteira ou ensaios nucleares ou revascularizagio
coronaria prévia,

b) informacdo correspondente ao descritores fisicos do
referido individuo,

c) informacéo correspondente a uma mudang¢a no peso do
referido individuo,

d) informacao correspondente a etnia do referido individuo,

e) informacao correspondente ao sexo do referido individuo,

f) informacdo correspondente ao histérico de fumo do
referido individuo,

g) informagao correspondente ao histérico de uso de alcool
do referido individuo,

h) informagéo correspondente ao histérico ocupacional do
referido individuo,

i) informacédo correspondente ao referido histérico da familia
do individuo de doencgas cardiovasculares ou outras condi¢gdes do
sistema circulatorio,

j) informacéo correspondente a presenca ou auséncia no
referido individuo de pelo menos um marcador genético
correlacionando-se com um maior risco de doenga cardiovascular no
referido individuo ou um membro da familia do referido individuo,

k) informac&o correspondente aos sintomas clinicos do
referido individuo,

l) informacgao correspondente a outros testes de laboratério,

m) informag&o correspondente a valores de expressao de
genes do referido individuo, e

n) informagcédo correspondente ao consumo do referido
individuo de fatores de risco cardiovasculares conhecidos tais como a

dieta rica em gorduras saturadas, sal elevado, colesterol elevado,
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o) informagao correspondente a resultados de imagiologia
do individuo obtidos por técnicas selecionadas do grupo consistindo de
eletrocardiograma, ecocardiograma, ultrassom da cardtida para a
espessura intima-média, dilatacdo mediada por fluxo, velocidade de
onda de pulso, indice tornozelo-braquial, ecocardiograma de estresse,
cintilografia de perfusdo miocardica, calcio coronario por tomografia,
angiografia de tomografia de alta resolugcdo, imagiologia por
ressonancia magnetica, e outras modalidades de imagiologia,

p) informagao sobre medicamentos do individuo, e

q) informacao sobre a fungao renal do individuo.

[00034] Em algumas modalidades, o método compreende a
determinacéo da probabilidade de um evento CV para a finalidade de
determinar um seguro médico ou seguro de vida. Em algumas
modalidades, o método compreende ainda a determinacao de cobertura
ou prémio para o seguro medico ou seguro de vida. Em algumas
modalidades, o método compreende, ainda, utilizar a informacéao
resultante do método para predizer e/ou controlar a utilizagdo dos
recursos meédicos. Em algumas modalidades, o método compreende
ainda, utilizar a informacao resultante do método para permitir a decisao
de adquirir ou comprar uma pratica meédica, hospital ou empresa.

[00035] Em algumas modalidades, um método implementado por
computador para avaliar o risco de um evento cardiovascular € provido.
Em algumas modalidades, o método compreende a recuperagdo em um
computador de uma informagao do biomarcador para um individuo, em
que a informacgao de biomarcador compreende os niveis de, pelo menos
cinco, pelo menos seis, pelo menos sete, pelo menos oito, ou todos os
nove biomarcadores selecionados de MMP12, angiopoietina-2,
complemento C7, troponina | cardiaca, proteina relacionada com
angiopoietina 4, CCL18/ PARC, complexo de alfa-1-antiquimotripsina,

GDF11 e alfa-2-antiplasmina em uma amostra do individuo; que
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executa com o computador uma classificacdo de cada um dos referidos
valores dos biomarcadores; indicando um resultado da avaliacdo do
risco para um evento CV para o referido individuo com base em uma
pluralidade de classificacbes. Em algumas modalidades, indicar o
resultado da avaliacdo do risco de um evento CV para o individuo
compreende exibir o resultado em um monitor de computador.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[00036] A FIG. 1 mostra diagramas de caixas de distribuicdo escala

de normalizag&o para proteinas medidas em conjuntos de descoberta e
validagao em cada diluigdo da amostra. Nos diagramas de caixa, a linha
vermelha indica o valor médio, a extensao da caixa exibe o intervalo
inter-quartil contendo 50% dos dados e as aparas se estendem 1,5
vezes a faixa inter-quartil para fora da caixa. As amostras com fatores
de escala extrema de normalizacdo sdao marcadas com o sinal "+"
vermelho. Aumentos de normalizagao (diminuicées) de niveis de sinal
medianos na descoberta (validagdo) estabelecidos para compensar
pelo viés de intensidade sistematica evidente no sinal de proteina
medido nas amostras de validagao.

[00037] A FIG. 2 mostra graficos de vulcdo das razdes de risco
univariadas do modelo de Cox por desvio padrdao de RFU (topo) ou
entre quartis externos de RFU (parte inferior). A linha pontilhada
horizontal indica nivel de importancia Bonferroni de p = 0. 05. Os nomes
de genes do National Center for Biotechnology Information (NCBI) sdo
usados como rotulos sucintos para proteinas com taxas de risco
extremas. As proteinas marcadas em vermelho estdo incluidas no
modelo CVD9: ANGPT2 = "Angiopoietina-2"; C7 = "Complemento C7";
SERPINF2 ="F2 serina-protease inibidor" ou "a2-Antiplasmina"; CCL18
= "quimiocina (motivo C-C) ligando 18" também conhecido como
"pulmonar e quimiocina regulada por ativacdo (PARC)"; ANGL4 =

"proteina relacionada com angiopoietina 4"; KLK3. SERPINA3 =
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"complexo antiquimotripsina a1-"; e TNNI3 = "troponina-I, cardiaca".
[00038] A FIG. 3 mostra os niveis médios de sinal das proteinas
CVD9 em conjuntos de descoberta e de validacdo e modelo de
regressao linear robusto usado para estimar a intensidade de
polarizacao residual resultante do processo de normalizagao.

[00039] A FIG. 4 mostra uma comparagao de risco previsto e real
gerada pelo modelo de Framingham no conjunto de descoberta antes
(esquerda) e depois (direita) da recalibragem com o modelo de
calibracdo de Cox.

[00040] A FIG. 5 mostra uma comparagao de risco previsto e real
gerada pelo modelo de Framingham na validagdo HUNT3 definida antes
(esquerda) e depois (direita) da recalibracgdo com o modelo de
calibracao de Cox.

[00041] A FIG. 6 mostra um fluxograma do processo estatistico e de
amostra, tal como aplicado aos conjuntos de amostra de descoberta
(esquerda, cinza) e de validagéao (direita, rosa).

[00042] AFIG. 7 mostra a razado de quarto univariado para razbes de
perigo de primeiro quartil (com intervalos de confianga de 95%) para um
grupo complementar de 16 proteinas selecionadas pelo procedimento
de LASSO multivariado no conjunto de descoberta (simbolos pretos,
linha superior de cada par de linhas) e as mesmas proteinas a partir do
conjunto de validacao (simbolos vermelhos, a linha inferior de cada par
de linhas). As proteinas marcadas com asterisco s&o incluidas no
modelo paramétrico final (CVD9) depois da eliminagado de tras para
frente passo a passo das proteinas menos importantes. Para
propriedades biologicas relevantes destas 16 proteinas, consulte
exemplos. Legenda: MMP-7 = matriz metaloproteinase 7; MMP12 =
metaloproteinase de matriz 12; TIM3 = imunoglobulina de células T e
mucina proteina contendo o dominio 3; CCL18 = ligando de quimiocina

18 (motivo CC), anteriormente conhecido como PARC = quimiocina de
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ativacdo regulada e pulmonar; GDF11=fator de diferenciagcdo de
crescimento 11; CDO = adesado celular associada com oncogene
regulamentado; EGF = fator de crescimento epidérmico.

[00043] A FIG. 8 mostra o desempenho de calibragem por decil de
risco previsto na validagdo de HUNT-3 definida para CVD9 (esquerda) e
Framingham (direita).

[00044] A FIG. 9 mostra risco previsto para CVD9 (rosa) e
Framingham (cinza) versus percentual de risco CVD9. Pontos soélidos
indicam a frequéncia de evento observada para pacientes em cada decil
de risco previsto gerado pelos modelos de CVD9 (rosa) e de
Framingham (cinza). A linha horizontal indica a incidéncia de eventos
em 4 anos.

[00045] A FIG. 10 mostra as curvas ROC para o modelo aplicado ao
conjunto de descoberta (preto, indicado pela seta) e conjunto de
validacao independente (vermelho, indicado pela seta) no ano 1 e no
ano 4, o tempo maximo valido para o grau de Framingham nesta
populacdo. Também estdo incluidas as curvas ROC para o grau de
Framingham no coorte de descoberta (verde) e de validagao (azul).
[00046] A FIG. 11 mostra curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier
para cada quartil de risco previsto de CVD9 nos coortes de descoberta
(a esquerda) e de validagao (direita). As marcas mostram o tempo de
censura (ultima observacao) para individuos individuais e os intervalos
sombreados indicam intervalos de confianca de 95%.

[00047] A FIG. 12 ilustra um sistema de computador exemplificativo
nao limitativo para utilizacdo com varios métodos implementados em
computador aqui descritos.

[00048] A FIG. 13 ilustra um ensaio de aptamero exemplificativo ndo
limitativo que pode ser usado para detectar um ou mais biomarcadores
em uma amostra bioldgica.

[00049] A FIG. 14 mostra certas pirimidinas modificadas
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exemplificativas que podem ser incorporadas em aptameros, tais como
aptameros de taxa de desaceleracgao lenta.

[00050] A FIG. 15 mostra a correlagao entre GDF11 e FSTL3.
[00051] A FIG. 16 mostra as curvas de sobrevivéncia para cada
quartil para cada modelo. O 1° ao 4° quartis sdo descritos com preto
(linha de topo), vermelho (segunda linha embaixo), verde (terceira linha
embaixo) e azul (linha de fundo). O sombreamento mostra os intervalos
de confianga de 95%. Caractere "+" significa amostras censuradas.
[00052] A FIG. 17 mostra uma comparagdo das curvas de
sobrevivéncia entre GDF11 GDF11.FSTL3 e para o grupo de risco baixo
e o grupo alto risco. No painel a esquerda, a linha superior representa o
modelo GDF11.FSTL3 e a linha de fundo representa o modelo GDF11.
No painel da direita, a linha superior representa o modelo GDF11 e a
linha de fundo representa o modelo GDF11.FSTL3.

[00053] A FIG. 18 mostra uma comparacado da probabilidade de 4
anos entre GDF11 e GDF11.FSTL3 (esquerda) e entre FSTL3 e
GDF11.FSTL3 (a direita).

[00054] A FIG. 19 mostra a curva ROC no ano 4 para os trés
modelos.

[00055] A FIG. 20 mostra as curvas de sobrevivéncia para cada
quartil de preditor linear de cada grupo (tudo, CHF-Morte, e evento
trombdtico) do modelo GDF11.FSTL3. O 1° ao 4° quartis sao descritos
com preto (linha de topo), vermelho (segunda linha embaixo), verde
(terceira linha embaixo) e azul (linha de fundo). O sombreamento
mostra os intervalos de confianca de 95%.

[00056] A FIG. 21 mostra as curvas de sobrevivéncia para cada
quartil para os modelos GDF11, GDF11.WFIKKN1, GDF11.WFIKKN2 e
GDF11.WFIKKN1.WFIKKN2.

[00057] A FIG. 22 mostra a probabilidade de risco entre 0 modelo
GDF11 e GDF11.WFIKKN1, GDF11.WFIKKN2 e os modelos
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GDF11.WFIKKN1.WFIKKN2.

[00058] A FIG. 23 mostra as curvas ROC para cada modelo: GDF11,
GDF11.WFIKKN1, GDF11.WFIKKN2, e GDF11.WFIKKN1.WFIKKN2.
DESCRICAO DETALHADA

[00059] Enquanto a invencdo sera descrita em conjunto com

determinadas modalidades representativas, sera entendido que a
invengdo é definida pelas reivindicagbes, e ndo é limitada a essas
modalidades.

[00060] Uma pessoa versada na técnica vai reconhecer que muitos
meétodos e materiais semelhantes ou equivalentes descritos aqui podem
ser utilizados na pratica da presente invencéo. A presente invencao nao
é de forma alguma limitada aos métodos e materiais descritos.

[00061] Salvo definicdo em contrario, os termos técnicos e cientificos
usados aqui tém o mesmo significado que é comumente compreendido
por um especialista na técnica a qual pertence esta invengdo. Embora
quaisquer métodos, dispositivos e materiais semelhantes ou
equivalentes aqueles descritos aqui possam ser usados na pratica da
presente invencdo, certos métodos, dispositivos e materiais sio
descritos abaixo.

[00062] Todas as publicagdes, documentos de patentes publicados e
pedidos de patente citados aqui estdo incorporados neste documento
por referéncia na mesma medida como se cada publicagao, documento
de patente publicado ou pedido de patente individual fosse indicado
especificamente e individualmente para ser incorporado por referéncia.
[00063] Tal como utilizado neste pedido, incluindo as reivindicagdes
anexas, as formas singulares "um", "uma" e "0o" incluem o plural, a
menos que o contexto dite claramente de outra forma, e podem ser
utilizadas alternadamente com "pelo menos um" e "um ou mais". Assim,
a referéncia a "um aptamero" inclui misturas de aptameros, a referéncia

a "uma sonda" inclui misturas de sondas, e semelhantes.
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[00064] Como usados aqui, os termos "compreende",
"compreendendo”, ‘"inclui," "incluindo", "contém," "contendo", e
quaisquer variagdes dos mesmos, se destinam a cobrir uma inclusao
nao exclusiva, tal que um processo, método, processo de subproduto ou
composi¢cao da matéria que compreende, inclui ou contém um elemento
ou uma lista de elementos pode incluir outros elementos nao
expressamente enunciados.

[00065] O presente pedido inclui os biomarcadores, métodos,
dispositivos, reagentes, sistemas e kits para a predigdo de risco de
eventos cardiovasculares em curto prazo dentro de um periodo de
tempo definido, como dentro de 1 ano, dentro de 2 anos, dentro de 3
anos, ou dentro 4 anos.

[00066] "Eventos Cardiovasculares" significam uma falha ou mau
funcionamento de qualquer parte do sistema circulatério. Em uma
modalidade, "Eventos Cardiovasculares" significam acidente vascular
cerebral, ataque isquémico transitorio (TIA), enfarte do miocardio (Ml),
morte subita atribuida a um mau funcionamento do sistema circulatorio,
e/ou insuficiéncia cardiaca, ou morte subita de causa desconhecida em
uma populagcdo onde a causa mais provavel é cardiovascular. Em uma
outra modalidade, "Eventos Cardiovasculares" significam qualquer um
dos mau funcionamentos antecedentes e/ou angina instavel,
necessidade de uma prétese endovascular ou de angioplastia, ou
semelhantes.

[00067] Eventos cardiovasculares incluem "insuficiéncia cardiaca
congestiva" ou "CHF" e "eventos trombdticos. " Eventos trombaticos
incluem infartos, acidentes isquémicos transitérios (TIA), acidente
vascular cerebral, sindrome coronariana aguda e necessidade de
revascularizagcéo coronaria.

[00068] Em certas modalidades, os biomarcadores s&o

proporcionados para uso por si s6 ou em varias combinagdes para
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avaliar o risco de morte subita ou um evento CV futuro dentro de um
periodo de tempo de 4 anos com eventos CV definidos como enfarte do
miocardio, acidente vascular cerebral, morte e insuficiéncia cardiaca
congestiva. Eventos tromboticos consistem de infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral combinados. Tal como descrito em detalhe
abaixo, modalidades exemplificativas incluem os biomarcadores
proporcionados na Tabela 3, que foram identificados utilizando um
ensaio baseado em SOMAmer multiplex que esta descrito
genericamente nos Exemplos.

[00069] Enquanto alguns dos biomarcadores de eventos CV
descritos podem ser uteis por si s6 para avaliar o risco de um evento
CV, os métodos sdo também descritos aqui para o agrupamento dos
varios subconjuntos dos marcadores de eventos CV, onde cada
agrupamento ou selegao de subconjunto é util como um painel de trés
ou mais biomarcadores, indiferentemente aqui referido como um "painel
de biomarcador" e um painel. Assim, varias modalidades do presente
pedido de patente proveem combinagcbes que compreendem, pelo
menos cinco, pelo menos seis, pelo menos sete, pelo menos oito, ou
todos os nove biomarcadores na Tabela 3.

[00070] Em uma modalidade, o numero de biomarcadores uteis para
um subconjunto ou painel de biomarcador baseia-se na sensibilidade e
valor de especificidade para a combinagao particular de valores dos
biomarcadores. Os termos "sensibilidade" e "especificidade" sado aqui
utilizados no que diz respeito a capacidade de classificar corretamente
um individuo, com base em um ou mais valores dos biomarcadores
detectados na sua amostra bioldgica, como tendo um risco aumentado
de ter um evento CV dentro de 4 anos ou nao ter risco aumentado de ter
um evento CV dentro do mesmo periodo de tempo. "Sensibilidade"
indica o desempenho do(s) biomarcador (es) com respeito a

classificagado correta dos individuos que tém risco aumentado de um
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evento CV. ‘"Especificidade" indica o desempenho do(s)
biomarcador(es) com respeito a classificagao correta dos individuos que
nao tém maior risco de um evento CV. Por exemplo, 85% de
especificidade e 90% de sensibilidade para um painel de marcadores
utilizados para testar um conjunto de amostras de evento negativo e as
amostras de evento positivo indicam que 85% das amostras de controle
foram corretamente classificadas como amostras de eventos negativos
pelo painel, e 90% das amostras de evento positivo foram corretamente
classificados como amostras de evento positivo pelo painel.

[00071] Em um método alternativo, os resultados podem ser
relatados em uma faixa continua, com um limite de risco alto,
intermediario ou baixo de um evento CV dentro de uma unidade de
tempo definido, com limites determinados com base em descobertas
clinicas; uma expressao alternativa dos mesmos dados consiste em
fixar o limite de probabilidade (tal como 50%) e prever o momento em
que esta proporgcédo de individuos teria seu evento (por exemplo, de
forma analoga a meia-vida no decaimento radioativo, o tempo em que
metade do isétopo teria deteriorado).

[00072] Um fator que pode afetar o nimero de biomarcadores a ser
usado em um subconjunto ou o painel de biomarcadores sao os
procedimentos utilizados para obter amostras bioldgicas a partir de
individuos vao ser avaliados para o risco de um evento CV. Em um
ambiente de coleta de amostra cuidadosamente controlado, o nUumero
de biomarcadores necessario para alcancar a sensibilidade e a
especificidade e/ou valores de limite desejados sera menor do que em
uma situagdo em que nao pode haver mais variacdo na coleta,
manuseio e armazenagem de amostras. Alternativamente, uma maior
sensibilidade e especificidade podem ser obtidas através utilizagao de
mais marcadores que sdo menos robustos para a aquisicdo da amostra

(por exemplo, que nado sobrevive em situagdo de coleta variavel),
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juntamente com marcadores de manipulacdo de amostras que
permitem a rejeicdo de amostras mal coletadas ou a eliminacdo de
marcadores sensiveis do algoritmo de predigao de risco.

[00073] "Amostra biolégica", "amostra", e "amostra de teste" sdo aqui
utilizados indiferentemente para se referir a qualquer material, fluido
bioldgico, tecido ou célula obtida de outra forma ou derivado de um
individuo. Isto inclui sangue (incluindo sangue total, leucocitos, células
mononucleares do sangue periférico, camada leucocitaria, plasma e
soro), saliva, lagrimas, muco, lavagens nasais, aspirado nasal, urina,
saliva, lavagens peritoneais, ascites, fluido cistico, fluido glandular,
fluido linfatico, aspirado brénquico, liquido sinovial, aspirado conjunta,
secregcoes de orgaos, células, um extrato celular, e o liquido
cefalorraquidiano. Isto também inclui fragdes experimentalmente
separadas de todos os precedentes. Por exemplo, uma amostra de
sangue pode ser fracionada em soro, plasma, ou em fragdes contendo
determinados tipos de células do sangue, tais como glébulos vermelhos
ou células sanguineas brancas (leucécitos). Em algumas modalidades,
uma amostra de sangue é uma mancha de sangue seco. Em algumas
modalidades, uma amostra de plasma € uma mancha de plasma seco.
Em algumas modalidades, uma amostra pode ser uma combinacéo de
amostras de um individuo, tal como uma combinac&o de um tecido e a
amostra de fluido. O termo "amostra biolégica" inclui também materiais
gue contém material solido homogeneizado, tais como uma amostra de
fezes, uma amostra de tecido ou uma biopsia de tecido, por exemplo. O
termo "amostra bioldgica" também inclui materiais derivados de uma
cultura de tecido ou uma cultura de células. Quaisquer métodos
adequados para a obtencdo de uma amostra biolégica podem ser
empregados; métodos exemplificativos incluem, por exemplo,
flebotomia, zaragatoa (por exemplo, cotonete bucal), e um

procedimento de bidpsia de aspiragcdo de agulha fina. Tecidos
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exemplificativos suscetiveis a aspiracdo com agulha fina incluem
linfonodo, pulmé&o, tireoide, mama, pancreas e figado. As amostras
também podem ser coletadas, por exemplo, por microdissecagao (por
exemplo, captura de laser de microdissecacéo (LCM) ou microlaser de
dissecacao (LMD)), lavagem de bexiga, esfregaco (por exemplo, um
exame de Papanicolaou), ou lavagem ductal. Uma "amostra bioldgica"
obtida ou derivada de um individuo inclui qualquer amostra que tenha
sido processada em qualquer forma adequada depois de ser obtida do
individuo. Em algumas modalidades, uma amostra bioldégica é uma
amostra de plasma.

[00074] Além disso, em algumas modalidades, uma amostra
biolégica pode ser obtido por coleta de amostras biolégicas de um
numero de individuos e reunindo-os, ou reunindo-se uma aliquota da
amostra biolégica de cada individuo. A amostra combinada pode ser
tratada tal como aqui descrito para uma amostra de um unico individuo,
e, por exemplo, se um mau prognostico € estabelecido na amostra
reunida, em seguida, cada amostra biolégica individual pode ser
retestada para determinar qual(is) individuo(s) tém um risco aumentado
ou diminuido de um evento CV.

[00075] Para os fins desta especificacao, a frase "dados atribuidos a
uma amostra biolégica de um individuo" pretende significar que os
dados de alguma forma derivada, ou foram gerados utilizando, a
amostra bioldgica do individuo. Os dados podem ter sido reformatados,
revistos, ou matematicamente alterados até certo ponto depois de terem
sido gerados, por exemplo, por conversao das unidades de um sistema
de medigao para as unidades no outro sistema de medicdo; mas, os
dados séo entendidos como tendo sido derivados de, ou foram gerados
utilizando, a amostra biolégica.

[00076] "Alvo", "molécula alvo", e "analito" s&o aqui utilizados

indiferentemente para se referir a qualquer molécula de interesse que
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possa estar presente em uma amostra biolégica. Uma "molécula de
interesse" inclui qualquer alteragdo menor de uma molécula em
particular, tal como, no caso de uma proteina, por exemplo, pequenas
variagdbes na sequéncia de aminoacidos, formacdo de ligacdo de
dissulfeto, glicosilagéo, lipidagao, acetilagao, fosforilagdo, ou qualquer
outra manipulagdo ou modificagdo, tais como conjugagdo com uma
componente de marcagcdo, que nao altera substancialmente a
identidade da molécula. Uma "molécula alvo", "alvo", ou "analito" se
refere a um conjunto de copias de um tipo ou espécie de molécula ou
estrutura multimolecular. "Moléculas alvo", "alvos", e "analitos"
referem-se a mais do que um tipo ou espécie de molécula ou estrutura
multimolecular. Moléculas alvo exemplificativas incluem proteinas,
polipeptideos, acidos nucleicos, hidratos de carbono, lipideos,
polissacarideos, glicoproteinas, hormdnios, receptores, antigenos,
anticorpos, aficorpos, imitadores de anticorpos, virus, agentes
patogénicos, substancias toxicas, substratos, metabdlitos e analogos de
estado de transicao, cofatores, inibidores, drogas, corantes, nutrientes,
fatores de crescimento, células, tecidos, e qualquer fragmento ou parte
de qualquer um dos precedentes. Em algumas modalidades, uma
molécula alvo € uma proteina, no caso em que a molécula alvo pode ser
referida como uma "proteina alvo".

[00077] Tal como aqui utilizado, um "agente de captura” ou "reagente
de captura" se refere a uma molécula que é capaz de se ligar
especificamente a um biomarcador. Um "reagente de captura de
proteina alvo" se refere a uma molécula que é capaz de se ligar
especificamente a uma proteina-alvo. Aptameros de reagentes de
captura exemplificativos n&o limitativos, anticorpos, adnectinas,
anquirinas, outros miméticos de anticorpos e outros suportes proteicos,
autoanticorpos, quimeras, pequenas moléculas, acidos nucleicos,

lectinas, receptores de ligacdo de ligandos, polimeros imprimidos,
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avimeros, peptidomiméticos, receptores de hormébnios, receptores de
citocina, receptores sintéticos, e modificacdes e fragmentos de qualquer
um dos reagentes de captura acima mencionados. Em algumas
modalidades, um reagente de captura € selecionado a partir de um
aptamero e um anticorpo.

[00078] O termo "anticorpo" se refere a anticorpos de comprimento
total de todas as espécies e fragmentos e derivados de tais anticorpos,
incluindo fragmentos Fab, F(ab’). fragmentos, anticorpos de cadeia
simples, fragmentos Fv e fragmentos Fv de cadeia simples. O termo
"anticorpo" também se refere a anticorpos sinteticamente derivados,
tais como anticorpos de fagos derivados de exibigdo e fragmentos,
aficorpos, nanocorpos, etc.

[00079] Tal como aqui utilizado, "marcador" e "biomarcador" sao
utilizados indiferentemente para se referir a uma molécula alvo que
indica ou € um sinal de um processo normal ou anormal em um
individuo ou de uma doenca ou outra condigdo de um individuo. Mais
especificamente, um "marcador" ou "biomarcador" € um parametro
anatémico, fisioldgico, bioquimico, ou molecular associado com a
presenga de um estado fisioldgico especifico ou processo, normal ou
anormal, e, se anormal, seja crénico ou agudo. Os biomarcadores sao
detectaveis e mensuraveis por uma variedade de métodos, incluindo
ensaios de laboratério e imagiologia médica. Em algumas modalidades,
um biomarcador alvo é uma proteina.

[00080] Tal como aqui utilizado, "nivel de biomarcador" e "nivel"
referem-se a uma medida que é feita através de qualquer método
analitico para a deteccdo do marcador biolégico em uma amostra
biolégica e que indica a presencga, auséncia, quantidade absoluta ou a
concentracado, a quantidade relativa ou concentracéo, titulo, um nivel,
um nivel de expressdao, uma proporcdo de niveis medidos, ou

semelhantes, de, por, ou correspondente ao biomarcador na amostra
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biolégica. A natureza exata do "nivel" depende da estrutura e dos
componentes do método analitico particular empregado para detectar o
marcador biolégico especifico.

[00081] Quando um biomarcador indica ou € um sinal de um
processo anormal ou uma doenca ou outra condicido de um individuo,
este biomarcador ¢é geralmente descrito como sendo ou
sobre-expressado ou sub-expressado, em comparagao com um nivel
de expressao ou o valor do biomarcador que indica ou € um sinal de um
processo normal ou uma auséncia de uma doenca ou outra condi¢cao de
um individuo. "Suprarregulacao", "suprarregulado", "sobre-expressao",
"sobre-expressado”, e quaisquer das suas variantes, sao utilizados
indiferentemente para se referir a um valor ou nivel de um biomarcador
em uma amostra biolégica que € maior do que um valor ou nivel (ou
intervalo de valores ou niveis) do biomarcador que é normalmente
detectado em amostras biologicas semelhantes a partir de individuos
saudaveis ou normais. Os termos podem também referir-se a um valor
ou nivel de um biomarcador em uma amostra biolégica que é maior do
que um valor ou nivel (ou intervalo de valores ou niveis) do biomarcador
que possa ser detectado em uma fase diferente de uma doenca
particular.

[00082] “Infrarregulagao”, "infrarregulado”, "subexpressao”,
"subexpressado”, e quaisquer das suas variantes, sao utilizados
indiferentemente para se referir a um valor ou nivel de um biomarcador
em uma amostra bioldgica que € inferior a um valor ou nivel (ou intervalo
de valores ou niveis) do biomarcador que € normalmente detectado em
amostras biologicas semelhantes a partir de individuos saudaveis ou
normais. Os termos podem se referir também a um valor ou nivel de um
biomarcador em uma amostra biolégica que € inferior a um valor ou
nivel (ou intervalo de valores ou niveis) do biomarcador que possa ser

detectado em uma fase diferente de uma doenga em particular.
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[00083] Além disso, um biomarcador que € ou sobre-expressado ou
sub-expressado também pode ser referido como sendo "expressado
diferencialmente” ou como tendo um "nivel diferencial" ou "valor
diferencial", em comparagdo com um nivel de expressédo "normal" ou
valor do biomarcador que indica ou € um sinal de um processo normal
ou uma auséncia de uma doenca ou outra condi¢gdo de um individuo.
Assim, "expressédo diferencial" de um biomarcador pode também ser
referida como uma variagao a partir de um nivel "normal" de expressao
do biomarcador.

[00084] Um "nivel de controle" de uma molécula alvo se refere ao
nivel da molécula alvo no mesmo tipo de amostra de um individuo que
nao possui a doenga ou condi¢gdo, ou de um individuo que nao é
suspeito ou esta em risco de ter a doenga ou condi¢cdo, ou de um
individuo que teve um primeiro evento cardiovascular ou um evento
cardiovascular primario, mas ndo um evento cardiovascular secundario,
ou de um individuo que tem a doenca cardiovascular estavel. Nivel de
controle pode se referir ao nivel médio da molécula alvo em amostras a
partir de uma populacdo de individuos que ndo tém a doencga ou
condi¢cdo, ou que nao se suspeita ou esta em risco de ter a doenga ou
condi¢cdo, ou que tenha tido um primeiro evento cardiovascular ou um
evento cardiovascular primario mas ndo um evento cardiovascular
secundario, ou que tem doenga cardiovascular estavel ou uma
combinacao dos mesmos.

[00085] Tal como aqui utilizado, "individuo", "individuo" e "paciente"
sao utilizados indiferentemente para se referir a um mamifero. Um
individuo mamifero pode ser um ser humano ou n&o humano. Em varias
modalidades, o individuo € um humano. Um individuo saudavel ou
normal € um individuo em que a doenca ou condicdo de interesse
(incluindo, por exemplo, eventos cardiovasculares, tais como enfarte do

miocardio, acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca
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congestiva) nao é detectavel por técnicas de diagndstico convencionais.
[00086] "Diagnosticar", "diagnostico", "diagnose" e variagdes
referem-se mesmo a deteccgao, determinacdo, ou o reconhecimento de
um estado de saude ou condi¢do de um individuo com base em um ou
mais sinais, sintomas, dados ou outras informacgdes relativas a este
individuo. O estado de saude de um individuo pode ser diagnosticado
como saudavel/ normal (isto €, um diagndstico da auséncia de uma
doenga ou condig¢ao) ou diagnosticado como doente/ anormal (isto €,
um diagnostico da presenga ou de uma avaliagdo das caracteristicas,
de uma doenca ou condicdo). Os termos "diagnosticar", "diagndstico”,
"diagnose", etc., abrangem, no que diz respeito a uma doenga ou
condi¢do em particular, a deteccao inicial da doenga; a caracterizagao e
classificacdo da doencga; a deteccdo da progressao, a remissao, ou a
recorréncia da doenca; e a deteccdo da doenca de resposta apds a
administragcao de um tratamento ou terapia para o individuo. A predicao
de risco de um evento CV inclui a distingdo de individuos que tém um
risco aumentado de um evento CV de pessoas que nao tém.

[00087] "Prognosticar", "prognodstico”, "prognose”, e variagdes do
mesmo referem-se a predigdo de um curso futuro de uma doenca ou
condigcdo em um individuo que tem a doenca ou condi¢ao (por exemplo,
prevendo a sobrevivéncia do paciente), e estes termos englobam a
avaliacao de resposta a doenca ou condigdo apos a administragcao de
um tratamento ou terapia para o individuo.

[00088] "Avaliar", "avaliando", "avaliacdo" e suas variagcdes abranger
ambos "diagnosticar" e “"prognosticar" e também englobam
determinacdes ou previsdes sobre o curso futuro de uma doencga ou
condicdo nem um individuo que nao tem a doenca, bem como
determinacbes ou previsbes sobre o risco de que uma doenca ou
condigao que se repete em um individuo que aparentemente foi curado

da doenca ou que teve a condigdo resolvida. O termo "avaliagao"
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também abrange a avaliagdo da resposta de um individuo a uma
terapia, tal como, por exemplo, prever se um individuo é suscetivel de
responder favoravelmente a um agente terapéutico ou é pouco provavel
de responder a um agente terapéutico (ou vai experimentar efeitos
colaterais indesejaveis ou toxicos, por exemplo), a selecdo de um
agente terapéutico para administragado a um individuo, ou de controle ou
determinacdo da resposta de um individuo a uma terapia que foi
administrada ao individuo. Assim, "avaliar" o risco de um evento
cardiovascular pode incluir, por exemplo, qualquer um dos seguintes:
prever o risco futuro de um evento cardiovascular em um individuo;
prever o risco de um evento cardiovascular em um individuo que
aparentemente nao tem problemas CV; prever um tipo particular de
evento CV; prever o tempo para um evento CV; ou determinar ou prever
a resposta de um individuo a um tratamento CV ou selecionar um
tratamento CV para administrar a um individuo com base em uma
determinacao dos valores dos biomarcadores provenientes de amostra
biolégica do individuo. Avaliagédo de risco de um evento CV pode incluir
modalidades, tais como a avaliagcdo do risco de um evento CV em uma
escala continua, ou classificacdo de risco de um evento CV na
classificacdo em escala. Classificacdo de risco inclui, por exemplo, a
classificacdo em duas ou mais classificagbes tais como "sem risco
elevado de um evento CV", "risco elevado de um evento CV"; e/ou "risco
abaixo da média de evento CV". Em algumas modalidades, a avaliagao
do risco de um evento CV é para um periodo de tempo definido.
Periodos nao limitativos exemplificativos definidos incluem 1 ano, 2
anos, 3 anos, 4 anos, 5 anos e mais de 5 anos.

[00089] Tal como utilizado aqui, "informacao biomédica adicional" se
refere a uma ou mais avaliagdes de um individuo, exceto utilizando
qualquer um dos marcadores aqui descritos, que estdo associados com

o risco cardiovascular ou, mais especificamente, o risco de eventos CV.
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"Informagcdo biomédica adicional" inclui qualquer dos seguintes
procedimentos: descritores fisicos de um individuo, incluindo a altura
e/ou peso de um individuo; a idade de um individuo; o sexo de um
individuo; alteragdo no peso; a etnia de um individuo; historico
ocupacional; histérico familiar de doenga cardiovascular (ou outras
desordens do sistema circulatério); a presenca de um marcador(es)
genético correlacionando-se com um maior risco de doencga
cardiovascular (ou outras desordens do sistema circulatério) no
individuo ou de um membro da familia; alteracdes na espessura da
carétida intima; sintomas clinicos, tais como dor no peito, valores de
expressdo de gene de ganho ou perda de peso; descritores fisicos de
um individuo, incluindo descritores fisicos observados por exames
radiolégicos; condigao de fumante; histérico de uso de alcool; historico
ocupacional; habitos alimentares - sal, gordura saturada e colesterol; o
consumo de cafeina; e informagbes de imagiologia, como
eletrocardiograma, ecocardiograma, ultrassom da carétida para a
espessura intima-média, dilatacdo mediada por fluxo, a velocidade da
onda de pulso, indice de tornozelo-brago, ecocardiograma de estresse,
cintilografia de perfusdao miocardica, calcio coronario por tomografia,
angiografia de tomografia de alta resolucéo, imagiologia de ressonancia
magneética, e outras modalidades de imagiologia; e os medicamentos do
individuo. Testes de niveis de biomarcadores em combinagdo com uma
avaliagado de qualquer informagao biomédica adicional, incluindo outros
testes de laboratério (por exemplo, HDL, testes de LDL, niveis de PCR,
ensaios de NT-proBNP, BNP, a dosagem de troponina de alta
sensibilidade, testes de galectina-3, o teste de albumina de soro,
ensaios de creatina), podem, por exemplo, melhorar a sensibilidade, a
especificidade e/ou a AUC para a predicao de eventos cardiovasculares
em comparagédo com testes de biomarcador isoladamente ou avaliar

qualquer elemento de informacdo biomédica complementar por si s6
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(por exemplo, imagiologia de espessura da carétida intima sozinha).
Informagao biomédica adicional pode ser obtida a partir de um individuo
utilizando técnicas de rotina conhecidas na técnica, tais como a partir
dos proéprios individuos através da utilizacdo de um questionario sobre a
rotina do paciente ou questionario do histérico de saude, etc., ou de um
profissional médico, etc. Testes de niveis de biomarcador em
combinagdo com uma avaliacdo de qualquer informacdo biomédica
adicional podem, por exemplo, melhorar a sensibilidade, especificidade
e/ou os limites para predigdo de eventos cardiovasculares (ou outros
usos cardiovasculares relacionadas), em comparagdo com testes de
biomarcador isolados ou avaliacdo de qualquer item particular de
informacgao biomédica adicional por si s6 (por exemplo, imagiologia de
tomografia sozinha).

[00090] Tal como aqui utilizado, "detectar" ou "determinar" em
relacdo a um valor de biomarcador inclui 0 uso ambos ao instrumento
utilizado para observar e registar um sinal que corresponde a um nivel
de biomarcadores e ao material/ is necessario(s) para gerar esse sinal.
Em varias modalidades, o nivel de biomarcador é detectado utilizando
qualquer meétodo adequado, incluindo fluorescéncia,
guimioluminescéncia, ressonancia de plasma de superficie, as ondas
acusticas, espectrometria de massa, espectroscopia de infravermelho,
espectroscopia Raman, microscopia de forca atdmica, por microscopia
de encapsulamento de varredura, métodos de detecgao eletroquimica,
ressonancia magneética nuclear, pontos quanticos, e semelhantes.
[00091] Tal como aqui utilizado, um "grau de risco do American
College of Cardiology (ACC) Resultado" € determinado de acordo com
Goff et ai.,, "2013 ACC/AHA Guideline on the Assessment of
Cardiovascular Risk: A Report of the American College of
Cardiology/American Heart Association Task Force on Practice

Guidelines," published online in Circulation on November 12, 2013 (Print
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ISSN: 0009-7322, Online ISSN: 1524-4539). Como aqui utilizado, um
grau de risco "alto" é um risco previsto de 10 anos de 20,0% ou mais
para um evento de doenca aterosclerética/ cardiovascular dura
(ASCVD) (definido como primeira ocorréncia de infarto do miocardio
nao fatal ou morte por doenca cardiaca coronaria (CHD), ou acidente
vascular cerebral fatal ou ndo); um grau de risco "intermediario" € um
risco de 10 anos previsto de 10,0-19,9% para um evento ASCVD dura; e
um grau de "baixo" risco é um risco previsto de 10 anos de <10,0% d
para um evento ASCVD dura. Ver Goff na pagina 16, tabela 5.

[00092] "Suporte solido" se refere aqui a qualquer substrato que tem
uma superficie a qual podem ser ligadas moléculas, direta ou
indiretamente, através de ligagdes quer covalentes ou ndo covalentes.
Um "suporte solido" pode ter uma variedade de formatos fisicos, que
podem incluir, por exemplo, uma membrana; um chip (por exemplo, um
chip de proteina); uma lamina (por exemplo, uma lamina de vidro ou
laminula); uma coluna; um pogo, sélido, semissolido, ou pogo de poro
contendo particulas, tais como, por exemplo, um granulo; um gel; uma
fibra, incluindo um material de fibra dptica; uma matriz; e um recipiente
de amostra. Recipientes de amostra exemplificativos incluem pocgos de
amostra, tubos, capilares, frascos, e qualquer outro recipiente, ranhura
ou indentacdo capaz de manter uma amostra. Um receptaculo de
amostra pode ser contido em uma plataforma multiamostra, tal como
uma placa de microtitulagdo, uma lamina, o dispositivo de microfluidos,
e semelhantes. Um suporte pode ser composto por um material natural
ou sintético, um material organico ou inorganico. A composi¢do do
suporte solido na qual estdo ligados os reagentes de captura
geralmente depende do modo de fixacdo (por exemplo, afixacao
covalente). Outros recipientes exemplificativos incluem emulsbes de
microgoticulas e microfluidas controladas e/ou 6leo em massa/ aquoso

dentro dos quais 0s ensaios e as manipulagdes relacionadas podem
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ocorrer. Os suportes soélidos adequados incluem, por exemplo,
plasticos, resinas, polissacarideos, silica ou materiais a base de silica,
vidro funcionalizado, silicone modificado, carbono, metais, vidros
inorganicos, membranas de nylon, fibras naturais (como, por exemplo,
seda, 1a e algodéao), polimeros, e semelhantes. O material que compde
0 suporte solido pode incluir grupos reativos tais como, por exemplo,
carboxi, amino ou grupos hidroxil, que sao utilizados para a afixacdo dos
reagentes de captura. Suportes solidos poliméricos podem incluir, por
exemplo, poliestireno, tetraftalato polietileno glicol, acetato de polivinil,
cloreto de polivinil, pirrolidona de polivinil, poliacrilonitril, polimetacrilato
de metil, politetrafluoroetileno, borracha de butil, borracha de
estireno-butadieno, borracha natural, polietileno, polipropileno, (poli)
tetrafluoroetileno, (poli) fluoreto de vinilideno, policarbonato, e
polimetilpenteno. Particulas de suporte solido adequadas que podem
ser utilizadas incluem, por exemplo, particulas codificadas, tais como
particulas de tipo Luminex® codificadas, particulas magnéticas e as
particulas de vidro.

USOS EXEMPLIFICATIVOS DE BIOMARCADORES

[00093] Em varias modalidades exemplificativas, sao providos

meétodos para a avaliagdo do risco de um evento cardiovascular em um
individuo através da detec¢cao de um ou mais valores de biomarcadores
que corresponde a um ou mais biomarcadores que estdo presentes na
circulagdo de um individuo, tal como no soro ou no plasma, por algum
numero de métodos analiticos, incluindo qualquer um dos métodos
analiticos descritos aqui. Esses biomarcadores sdo, por exemplo,
expressados diferencialmente em individuos com um risco aumentado
de um evento CV, em comparacao com os individuos sem o aumento do
risco de um evento CV. A deteccdo da expressao diferencial de um
biomarcador em um individuo pode ser utilizada, por exemplo, para

permitir a predicdo de risco de um evento CV dentro de 1 ano, 2 anos, 3
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anos, 4 anos, ou periodo de tempo de 5 anos.

[00094] Além de testar os niveis de biomarcadores como um teste de
diagndstico autbnomo, os niveis de biomarcadores também podem ser
feito em conjunto com a determinagdo de polimorfismos individuais
(SNPs) ou de outras lesdes genéticas ou variabilidade que séo
indicativos de um risco aumentado de suscetibilidade a uma doencga ou
condigdo. (Consulte, por exemplo, Amos et al., Nature Genetics 40,
616-622 (2009)).

[00095] Além de testar os niveis de biomarcadores como um teste de
diagndstico autbnomo, os niveis de biomarcadores também podem ser
usados em conjunto com a triagem radiolégica. Os niveis de
biomarcadores também podem ser usados em conjunto com os
sintomas relevantes ou os testes genéticos. A detecgao de qualquer dos
biomarcadores aqui descritos pode ser util apds o risco de eventos CV
ter sido avaliado para guiar o cuidado clinico adequado do individuo,
incluindo o aumento de niveis mais agressivos de tratamento em
individuos de alto risco, apés o risco de eventos CV ter sido
determinado. Além dos niveis de teste de biomarcadores em conjunto
com os sintomas relevantes ou fatores de risco, informacdes sobre os
biomarcadores podem também ser avaliadas em conjunto com outros
tipos de dados, particularmente dados que indicam o risco de eventos
cardiovasculares de um individuo (por exemplo, o histdrico clinico do
paciente e os sintomas, histérico familiar de doenca cardiovascular,
historico de consumo de alcool ou fumo, fatores de risco, tais como a
presenga de um marcador(es) genético(s), e/ou o estado de outros
biomarcadores, etc.). Estes varios dados podem ser avaliados por
meétodos automatizados, tais como um programa de computador/
software, que podem ser incorporados em um computador ou outro
aparelho/ dispositivo.

[00096] Além dos niveis de teste de biomarcadores em conjunto com

Peticéo 870230075372, de 25/08/2023, pag. 46/250



40/146

a triagem radiolégica em individuos de alto risco (por exemplo,
avaliacao dos niveis de biomarcadores em conjunto com o bloqueio
detectado em um angiograma coronario), informacdes sobre os
biomarcadores podem também ser avaliadas em conjunto com outros
tipos de dados, particularmente de dados que indicam o risco de um
individuo de ter um evento CV (por exemplo, o histérico clinico do
paciente, sintomas, histérico familiar de doencga cardiovascular, fatores
de risco, tais como se o individuo € ou ndao um fumante, o usuario
pesado de alcool e/ou o estado de outros biomarcadores, etc.). Estes
varios dados podem ser avaliados por métodos automatizados, tais
como um programa de computador/ software, que podem ser
incorporados em um computador ou outro aparelho/ dispositivo.
[00097] Ensaios de biomarcadores também podem ser associados
com as diretrizes e os algoritmos de risco cardiovascular atualmente em
utilizacdo na pratica clinica. Por exemplo, o Grau de Risco de
Framingham usa fatores de risco para proporcionar um grau de risco,
tais fatores de risco, incluindo colesterol LDL e os niveis de colesterol
HDL, os niveis de glicose diminuida, tabagismo, presséo arterial
sistdlica e diabetes. A frequéncia de pacientes de alto risco aumenta
com a idade, e homens compreendem uma maior proporgao de
pacientes de alto risco que as mulheres.

[00098] Qualquer um dos biomarcadores descritos também pode ser
utilizado em ensaios de imagiologia. Por exemplo, um agente de
imagiologia pode ser acoplado a qualquer um dos biomarcadores
descritos, que podem ser utilizados para auxiliar na predicao de risco de
um evento cardiovascular, para monitorar a resposta a intervencdes
terapéuticas, para selecionar populagdes alvo em um ensaio clinico
entre outras utilizagdes.

DETECCAO E DETERMINACAO DE BIOMARCADORES E NIVEIS
DE BIOMARCADORES
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[00099] Um nivel de marcador biolégico para os biomarcadores aqui
descritos pode ser detectado utilizando qualquer um de uma variedade
de métodos analiticos conhecidos. Em uma modalidade, um valor de
biomarcador é detectado usando um reagente de captura. Em varias
modalidades, o reagente de captura pode ser exposto ao biomarcador
em solugao ou pode ser exposto ao biomarcador enquanto o reagente
de captura esta imobilizado em um suporte solido. Em outras
modalidades, o reagente de captura contém uma funcionalidade que é
reativa com uma caracteristica secundaria em um suporte soélido.
Nestas modalidades, o reagente de captura pode ser exposto ao
biomarcador em solugao, e, em seguida, a caracteristica do reagente de
captura pode ser usada em conjunto com o elemento secundario sobre
o suporte sélido para imobilizar o biomarcador no suporte sélido. O
reagente de captura € selecionado com base no tipo de analise a ser
conduzida. Reagentes de captura incluem, mas nao estao limitados a,
anticorpos, aptameros adnectinas, anquirinas, outros miméticos de
anticorpos e outros suportes proteicos, autoanticorpos, quimeras,
moléculas pequenas, F (ab'). fragmentos, fragmentos de anticorpo de
cadeia unica, fragmentos Fv, fragmentos Fv de cadeia simples, acidos
nucleicos, lectinas, receptores de ligagdo ao ligando, aficorpos,
nanocorpos, polimeros impressos, avimeros, peptidomiméticos,
receptores de hormoénios, receptores de citocinas e receptores
sintéticos, e modificagdes e fragmentos destes.

[000100] Em algumas modalidades, um nivel de biomarcador é
detectado usando um de complexo de reagente de biomarcador/
captura.

[000101] Em algumas modalidades, o nivel de biomarcador é
derivado a partir do de complexo de reagente de biomarcador/ captura e
€ detectado indiretamente, tal como, por exemplo, como resultado de

uma reagdo que € posterior a interagcdo reagente de biomarcador/
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captura, mas esta dependente da formagdo do complexo de reagente
de biomarcador/ captura.

[000102] Em algumas modalidades, o nivel de biomarcador é
detectado diretamente com o biomarcador em uma amostra biologica.
[000103] Em algumas modalidades, os biomarcadores s&o
detectados utilizando um formato de multiplexagem que permite a
deteccao simultanea de dois ou mais biomarcadores em uma amostra
biolégica. Em algumas modalidades do formato multiplexado, reagentes
de captura sdo imobilizados, direta ou indiretamente, covalentemente
ou nao covalentemente, em localizagbes discretas sobre um suporte
sélido. Em algumas modalidades, um formato de multiplexagem utiliza
suportes solidos discretos, em que cada suporte solido tem um unico
reagente de captura associado com esse suporte sélido, tal como, por
exemplo, pontos de quantum. Em algumas modalidades, um dispositivo
individual é utilizado para a detec¢cdo de cada um dos biomarcadores
multiplos a ser detectado em uma amostra biolégica. Os dispositivos
individuais podem ser configurados para permitir que cada biomarcador
na amostra bioldgica seja processado simultaneamente. Por exemplo,
uma placa de microtitulacdo pode ser utilizada de tal modo que cada
poco da placa que é utilizada para analisar unicamente um ou mais
biomarcadores a serem detectados em uma amostra bioldgica.
[000104] Em uma ou mais das modalidades precedentes, um
marcador fluorescente pode ser utilizado para marcar um componente
do complexo de reagentes de biomarcador/ captura para permitir a
deteccao do nivel de biomarcador. Em varias modalidades, o marcador
fluorescente pode ser conjugado com um reagente de captura
especifico para qualquer um dos marcadores aqui descritos, utilizando
técnicas conhecidas, e o marcador fluorescente pode entao ser utilizado
para detectar o nivel do biomarcador correspondente. Marcadores

fluorescentes adequados incluem quelatos de terras raras, a
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fluoresceina e seus derivados, rodamina e seus derivados, dansilo,
aloficocianina, PBXL-3, Qdot 605, Lissamina, ficoeritrina, Vermelho
Texas, e outros tais compostos.

[000105] Em algumas modalidades, o marcador fluorescente € uma
molécula de corante fluorescente. Em algumas modalidades, a
molécula de corante fluorescente inclui, pelo menos, um sistema de
anel indol substituido em que o substituinte no carbono 3 do anel de
indol contém um grupo quimicamente reativo ou uma substancia
conjugada. Em algumas modalidades, a molécula de corante inclui uma
molécula de AlexFluor, tais como, por exemplo, AlexaFluor 488,
AlexaFluor 532, AlexaFluou 647, AlexaFluor 680, ou AlexaFluor 700.
Em outras modalidades, a molécula de corante inclui um primeiro tipo e
um segundo tipo de molécula de corante, tal como, por exemplo, duas
moléculas diferentes AlexaFluor. Em algumas modalidades, a molécula
de corante inclui um primeiro tipo e um segundo tipo de molécula de
corante, e as duas moléculas de corante tém diferentes espectros de
emissao.

[000106] A fluorescéncia pode ser medida com uma variedade de
instrumentagdo compativel com uma grande variedade de formatos de
ensaio. Por exemplo, espectrofluorimetros foram concebidos para
analisar placas de microtitulacdo, laminas de microscépio, matrizes
impressas, cubetas, etc. Ver Principles of Fluorescence Spectroscopy,
de J. R. Lakowicz, Springer Science Business Media, Inc., 2004. Ver
Bioluminescence & Chemiluminescence: Progress & Current
Applications; Philip E. Stanley e Larry J. Kricka editors, World Scientific
Publishing Company, January 2002.

[000107] Em uma ou mais modalidades, uma marcacido de
quimioluminescéncia pode ser opcionalmente utilizada para marcar um
componente do complexo de biomarcador/ captura para permitir a

deteccado de um nivel de biomarcador. Materiais quimioluminescentes

Peticéo 870230075372, de 25/08/2023, pag. 50/250



44/146

adequados incluem qualquer um dentre cloreto de oxalilo, Rodamin 6G,
Ru (bipi)s?*, TMAE (tetraquis (dimetilamino) etileno), Pirogalol
(1,2,3-trihydroxibenzene), lucigenina, peroxioxalates, oxalatos de arilo,
ésteres de acridinio, dioxetanos, e outros.

[000108] Em algumas modalidades, o método de detecgao inclui uma
combinacdo de enzima/ substrato que gera um sinal detectavel que
corresponde ao nivel de biomarcador. De um modo geral, a enzima
catalisa uma alteracéo quimica do substrato cromogénico que pode ser
medida utilizando varias técnicas, incluindo espectrofotometria,
fluorescéncia, e quimioluminescéncia. As enzimas adequadas incluem,
por exemplo, as luciferases, luciferina, malato-desidrogenase, urease,
peroxidase de rabano (HRPO), fosfatase alcalina, beta-galactosidase,
glucoamilase, lisozima, glucose-oxidase, galactose-oxidase, e
desidrogenase de glucose-6-fosfato, uricase, xantina oxidase,
lactoperoxidase, microperoxidase, e semelhantes.

[000109] Em algumas modalidades, o método de detecgdo pode ser
uma combinagao de fluorescéncia, quimioluminescéncia,
radionuclideos ou combinag¢des de enzima/ substrato que geram um
sinal mensuravel. Em algumas modalidades, a sinalizagcdo multimodal
pode ter caracteristicas uUnicas e vantajosas em formatos de ensaio
biomarcador.

[000110] Em algumas modalidades, os niveis de biomarcadores para
os biomarcadores aqui descritos podem ser detectados utilizando
quaisquer meétodos analiticos, incluindo, ensaios de aptameros simplex,
ensaios multiplexados aptadmeros, imunoensaios simplex ou
multiplexados, perfil de expressdo mRNA, perfis de expressdo miRNA,
analise por espectrometria de massa, métodos histologicos/ citologicos,
etc., como discutido abaixo.

DETERMINACAO DOS NiIVEIS DE BIOMARCADORES USANDO
ENSAIOS COM BASE EM APTAMERO
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[000111] Os ensaios voltados para a deteccdo e quantificacdo de
moléculas fisiologicamente significativas em amostras biologicas e
outras amostras séo ferramentas importantes na investigacéo cientifica
e no campo da saude. Uma classe de tais ensaios envolve a utilizagédo
de um microarranjo que inclui um ou mais aptameros imobilizadas em
um suporte solido. Os aptédmeros s&o, cada um capaz de se ligar a uma
molécula alvo de uma forma altamente especifica e com afinidade muito
elevada. Ver, por exemplo,PatenteUS5. 475. 096 intitulada "Nucleic
Acid Ligands"; ver também, por exemplo, Patente US 6.242.246,
Patente US6.458.543, e Patente US 6.503.715, cada uma das quais é
intitulada "Nucleic Acid Ligand Diagnostic Biochip". Uma vez que a
micromatriz € posta em contato com uma amostra, os aptameros se
ligam as suas respectivas moléculas alvo presentes na amostra e,
assim, permitem uma determinacdo do nivel de um biomarcador que
corresponde a um biomarcador.

[000112] Tal como aqui utilizado, um "aptamero" se refere a um acido
nucleico que tem uma afinidade de ligacdo especifica com uma
molécula alvo. E reconhecido que as interacdes de afinidade sdo uma
questao de grau; no entanto, neste contexto, a "afinidade de ligacao
especifica" de um aptamero para seu alvo significa que o aptamero se
liga ao seu alvo geralmente com muito maior grau de afinidade do que
se liga a outros componentes em uma amostra de teste. Um "aptamero”
€ um conjunto de copias de um tipo ou espécie de molécula de acido
nucléico que tem uma sequéncia particular de nucleotideos. Um
aptamero pode incluir qualquer numero adequado de nucleotideos,
incluindo qualquer numero de nucleotideos modificados quimicamente.
"Aptédmeros" se refere a mais de um tal conjunto de moléculas.
Aptameros diferentes podem ter numeros iguais ou diferentes de
nucleotideos. Aptameros podem ser DNA ou RNA ou acidos nucleicos

quimicamente modificados e podem ser de cadeia simples, cadeia
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dupla, ou conter regides de cadeia dupla, e podem incluir estruturas de
ordem maior. Um aptamero também pode ser um fotoaptamero, onde
um grupo funcional quimicamente reativo ou fotorreativo esta incluido
no aptamero para permitir que seja ligado covalentemente ao seu alvo
correspondente. Qualquer um dos métodos aqui descritos aqui podem
incluir a utilizagdo de dois ou mais aptameros que se ligam
especificamente a mesma molécula alvo. Tal como adicionalmente
descrito abaixo, um aptdmero podem incluir um marcador. Se um
aptamero inclui um marcador, todas as copias do aptamero nio precisa
ter a mesma etiqueta. Além disso, se diferentes aptameros cada incluir
um marcador, estes diferentes aptameros pode ter tanto a mesma
etiqueta ou um marcador diferente.

[000113] Um aptamero pode ser identificado usando qualquer método
conhecido, incluindo o processo SELEX. Uma vez identificado, um
aptdmero pode ser preparado ou sintetizado em conformidade com
qualquer método conhecido, incluindo os métodos de sintese quimica e
os meétodos de sintese enzimatica.

[000114] Os termos "SELEX" e "processo SELEX" s&o usados
permutavelmente neste documento para referir-se geralmente a uma
combinacdo da (1) selecdo dos aptameros que interagem com a
molécula alvo de forma desejavel, por exemplo, por ligagdo com alta
afinidade a uma proteina, com (2) a ampliacdo desses acidos nucleicos
selecionados. O processo SELEX pode ser usado para identificar
aptameros com alta afinidade para um alvo ou biomarcador especifico.
[000115] SELEX geralmente inclui preparar uma mistura de candidato
de acidos nucleicos, vinculagdo da mistura candidata para a molécula
alvo desejada para formar um complexo de afinidade, separando os
complexos de afinidade dos acidos nucleicos n&o ligados candidatos,
separando e isolando o acido nucleico do complexo de afinidade.

purificando o acido nucleico e identificando uma sequéncia especifica
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de aptadmero. O processo pode incluir varias rodadas para refinar ainda
mais a afinidade do aptédmero selecionado. O processo pode incluir
etapas de amplificacdo em um ou mais pontos no processo. Ver, por
exemplo,PatenteUS5. 475. 096, intitulada "Nucleic Acid Ligands". O
processo SELEX pode ser usado para gerar um aptamero que liga
covalentemente seu alvo, bem como um aptédmero que liga n&o
covalentemente seu alvo. Ver, por exemplo, Patente US5. 705. 337
intitulada "Systematic Evolution of Nucleic Acid Ligands by Exponential
Enrichment: Chemi-SELEX."

[000116] O processo SELEX pode ser usado para identificar aptamers
de alta afinidade contendo nucleotideos modificados que conferem
caracteristicas melhoradas ao aptamero, tais como, por exemplo,
estabilidade in vivo melhorada ou caracteristicas de entrega
melhoradasExemplos de tais modificacbes incluem substituigdes
quimicas na ribose e/ou fosfato e/ou posicbes de base. Aptdameros
indentificados no processo SELEX que contém nucleotideos
modificados estdo descritos na PatentePatenteUS 5. 660. 985,
intitulada "High Affinity Nucleic Acid Ligands Containing Modified
Nucleotides", que descreve oligonucleotideos contendo derivados de
nucleotideos modificados quimicamente nas posicoes 5 'e 2' de
pirimidinas. PatenteUS5. 580. 737, ver acima, descreve aptameros
altamente especificos que contém um ou mais nucleotideos
modificados com 2'-amino (2'-NH 2), 2'-fluoro (2'-F), e/ou 2'-O-metil
(2'-OMe). Ver, também, Publicagdo de Pedido de Patente US
20090098549, intitulada "SELEX and PHOTOSELEX," que descreve
bibliotecas de acido nucleico com propriedades fisicas e quimicas
expandidas e sua utilizacdo em SELEX e fotoSELEX.

[000117] SELEX também pode ser usado para identificar aptameros
que possuem caracteristicas desejaveis de dissociagdo lenta. Ver
Publicagcdo US20090004667, intitulada "Method for Generating
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Aptamers with Improved Off-Rates", que descreve métodos melhorados
SELEX para a geragao de aptameros que podem se ligar a moléculas
alvo. Sao descritos métodos para a producdao de aptadmeros e
fotoaptdmeros com taxas mais lentas de dissociagdo de suas moléculas
alvo correspondentes. Os métodos envolvem pér em contato a mistura
candidata com a molécula alvo, permitindo a formacao de complexos de
acido nucleico-alvo ocorrer e realizagdo de um processo de
enriquecimento de dissociagao lenta onde complexos de acido nucleico
alvo com taxas de dissociacdo rapida dissociam e ndo se reformam,
enquanto complexos com taxas de dissociacdo vao permanecer
intactos. Além disso, os métodos incluem o uso de nucleotideos
modificados na produg¢ao de misturas de acidos nucleicos candidatos
para gerar aptameros com desempenho melhorado na taxa de
desaceleracdo. Nucleotideos modificados nao limitativos ilustrativos
incluem, por exemplo, as pirimidinas modificadas, apresentadas na
Figura 14. Em algumas modalidades, um aptamero compreende pelo
menos um nucleotideo com uma modificacao, tal como uma alteracao
de base. Em algumas modalidades, um aptdmero compreende pelo
menos um nucleotideo com uma modificacéo hidrofébica, tal como uma
modificacdo base hidrofébica, permitindo os contatos hidrofébicos com
uma proteina alvo. Tais contatos hidrofébicos, em algumas
modalidades, contribuem para uma maior afinidade e/ou a taxa de
desaceleragdo mais lenta de ligagdo pelo aptamero. Nucleotideos
exemplifiactivos ndo limitativos, com modificagbes hidrofobicas sao
mostrados na Figura 14. Em algumas modalidade, um aptamero
compreende pelo menos dois, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo
menos cinco, pelo menos seis, pelo menos sete, pelo menos oito, pelo
menos nove, ou pelo menos 10 nucleotideos, com modificacdes
hidrofébicas, em que cada modificacdo hidrofébica pode ser a mesma

ou diferente das outras. Em algumas modalidades, pelo menos uma,
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pelo menos duas, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos
cinco, pelo menos seis, pelo menos sete, pelo menos oito, pelo menos
nove, ou pelo menos 10 modificagcdes hidrofobicas de um aptadmero
podem ser independentemente selecionadas dentre as modificacdes
hidrofébicas mostradas na Figura 14.

[000118] Em algumas modalidades, um aptamero de taxa de
desaceleragédo lenta (incluindo aptameros compreendendo pelo menos
um nucleotideo com uma modificacdo hidrofébica) tem uma taxa de
desaceleragédo (t/2) de = 30 minutos, = 60 minutos, de = 90 minutos, =
120 minutos, = 150 minutos, 180 minutos, = 210 minutos, ou = 240
minutos.

[000119] Em algumas modalidades, um ensaio emprega aptameros
que incluem grupos funcionais fotorreativos que permitem que os
aptéameros se liguem de forma covalente ou por "fotorreticulagdo" as
suas moléculas alvo. Ver, por exemplo,PatenteUS6. 544. 776 intitulada
"Nucleic Acid Ligand Diagnostic Biochip". Estes aptameros fotorreativos
também sdo referidos como  fotoaptdmeros. Ver, por
exemplo,PatenteUS5. 763. 177,Patente US6. 001. 577, ePatente US6.
291. 184, cada uma das quais € intitulada "Systematic Evolution of
Nucleic Acid Ligands by Exponential Enrichment: Photoselection of
Nucleic Acid Ligands and Solution SELEX"; ver também por exemplo:
PatenteUS6. 458. 539, intitulada "Photoselection of Nucleic Acid
Ligands". Depois da micromatriz ser colocada em contato com a
amostra e os fotoaptameros terem tido uma oportunidade de se ligarem
as seus moléculas-alvo, os fotoaptameros sao fotoativados, e o suporte
solido é lavado para remover quaisquer moléculas nao ligadas
especificamente. Podem ser usadas condi¢des de lavagem duras, uma
vez que as moléculas alvo que estdo ligadas aos fotoaptameros
geralmente n&do sdo removidas, devido as ligacdes covalentes criadas

pelo(s) grupo(s) funcional(is) fotoativado(s) sobre os fotoaptameros.
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Desta maneira, o ensaio permite a deteccdo de um nivel
correspondente a um biomarcador na amostra de teste.

[000120] Em alguns formatos de ensaio, os aptadmeros séao
imobilizados no suporte solido antes de serem postos em contato com a
amostra. Sob certas circunstancias, no entanto, a imobilizacdo dos
aptameros antes do contato com a amostra pode nao proporcionar um
ensaio ideal. Por exemplo, pré-imobilizacdo dos aptédmeros podem
resultar na mistura ineficiente dos aptdmeros com as moléculas alvo na
superficie do suporte solido, talvez, levando a tempos de reagao longos
e, portanto, periodos de incubagao prolongados para permitir a eficiente
ligac&do dos aptameros com as suas moléculas alvo. Além disso, quando
fotoaptameros sdo empregados no ensaio e, dependendo do material
utilizado como suporte solido, o suporte soélido pode ter tendéncia a
dispersar ou absorver a luz utilizada para efetuar a formacédo de
ligacbes covalentes entre os fotoaptdmeros e as suas moléculas alvo.
Além disso, dependendo do método utilizado, a detec¢cao de moléculas
alvo ligadas aos seus aptédmeros podem estar sujeitas a imprecisio,
uma vez que a superficie do suporte solido pode também ser exposta e
influenciada por quaisquer agentes de marcacdo que sao utilizados.
Finalmente, a imobilizacdo dos aptameros sobre o suporte solido
geralmente envolve uma etapa de preparagédo de aptamero (isto é, a
imobilizagao) antes da exposi¢cao dos aptameros para a amostra, e este
passo de preparagao pode afetar a atividade ou funcionalidade dos
aptameros.

[000121] Ensaios de aptamero que permitem que um aptadmero
capture o alvo em solugao, e entdo empregam etapas de separacéo que
sao concebidas para remover componentes especificos da mistura de
aptdmero alvo antes da deteccdo também foram descritos
(verPublicagdo US20090042206, intitulada "Multiplexed Analyses of

Test Samples"). Os métodos de ensaio de aptadmero descritos permitem
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a deteccdo e quantificacdo de um alvo de acido nao nucleico (por
exemplo, uma proteina alvo) em uma amostra de ensaio por detecgao e
quantificagdo de um acido nucleico (isto €, um aptadmero). Os métodos
descritos criam um substituto de acido nucleico (isto €, o aptamero) para
a deteccdao e quantificacdo de um alvo de &acido n&o nucleico,
permitindo, assim, a grande variedade de tecnologias de acidos
nucleicos, incluindo amplificagao, ser aplicada a uma ampla variedade
de alvos desejados, incluindo proteinas alvo.

[000122] Os aptédmeros podem ser construidos para facilitar a
separagao dos componentes de ensaio a partir de um complexo de
biomarcador de aptamero (ou complexo covalente de biomarcador de
aptadmero) e permitir o isolamento do aptdmero para a deteccao e/ou
quantificagdo. Em uma modalidade, essas constru¢cdes podem incluir
um elemento clivavel ou liberavel dentro da sequéncia de aptamero. Em
outras modalidades, a funcionalidade adicional pode ser introduzida no
aptamero, por exemplo, um componente marcado ou detectavel, um
componente espagador, ou um marcador de ligacdo especifica ou
elemento de imobilizagdo. Por exemplo, o aptdmero pode incluir um
marcador ligada ao aptamero por meio de uma porgao clivavel, um
marcador, um componente espacador que separa o marcador, e a
porcao clivavel. Em uma modalidade, um elemento clivavel é um ligante
fotoclivavel. O ligante fotoclivavel pode ser ligado a uma porcao de
biotina e uma sec¢do de separador, pode incluir um grupo NHS para
derivacdo de aminas, e pode ser utilizada para introduzir um grupo de
biotina a um aptamero, permitindo assim a liberacdo do aptdmero mais
tarde em um método de ensaio.

[000123] Ensaios homogéneos, feitos com todos os componentes do
ensaio em solucdo, nao necessitam de separacao de amostras e
reagentes antes da detecc¢ao do sinal. Estes métodos sao rapidos e

faceis de usar. Estes métodos geram sinal com base em uma captura
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molecular ou reagente ligando que reage com o seu alvo especifico. Em
algumas modalidades dos métodos aqui descritos, os reagentes de
captura molecular compreendem um aptadmero ou um anticorpo ou
semelhante, e 0 alvo pode ser um biomarcador mostrado na Tabela 3.

[000124] Em algumas modalidades, um método para a geragao de
sinal toma vantagem da mudanga do sinal de anisotropia devido a
interacdo de um reagente de captura marcado com fluoréforo com o seu
alvo biomarcador especifico. Quando a captura marcada reage com o
seu alvo, o aumento do peso molecular faz com que o movimento
rotacional do fluoréforo afixado ao complexo se torne muito mais lento
mudando o valor de anisotropia. Ao monitorar a alteracdo de
anisotropia, eventos de ligagdo podem ser utilizados para medir
guantitativamente os biomarcadores em solugdes. Outros métodos
incluem ensaios de polarizacédo de fluorescéncia, os métodos de farol
molecular, resolvida no tempo de extincdo de fluorescéncia,
quimioluminescéncia, transferéncia de energia de ressonancia de
fluorescéncia, e semelhantes.

[000125] Um ensaio de aptamero baseado em solucédo exemplificativo
que pode ser usado para detectar um nivel de biomarcadores em uma
amostra bioldgica inclui o seguinte: (A) preparagcao de uma mistura por
contacto da amostra bioldgica com um aptadmero aquele inclui uma
primeira etiqueta e tem uma afinidade especifica para o biomarcador,
em que um complexo de afinidade do aptédmero é formado quando o
biomarcador esta presente na amostra; (b) expor a mistura a um
primeiro suporte solido, incluindo um primeiro elemento de captura, e
permitindo que a primeira etiqueta se associe com o primeiro elemento
de captura; (c) a remogao de quaisquer componentes da mistura nao
associado com o primeiro suporte sélido; (d) ligar uma segunda etiqueta
ao componente biomarcador do complexo de afinidade do aptamero; (e)

libertar o complexo de afinidade do aptdmero a partir do primeiro
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suporte solido; (f) expor o complexo de afinidade do aptamero dliberado
para um segundo suporte sélido que inclui um segundo elemento de
captura e permitindo que a segunda etiqueta de se associar ao segundo
elemento de captura; (g) remover qualquer aptdmero ndo complexado a
partir da mistura através da divisdo do aptamero nido complexado a
partir do complexo de afinidade do aptamero; (h) eluir o aptadmero a
partir do suporte soélido; e (i) detectar o marcador biolégico através da
deteccdo do componente de aptdmero do complexo de afinidade do
aptamero.

[000126] Quaisquer meios conhecidos na técnica podem ser usados
para detectar um valor de biomarcador, detectando o componente de
aptdmero de um complexo de afinidade do aptamero. Um numero de
diferentes métodos de detecgdo pode ser utilizado para detectar o
componente de aptamero de um complexo de afinidade, tais como, por
exemplo, ensaios de hibridagao, espectroscopia de massa, ou QPCR.
Em algumas modalidades, métodos de sequenciagcdo de &acidos
nucleicos podem ser utilizados para detectar o componente de
aptdmero de um complexo de afinidade de aptadmero e,
consequentemente, detectar um valor de biomarcador.
Resumidamente, uma amostra de teste pode ser submetida a qualquer
tipo de método de sequenciacdo de acido nucleico para identificar e
quantificar a sequéncia ou sequéncias de um ou mais aptameros
presentes na amostra de teste. Em algumas modalidades, a sequéncia
inclui toda a molécula de aptamero ou qualquer porgdo da molécula que
pode ser usada para identificar de forma exclusiva a molécula. Em
outras modalidades, a sequéncia de identificacdo € uma sequéncia
especifica para o aptamero adicionado; Tais sequéncias sdo muitas
vezes referidas como "etiquetas", "cddigos de barras”, ou "ceps". Em
algumas modalidades, o método de sequenciagao inclui etapas

enzimaticas para amplificar a sequéncia de aptamero ou para converter
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qualquer tipo de acido nucleico, incluindo RNA e DNA que contenha
modificagdes quimicas para qualquer posicéo, para qualquer outro tipo
de acido nucleico apropriado para a sequenciacao.

[000127] Em algumas modalidades, o método de sequenciacgao inclui
uma ou mais etapas de clonagem. Em outras modalidades, o método de
sequenciagao inclui um método de sequenciagao direta sem clonagem.
[000128] Em algumas modalidades, o método de sequenciacgao inclui
uma abordagem dirigida com oligonucleotideos especificos que tém
como alvo um ou mais aptameros na amostra de teste. Em outras
modalidades, o método de sequenciagcdo inclui uma abordagem
aleatdria que atinge a todos os aptadmeros na amostra de teste.
[000129] Em algumas modalidades, o método de sequenciagao inclui
etapas enzimaticas para amplificar a molécula alvo para a
sequenciacdo. Em outras modalidades, o método de sequenciagao
sequencia diretamente moléculas individuais. Um método baseado na
sequenciacao de acidos nucleicos exemplificativos que podem ser
utilizados para detectar um valor correspondente a um biomarcador em
uma amostra bioldgica inclui o seguinte: (a) conversdo de uma mistura
de aptdmeros que contém nucleotideos quimicamente modificados a
acidos nucleicos ndo modificados com uma etapa enzimatica; (b)
sequenciacao aleatdria dos acidos nucleicos nao modificados
resultantes com uma plataforma de sequenciacdo massivamente
paralela, como, por exemplo, o 454 Sequencing System (454 Life
Sciences/Roche), o lllumina Sequencing System (lllumina), o ABI
SOLID Sequencing System (Applied Biosystems), o HeliScope Single
Molecule Sequencer (Helicos Biosciences), ou o Pacific Biosciences
Real Time Single-Molecule Sequencing System (Pacific BioSciences)
ou o Polonator G Sequencing System (Dover Systems); e (c) identificar
e quantificar os aptameros presentes na mistura pela sequéncia

especifica e contagem de sequéncia.
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[000130] Um método exemplificativo ndo limitativo de detectar
biomarcadores em uma amostra biolégica usando aptameros é descrito
no Exemplo 1. Ver também Kraemer et al., 2011, PLoS One 6 (10):
e26332.

A DETERMINACAO DE NIVEIS DE BIOMARCADOR USANDO
IMUNOENSAIOS

[000131] Métodos de imunoensaios baseiam-se na reacao de um

anticorpo ao seu alvo correspondente ou analito e pode detectar o
analito em uma amostra de acordo com o formato de ensaio especifico.
Para melhorar a especificidade e sensibilidade de um método de ensaio
baseado na técnica de imunorreatividade, anticorpos monoclonais e
fragmentos dos mesmos sdo muitas vezes utilizados devido ao seu
reconhecimento de epitopo especifico. Os anticorpos policlonais
também tém sido utilizados com sucesso em varios imunoensaios
devido a sua maior afinidade para o alvo, em comparagdo com
anticorpos monoclonais. Os imunoensaios foram concebidos para
utilizagdo com uma grande variedade de matrizes de amostras
biolégicas. Formatos de imunoensaio foram concebidos para
proporcionar resultados qualitativos, semiquantitativos, e quantitativos.
[000132] Os resultados quantitativos sdo gerados através do uso de
uma curva padrao criada com concentragbes conhecidas do analito
especifico a ser detectado. A resposta ou sinal a partir de uma amostra
desconhecida é tragcada para a curva padrao, e uma quantidade ou nivel
correspondente ao alvo na amostra desconhecida é estabelecida.

[000133] Muitos formatos de imunoensaio foram concebidos. ELISA
ou EIA pode ser quantitativo para a deteccdo de um analito. Este
meétodo baseia-se na colocacdo de um marcador para tanto o analito ou
o anticorpo e o componente de marcador incluir, quer direta ou
indiretamente, uma enzima. ELISA pode ser formatado para a deteccéo

direta, indireta, competitiva ou em sanduiche do analito. Outros

Peticéo 870230075372, de 25/08/2023, pag. 62/250



56/146

meétodos baseiam-se nos marcadores, tais como, por exemplo,
radioisétopos (1'?°) ou fluorescéncia. Outras técnicas incluem, por
exemplo, aglutinagdo, nefelometria, turbidimetria, Western blot,
imunoprecipitagao, imunocitoquimica, imunohistoquimica, citometria de
fluxo, ensaio Luminex, e outros (ver Immunoassay: A Practical Guide,
edited by Brian Law, published by Taylor & Francis, Ltd., edicdo de
2005).

[000134] Formatos de ensaio exemplificativos incluem ensaio de
imunoabsorgdo ligado a enzima (ELISA), radioimunoensaio,
fluorescente, quimioluminescéncia, e fluorescéncia de transferéncia de
energia de ressonancia (FRET) ou o tempo de imunoensaios resolvidos
FRET (TR-FRET). Exemplos de procedimentos para detectar
biomarcadores incluem imunoprecipitacido de biomarcador seguida por
métodos quantitativos que permitem que o tamanho e a discriminacéo
de nivel de peptideo, tais como eletroforese em gel, eletroforese capilar,
eletrocromatografia planar, e semelhantes.

[000135] Os métodos de detecgéo e/ou quantificagdo de um material
gerador de etiqueta ou sinal detectavel dependem da natureza do
marcador. Os produtos de reagdes catalisadas por enzimas adequadas
(em que o marcador detectavel € uma enzima, ver acima) podem ser,
sem limitacdo, fluorescentes, luminescentes, radioativos ou podem
absorver a luz visivel ou ultravioleta. Exemplos de detectores
apropriados para detectar esses marcadores detectaveis incluem, sem
limitagao, filme em raio X, contadores de radioatividade, contadores de
cintilacao, espectrofotdbmetros, colorimetros, fluorimetros, luminédmetros
e densitbmetros.

[000136] Qualquer um dos métodos de deteccdo pode ser realizado
em qualquer formato que permita qualquer preparagdo adequada,
processamento e analise das reagdes. Isto pode ocorrer, por exemplo,

em placas de ensaio de multipogos (por exemplo,96 pogos ou de 386
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poc¢os) ou usando qualquer matriz ou micromatrizes adequadas. As
solucdes de reserva para varios agentes pode ser feita manualmente ou
roboticamente, e todas as pipetagem, diluigdo, mistura, distribuicio,
lavagem, incubacgéo, leitura de amostra, coleta e analise de dados
subsequentes podem ser feitas roboticamente usando software de
analise disponivel comercialmente, robdtica, e instrumentacao de
deteccao capaz de detectar um marcador detectavel.
DETERMINACAO DOS NiVEIS DE BIOMARCADORES USANDO
PERFILACAO DE EXPRESSAO DE GENE

[000137] A medicdo de mRNA de uma amostra bioldgica pode, em

algumas modalidades, ser utilizada como uma substituta para a
deteccao do nivel de proteina correspondente na amostra bioldgica.
Assim, em algumas modalidades, um biomarcador ou um painel de
biomarcadores aqui descrito pode ser detectado através da deteccéo do
RNA apropriado.

[000138] Em algumas modalidades, os niveis de expressdo de mRNA
sao medidos pela transcricdo reversa quantitativa reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR seguida por gqPCR). RT-PCR ¢ utilizado para criar
um cDNA a partir do mRNA. O cDNA pode ser utilizado em um ensaio
de gPCR para produzir fluorescéncia a medida em que processo de
amplificagdo de DNA progride. Em comparagdo com uma curva padrao,
gPCR pode produzir uma medi¢cdo absoluta como o numero de cépias
de mRNA por célula. Northern blots, micromatrizes, ensaios de invasor,
e RT-PCR combinados com eletroforese capilar tém sido utilizados para
medir os niveis de expressdo de mRNA em uma amostra. Ver Gene
Expression Profiling: Methods and Protocols, Richard A. Shimkets,
editor, Humana Press, 2004.

DETECCAO DE BIOMARCADORES UTILIZANDO TECNOLOGIAS
DE IMAGIOLOGIA MOLECULAR IN VIVO

[000139] Em algumas modalidades, um biomarcador aqui descrito
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pode ser utilizado em testes de imagiologia molecular. Por exemplo, um
agente de imagiologia pode ser acoplado a um reagente de captura, que
pode ser usado para detectar o biomarcador In Vivo.

[000140] Tecnologias de imagiologia in vivo provide proveem métodos
nao invasivos para a determinacdo do estado de uma doenca em
particular no corpo de um individuo. Por exemplo, por¢des inteiras do
corpo, ou mesmo todo o corpo, podem ser vistas como uma imagem
tridimensional, dando assim informacdo valiosa com relagdo a
morfologia e estruturas no corpo. Tais tecnologias podem ser
combinadas com a detecgdo dos biomarcadores aqui descritos para
proporcionar informacao relativa ao biomarcador in vivo.

[000141] O uso de tecnologias in vivo de imagiologia molecular esta
se expandindo devido a varios avangos na tecnologia. Estes avangos
incluem o desenvolvimento de novos agentes de contraste ou
marcadores, tais como radiomarcadores e/ou marcadores
fluorescentes, que pode proporcionar sinais fortes dentro do corpo; e o
desenvolvimento da nova poderosa tecnologia de imagiologia, a qual
pode detectar e analisar estes sinais de fora do corpo, com
sensibilidade e precisao suficiente para prover informagao util. O agente
de contraste pode ser visualizado em um sistema de imagiologia
apropriado, provendo assim uma imagem da porgao ou porg¢des do
corpo nas quais o agente de contraste esta localizado. O agente de
contraste pode estar ligado ou associado com um reagente de captura,
tal como um aptamero ou um anticorpo, por exemplo, e/ou com um
peptideo ou proteina, ou um oligonucleotideo (por exemplo, para a
deteccao da expressao de genes), ou um complexo contendo qualquer
um destes com uma ou mais macromoléculas e/ou outras formas de
particulas.

[000142] O agente de contraste pode também possuir um atomo

radioativo que é Util na imagiologia. Atomos radioativos adequados
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incluem tecnécio-99m ou iodo-123 para estudos de cintigrafia. Outras
porgcdes prontamente detectaveis incluem, por exemplo, marcadores de
spin para imagiologia de ressonancia magnética (MRI), tal como, por
exemplo, i0do-123 novamente, iodo-131, indio-111, fldor-19,
carbono-13, nitrogénio-15, oxigénio -17, gadolinio, manganés e ferro.
Tais marcadores sdo bem conhecidos na técnica e podem ser
facilmente selecionados por um dos peritos na técnica.

[000143] Técnicas de imagiologia padrao incluem, mas nao estao
limitadas a imagiologia por ressonancia magnética, tomografia
computadorizada, tomografia por emissdao de podsitrons (PET),
tomografia de emissédo de féton unico (SPECT), e semelhantes. Para
imagiologia de diagndstico in vivo, o tipo de instrumento de deteccéo
disponivel é um fator principal na selecdo de um dado agente de
contraste, tal como um dado radiois6topo e o biomarcador particular,
que é utilizado para marcar (proteina, mRNA, e semelhantes). O
radioisétopo escolhido tipicamente tem um tipo de declinio que pode ser
detectado por um dado tipo de instrumento. Além disso, ao selecionar
um radioisétopo para diagnéstico in vivo, a meia-vida deve ser
suficientemente longa para permitir a deteccdo, no momento de
absor¢cao maxima pelo alvo, mas o tecido suficientemente curto para
que a radiagao deletéria do hospedeiro seja minimizada.

[000144] Técnicas de imagiologia exemplificativas incluem, mas nao
estdo limitadas a PET e SPECT, as quais s&o técnicas de formacéao
imagem em que um radioisotopo é sinteticamente ou localmente
administrado a um individuo. A absorcdo subsequente do
radiomarcador € medida ao longo do tempo e usada para obter
informagdo sobre o tecido alvo e o biomarcador. Por causa das
emissdes de alta energia (raios gama) dos isotopos especificos
empregados e a sensibilidade e a sofisticagdo dos instrumentos

utilizados para detecta-los, a distribuicdo bidimensional de
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radioatividade pode ser inferida a partir do exterior do corpo.

[000145] Nuclideos emitindo pdsitrons comumente usados em PET
incluem, por exemplo, carbono-11, nitrogénio-13, oxigénio-15, e
flior-18. Is6topos que declinam por captura de elétron e/ou por emissao
de gama sao utilizados em SPECT e incluem, por exemplo, iodo-123 e
tecnécio-99m. Um método exemplificativo para marcacdo de
aminoacidos com tecnécio-99m € a redugéo do ion de pertecnetato na
presenga de um precursor quelante, para formar o complexo de
tecnécio-99m-precursor instavel, o qual, por sua vez, reage com o grupo
de ligacdo de metal de um peptideo quimiotatico para formar um
conjugado de peptideo de tecnécio-99m quimiotatico.

[000146] Anticorpos sao frequentemente utilizados para tais métodos
de diagnéstico de imagiologia in vivo. A preparacédo e utilizagédo de
anticorpos para o diagnostico in vivo sdo bem conhecidas na técnica.
Da mesma forma, aptadmeros podem ser utilizados para tais métodos de
diagndstico de imagiologia in vivo. Por exemplo, um aptamero que foi
utilizado para identificar um biomarcador particular aqui descrito pode
ser marcado de forma adequada e injectado em um individuo para
detectar o biomarcador in vivo. O marcador utilizado sera selecionado
de acordo com a modalidade de imagiologia a ser utilizada, tal como
anteriormente descrito. Agentes de imagiologia dirigida por aptamero
podem ter caracteristicas unicas e vantajosas, com relagcdo a
penetracdo do tecido, distribuicdo no tecido, cinética, eliminagao,
poténcia e seletividade em comparacdo com outros agentes de
imagiologia.

[000147] Tais técnicas podem também opcionalmente, ser realizadas
com os oligonucleotideos marcados, por exemplo, para a deteccéo da
expressdo de genes por meio de formagdo de imagens com
oligonucleotideos de antissentido. Estes métodos s&o utilizados para

hibridagdo in situ, por exemplo, com moléculas fluorescentes ou
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radiois6topos como o marcador. Outros métodos para a deteccéo da
expressao de genes incluem, por exemplo, a deteccéo da atividade de
um gene reporter.

[000148] Outro tipo geral de tecnologia de imagiologia € imagiologia
optica, em que sinais fluorescentes dentro do individuo sao detectados
por um dispositivo optico que esta externo ao individuo. Estes sinais
podem ser devidos a fluorescéncia real e/ou a bioluminescéncia.
Melhorias na sensitividade de deteccao Optica aumentaram a utilidade
de imagiologia optica para ensaios de diagnostico in vivo.

[000149] Para uma revisao de outras técnicas, ver N. Blow, Nature
Methods, 6, 465-469, 2009.

DETERMINACAO DOS NiVEIS DE BIOMARCADORES USANDO
METODOS DE ESPECTROMETRIA DE MASSA.

[000150] Uma variedade de configuragbes de espectrOmetros de

massa pode ser utilizada para detectar niveis de biomarcadores. Varios
tipos de espectrOmetros de massa estdo disponiveis ou podem ser
produzidos com varias configuragdes. Em geral, um espectrémetro de
massa tem o0s seguintes componentes principais: uma entrada de
amostras, uma fonte de ions, um analisador de massa, um detector, um
sistema de vacuo, e sistema de controle do instrumento, e um sistema
de dados. Diferenca na entrada de amostra, fonte de ions, e analisador
de massa geralmente definem o tipo de instrumento e suas
capacidades. Por exemplo, uma entrada pode ser uma fonte de
cromatografia liquida em coluna capilar, ou pode ser uma sonda direta
ou fase tal como utilizado na dessorcao a laser assistida por matriz.
Fontes de ions comuns sao, por exemplo, eletropulverizacao, incluindo
nanopulverizagao e micropulverizagao ou dessorc¢ao por laser assistida
por matriz. Analisadores de massa comuns incluem um filtro de massa
quadrupolo, analisador de massa de barreira ibnica e analisador de

massa de tempo de voo. Métodos de espectrometria de massa
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adicionais sdo bem conhecidos na técnica. (ver Burlingame et al. Anal.
Chem. 70: 647 R-716R (1998); Kinter e Sherman, Nova lorque (2000)).
[000151] Biomarcadores de proteina e niveis de biomarcadores
podem ser detectados e medidos por qualquer um dos seguintes:
Espectrometria de massa de ionizagao de eletropulverizagédo (ESI-MS),
ESI-MS/MS, ESI-MS/(MS) n, espectometria de massa de tempo de voo
de ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF-MS), espectometria de massa de tempo de voo de
ionizacdo/ dessorcdo a laser intensificada pela superficie
(SELDI-TOF-MS), dessorcdo/ ionizagdo em silicio (DIOS),
espectrometria de massa de ions secundarios (SIMS), tempo de voo
quadruplo (Q-TOF), tempo de voo em tandem (TOF/TOF) tecnologia,
denominada ultraflex [lI TOF/TOF, espectrometria de massa de
ionizagdo a pressado atmosférica quimica (APCI-MS), APCI-MS/MS,
APCI (MS) N, espectrometria de massa de fotoionizacdo de pressao
atmosférica(APPI- MS), APPI-MS/MS, e APPI- (MS) N, espectrometria
de massa quadrupla, espectrometria de massa da transformada de
Fourier (FTMS), espectrometria de massa quantitativa, e espectrometria
de massa de barreira ibnica.

[000152] Estratégias de preparacdao de amostras s&o utilizadas para
marcar e enriquecer amostras antes de caracterizacdo espectroscopica
de massa de biomarcadores de proteina e niveis de determinacédo de
biomarcadores. Os métodos de marcacao incluem, mas nao estéo
limitados a etiqueta isobarica para quantificacdo relativa e absoluta
(ITRAQ) e marcacéo de isétopo estavel com aminoacidos em cultura de
células (SILAC). Reagentes de captura utilizadas para enriquecer
seletivamente amostras para proteinas candidatas de biomarcadores
antes de analise espectroscopica de massa incluem, mas néo estéo
limitados a, aptédmeros, anticorpos, sondas de acidos nucleicos,

quimeras, moléculas pequenas, um F(ab ') fragmento, um fragmento
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de anticorpo de cadeia unica, um fragmento Fv, um fragmento Fv de
cadeia unica, um acido nucleico, uma lectina, um receptor de ligacéo de
ligando, afficorpos, nanocorpos, anquirinas, anticorpos de dominio,
andaimes de anticorpos alternativos (por exemplo diacorpos, etc)
polimeros imprimidos, avimeros, peptidomiméticos, peptoides, acidos
nucleicos de peptidios, acidos nucleicos de treose, um receptor de
horménio, um receptor de citosina, e receptores sintéticos, e
modificacdes e fragmentos destes.

DETERMINACAO DOS NiVEIS DE BIOMARCADORES USANDO UM
ENSAIO DE LIGACAO DE PROXIMIDADE

[000153] Um ensaio de ligacéo de proximidade pode ser usado para

determinar os valores dos biomarcadores. Resumidamente, uma
amostra de teste & posta em contato com um par de sondas de
afinidade que pode ser um par de anticorpos ou um par de aptameros,
com cada membro do par estendido com um oligonucleotideo. Os alvos
para o par de sondas de afinidade podem ser dois determinantes
distintos sobre uma proteina ou uma determinada em cada uma das
duas proteinas diferentes, que podem existir como complexos homo ou
heteromultiméricos. Quando as sondas se ligam as determinantes alvo,
as extremidades livres das extensbes de oliganonucleotideos séao
postos em proximidade suficientemente estreita para hibridar em
conjunto. A hibridacao das extensdes de oligonucleotideos ¢é facilitada
por um conector de oligonucleotideos comum, que serve para
preencher as extensdes em conjunto de oligonucleotideos quando eles
estdo posicionados em proximidade suficiente. Uma vez que as
extensdes de oligonucleotideos das sondas sio hibridizadas, as
extremidades das extensdes sao unidas entre si por ligagado enzimatica
de DNA.

[000154] Cada extensdo de oligonucleotideo iniciador compreende

um local para a amplificagdo por PCR. Uma vez que as extensdes de
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oligonucleotideo sao ligadas umas as outras, os oligonucleotideos
formam uma sequéncia continua de DNA que, através de amplificacao
por PCR, revela informacao sobre a identidade e a quantidade da
proteina alvo, assim como, a informacéo relativa as interagdes de
proteina-proteina em que os determinantes de destino estdo em duas
proteinas diferentes. ligacdo de proximidade podem proporcionar um
ensaio altamente sensivel e especifico para a concentragao de proteina
em tempo real e a informacao interagao através da utilizacdo de PCR
em tempo real. As sondas que ndo se ligam a determinantes de
interesse nao tem as extensdes de oligonucleotideos correspondentes
postos em proximidade e nenhuma ligagdo ou amplificagdo por PCR
pode prosseguir, resultando em nenhum sinal a ser produzido.
[000155] Os ensaios precedentes permitem a deteccdo dos valores
dos biomarcadores que sao uteis em métodos para a predicédo de risco
de eventos CV, onde os métodos compreendem a detecgdo, em uma
amostra biologica de um individuo, de pelo menos cinco, pelo menos
seis, pelo menos sete, pelo menos oito, ou todos os nove
biomarcadores selecionados de MMP12, angiopoietina-2, complemento
de C7, troponina | cardiaca, proteina relacionada com angiopoietina 4,
CCL18/PARC, complexo de alfa-1-antiquimotripsina, GDF11 e
alfa-2-antiplasmina, em que uma classificacdo, como descrita abaixo,
utilizando os valores dos biomarcadores indica se o individuo tem risco
elevado de um evento CV ocorrendo dentro de um periodo de tempo de
1 ano, 2 anos, 3 anos, ou 4 anos. Em conformidade com qualquer dos
métodos aqui descritos, os valores dos biomarcadores podem ser
detectados e classificados individualmente ou podem ser detectados e
classificados em conjunto, como por exemplo, em um formato de ensaio
multiplex.

CLASSIFICACAO DE BIOMARCADORES E CALCULO DO GRAU DA

DOENCA
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[000156] Em algumas modalidades, a ‘"assinatura" de um
biomarcador para um determinado teste de diagndstico contém um
conjunto de biomarcadores, cada biomarcador tendo niveis
caracteristicos nas populacdes de interesse. Os niveis caracteristicos,
em algumas modalidades, pode referir-se a média ou média dos niveis
de biomarcadores para os individuos de um grupo especifico. Em
algumas modalidades, um método de diagnostico aqui descrito pode ser
utilizado para atribuir uma amostra desconhecida a partir de um
individuo em um de dois grupos, quer no aumento do risco de um
evento CV ou nao.

[000157] A atribuicdo de uma amostra em um dos dois ou mais grupos
€ conhecida como classificagao, e o procedimento usado para realizar
esta tarefa é conhecido como um classificador ou um método de
classificagdo. Métodos de classificagdo também pode ser referidos
como métodos de graduagao. Existem muitos métodos de classificagao
que podem ser utilizados para construir um classificador de diagndstico
a partir de um conjunto de niveis de biomarcadores. Em alguns casos,
os métodos de classificacdo sao realizados utilizando técnicas
supervisionadas de aprendizagem em que um conjunto de dados é
coletado usando amostras obtidas de individuos dentro de dois (ou
mais, para varios estados de classificagdo) grupos distintos que se
deseja distinguir. Uma vez que a classe (ou grupo de populagao) a que
pertence cada amostra € conhecido antecipadamente para cada
amostra, o método de classificacdo pode ser treinados para dar a
resposta desejada de classificagcdo. Também é possivel usar técnicas
de aprendizagem nao supervisionada para produzir um classificador de
diagndéstico.

[000158] Abordagens comuns para o0 desenvolvimento de
classificadores de diagnéstico incluem arvores de decisio;

ensacamento + impulsionamento + florestas; governar a aprendizagem
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baseada na inferéncia; janelas de Parzen; modelos lineares; logistica;
meétodos de redes neurais; agrupamento ndo supervisionado; K-means;
ascendéncia/ escendéncia hierarquica; aprendizado
semissupervisionado; métodos de protétipos; vizinho mais proximo;
estimativa de densidade de graos; apoiar maquinas de vetores;
modelos ocultos de Markov; Aprendizagem de Boltzmann; e
classificadores podem ser combinados quer simplesmente ou de forma
a minimizar particulares fungdes de objetivo. Para uma revisao, ver, por
exemplo,Pattern Classification, R. O. Duda, et al., editors, John Wiley &
Sons, 2nd edition, 2001; ver também, The Elements of Statistical
LeRNAIing - Data Mining, Inference, and Prediction, T. Hastie, et al.,
editors, Springer Science+Business Media, LLC, 2a edi¢ao, 2009.

[000159] Para produzir um classificador utilizando técnicas de
aprendizagem supervisionada, um conjunto de amostras chamado
dados de treinamento sao obtidos. No ambito de testes de diagndstico,
dados de treino incluem amostras dos diferentes grupos (categorias) de
amostras desconhecidas que irdo depois ser atribuidas. Por exemplo,
amostras coletadas de individuos em uma populacdo de controle e os
individuos em uma populagao de doenga determinada podem constituir
dados de formacdo para desenvolver um classificador que pode
classificar amostras desconhecidas (ou, mais particularmente, os
individuos de quem foram obtidas as amostras), tanto como tendo a
doenca ou como estando livre da doenca. O desenvolvimento do
classificador a partir dos dados de formacdo € conhecido como
treinamento o classificador. Detalhes especificos sobre a treinamento
do classificador dependem da natureza da técnica de aprendizado
supervisionado. Treinar um classificador bayesiano natural € um
exemplo de uma tal técnica de aprendizagem supervisionada (ver, por
exemplo,Pattern Classification, R. O. Duda, et al., editors, John Wiley &

Sons, 2nd edition, 2001; ver também, The Elements of Statistical
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LeRNAIing - Data Mining, Inference, and Prediction, T. Hastie, et al.,
editors, Springer Science+Business Media, LLC, 2a edicdo, 2009. A
formacdo de um classificador Bayesiano natural € descrita, por
exemplo, naPublicagdo US2012/0101002 e 2012/0077695.

[000160] Uma vez que, normalmente, ha muitos mais niveis de
biomarcadores em potencial do que amostras em um conjunto de
treinamento, deve-se ter cuidado para evitar o excesso de encaixe. O
sobre-encaixe ocorre quando um modelo estatistico descreve erro
aleatdrio ou ruido em vez da relagao subjacente. O sobre-encaixe pode
ser evitado em uma variedade de formas, incluindo, por exemplo,
através da limitacdo do numero de biomarcadores utilizados no
desenvolvimento do classificador, assumindo-se que as respostas dos
biomarcadores sao independentes umas das outras, limitando a
complexidade do modelo estatistico subjacente empregado, e
assegurando que o modelo estatistico subjacente esteja de acordo com
os dados.

[000161] Um exemplo ilustrativo do desenvolvimento de um teste de
diagndstico utilizando um conjunto de biomarcadores inclui a aplicagao
de um classificador de Bayes natural, um classificador de probabilistica
simples com base no teorema de Bayes, com tratamento independente
rigoroso dos biomarcadores. Cada biomarcador é descrito por uma
funcao de densidade de probabilidade dependente da classe (pdf) para
os valores de RFU medidos ou valores de RFU (unidades fluorescéncia
relativa) de log em cada classe. As pdfs conjuntas para o conjunto de
biomarcadores em uma classe sao presumidas como sendo o produto
das pdfs individuais dependentes de classe para cada biomarcador.
Treinar um classificador de Bayes natural, neste contexto, equivale a
atribuicdo de parametros ( "parametrizagdo") para caracterizar as pdfs
dependentes de classe. Qualquer modelo subjacente para as pdfs

dependentes de classe pode ser usado, mas geralmente o modelo deve
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estar em conformidade com os dados observados no conjunto de treino.
[000162] O desempenho do classificador de Bayes natural é
dependente do numero e da qualidade dos biomarcadores utilizados
para construir e treinar o classificador. Um unico biomarcador ira
realizar de acordo com a sua distancia de KS (Kolmogorov-Smirnov). A
adicao de biomarcadores subsequentes com boas distancias de KS (>
0,3, por exemplo) vai, em geral, melhorar o desempenho de
classificagcdo se os biomarcadores subsequentemente adicionados
forem independentes do primeiro biomarcador. Utilizando a
sensibilidade mais a especificidade como um grau de classificador,
muitos classificadores de alto grau podem ser gerados com uma
variagdo de um algoritmo mais. (Um algoritmo guloso é qualquer
algoritmo que segue a resolugdo de problemas meta-heuristicos de
fazer a escolha localmente ideal em cada fase com a esperanca de
encontrar o ideal global.)

[000163] Outra maneira de descrever o desempenho do classificador
é através de uma caracteristica de operagao de receptor (ROC), ou
simplesmente curva ROC ou grafico de ROC. O ROC é uma
representacao grafica da sensibilidade, ou taxa positiva verdadeira,
versus taxa de falsos positivos (1 - especificidade ou 1 - true taxa
negativa), para um sistema classificador binario como o seu limiar de
discriminacado é variada. O ROC também pode ser representado de
forma equivalente tragcando a fracdo de positivos verdadeiros fora dos
pontos positivos (TPR = taxa positiva verdadeira) vs. a fragdo de falsos
positivos a partir dos negativos (FPR = false taxa positiva). Também
conhecida como curva de caracteristica de operacao relativa, porque é
uma comparag¢ao de duas caracteristicas de funcionamento (TPR &
FPR) como as alteragdes critério. A area sob a curva ROC (AUC) é
comumente utilizada como uma medida de sintese de precisdo do

diagnostico. Ela pode ter valores de 0,0 a 1,0. A AUC tem uma
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propriedade estatistica importante: a AUC de um classificador é
equivalente a probabilidade de que o classificador vai classificar um
exemplo positivo escolhido aleatoriamente como maior do que um
exemplo negativo escolhido aleatoriamente (Fawcett T, 2006. An
introduction to ROC analysis. Pattern Recognition Letters. 27: 861-874).
Isto € equivalente ao teste de Wilcoxon de classificagdes (Hanley,
JA,McNeil, B. J., 1982. The meaning and use of the area under a
receiver operating characteristic (ROC) curve. Radiology 143, 29-36.).
Outra forma de descrever o desempenho de um teste diagnostico em
relaco a um padrdao de referéncia conhecido é o indice de
reclassificacdo de rede: a capacidade do novo teste para atualizar ou
desatualizar corretamente o risco quando comparado com o teste
padrao de referéncia. Ver, por exemplo,Pencina et al., 2011, Stat. Med.
30: 11-21. Enquanto a AUC sob a curva ROC ¢ ideal para avaliar o
desempenho de um classificador de 2 classes, medicina estratificada e
personalizada depende da inferéncia de que a populacdo contém mais
classes de 2. Para tais comparagdes a taxa de risco dos quartis
superiores versus inferiores (ou outros, tais como estratificagcées de
decis) pode ser utilizada de forma mais adequada.

[000164] As previsdes de risco ativadas através desta invencao
podem ser aplicadas a individuos em cuidados primarios ou em centros
cardiovasculares especializados, ou mesmo diretamente ao
consumidor. Em algumas modalidades, os classificadores utilizados
para predizer eventos podem envolver alguma calibragdo para a
populacdo para a qual eles sao aplicados - por exemplo, pode haver
variagdes devidas a etnia ou geografia. Tais calibragcbes, em algumas
modalidades, pode ser estabelecida com antecedéncia a partir de
grandes estudos populacionais, por isso, quando aplicadas a um
paciente individual estas sao incorporadas antes de fazer uma predicéo

de risco. Uma amostra de sangue venoso ¢ feita, processada de forma
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adequada e analisada tal como aqui descrito. Uma vez que a analise for
concluida, as previsdes de risco podem ser feitas matematicamente,
com ou sem incorporar outros metadados a partir de registros médicos
aqui descritos, tais como genética ou demografia. Varias formas de
saida de informagdo sao possiveis, dependendo do nivel de
conhecimento do consumidor. Para os consumidores procurando o tipo
mais simples de saida, as informagdes podem ser, em algumas
modalidades, "esta pessoa esta suscetivel a ter um evento nos
préximos anos x (em que x € 1-4), sim/ndo", ou, alternativamente,
semelhante a uma "sinal de transito" vermelho/ laranja/ verde ou seu
equivalente verbal ou por escrito, tal como de risco alto/médio/baixo.
Para os consumidores que procuram maiores detalhes, em algumas
modalidades, o risco pode ser liberado como um nimero ou um grafico
que ilustra a probabilidade de um evento por unidade de tempo como
um grau continuo, ou um numero maior de camadas (tais como decis),
e/ou o tempo médio para o evento e/ou o tipo de evento mais provavel.
Em algumas modalidades, o resultado pode incluir indicagbes
terapéuticas. Acompanhamento longitudinal do mesmo paciente ao
longo do tempo permitira que os graficos mostrem a resposta a
intervengdes ou mudangas de estilo de vida. Em algumas modalidades,
mais do que um tipo de saida pode ser proporcionado ao mesmo tempo
para cumprir as necessidades do paciente e de membros individuais da
equipe de cuidados com diferentes niveis de especializagao.

[000165] Em algumas modalidades, os nove biomarcadores
mostrados na Tabela 3 (os "marcadores CVD9") sdo detectados em
uma amostra de sangue (tal como uma amostra de plasma ou uma
amostra de soro) a partir de um individuo, por exemplo, utilizando
aptameros, tais como aptameros de taxa de desaceleracao lenta. Os
valores de log de RFU sao utilizados para calcular um indice de

prognostico (Pl). Uma férmula Pl exemplificativa ndo limitativa é
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mostrado abaixo:

Pl =-16.61+1.55xANGPT2 - 1.22xGDF11+2 12xC7- 2.64xSERPINF2+0.57xCCL16+ 1.02xANGPTL4

+1.43xKLK3. SERPINAZ+0.72xMMP12+0.59x TNNI3,
s = 0.85,

[000166] onde os niveis de proteina sado levados para estarem no
log10 RFU. Um versado na técnica ira apreciar que a férmula Pl pode
ser recalibrada de acordo com a populagdo da qual o individuo é
retirado. Tal recalibracido pode ser realizada de acordo com os métodos
aqui descritos e/ou métodos conhecidos na técnica.

[000167] Dada a PI, a probabilidade de que o individuo vai sofrer um
evento cardiovascular (CV evento) nos proximos "t" anos é dada pela

formula:

(Log(;f)—PI)

PriT<t]=1- e~ ,

[000168] onde PI é o indice de progndstico (ou previsor linear) e s € o
parametro de escala associado para a distribuicao do valor extremo. Em
varias modalidades, "t" € 5 anos ou menos, 4 anos ou menos, 3 anos ou
menos, ou 2 anos ou Menos.

KITS

[000169] Qualquer combinacdo dos biomarcadores aqui descritos
pode ser detectada utilizando um kit adequado, tal como para utilizagcao
na realizacdo dos métodos aqui descritos. Além disso, qualquer kit pode
conter um ou mais marcadores detectaveis, tal como aqui descrito, tal
como um grupo fluorescente, etc.

[000170] Em algumas modalidades, um kit inclui (a) um ou mais
reagentes de captura (tal como, por exemplo, pelo menos, um aptamero
ou anticorpo) para a detec¢cdo de um ou mais biomarcadores em uma
amostra bioldégica, em que os biomarcadores incluem, pelo menos,
cinco, pelo menos seis, pelo menos sete, pelo menos oito, ou todos os
nove biomarcadores selecionados de MMP12, angiopoietina-2,

complemento C7, troponina | cardiaca, proteina relacionada com
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angiopoietina 4, CCL18/PARC, complexo de alfa-1-antiquimotripsina,
alfa e GDF11 2-antiplasmina, e opcionalmente (b) um ou mais de
produtos de software ou programas de computador para classificar o
individuo de quem a amostra bioldgica foi obtida como tendo ou néo
tendo risco aumentado de um evento CV ou para determinar a
probabilidade de que o individuo tem risco aumentado de um evento
cardiovascular, como descrito aqui adicionalmente. Alternativamente,
ao invés de um ou mais produtos de programas de computador, uma ou
mais instrugdes para executar manualmente as etapas acima por um
ser humano podem ser providas.

[000171] Em algumas modalidades, um kit compreende um suporte
sélido, um reagente de captura, e um material gerador de sinal. O kit
pode também incluir instrugdes para utilizar os dispositivos e reagentes,
a manipulagdo da amostra, e analise de dados. Além disso, o kit pode
ser utilizado com um sistema de computador ou software para analisar e
registar os resultados da analise da amostra bioldgica.

[000172] Os kits também podem conter um ou mais reagentes (por
exemplo, tampdes de solubilizagdo, detergentes, lavagens, ou
tampdes) para o processamento de uma amostra biolégica. Qualquer
dos kits aqui descritos podem também incluir, por exemplo, tampdes,
agentes, materiais de matriz de espectrometria de massa, agentes de
captura de anticorpos, amostras de controle positivas e amostras de
controle negativas, software e informagdo, tais como protocolos,
orientacao, e dados de referéncia.

[000173] Em algumas modalidades, kits s&o providos para a analise
de estado de risco de evento CV, em que os kits compreendem os
iniciadores de PCR para um ou mais aptameros especificos para os
biomarcadores aqui descritos. Em algumas modalidades, um kit pode
ainda incluir instru¢des para o uso e correlagado dos biomarcadores com

a predicao de risco de um evento CV. Em algumas modalidades, um kit
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pode também incluir uma matriz de DNA contendo o complemento de
um ou mais dos aptameros especificos para os biomarcadores aqui
descritos, os reagentes e/ou enzimas para amplificar ou isolar a amostra
de DNA. Em algumas modalidades, os kits podem incluir reagentes para
PCR em tempo real, por exemplo, sondas e/ou iniciadores TagMan, e
enzimas.

[000174] Por exemplo, um kit pode compreender (a) os reagentes
compreendendo pelo menos um reagente de captura para a
determinacéo do nivel de um ou mais biomarcadores em uma amostra
de teste, e, opcionalmente, (b) um ou mais algoritmos ou programas de
computador para executar as etapas de comparar a quantidade de cada
biomarcador quantificado na amostra de teste para um ou mais pontos
de corte predeterminados. Em algumas modalidades, um algoritmo ou
programa de computador atribui um grau para cada biomarcador
quantificado com base na referida comparacdo e, em modalidades,
combina os graus atribuidas para cada biomarcador quantificado para
obter um grau total. Além disso, em algumas modalidades, um algoritmo
ou programa de computador compara o grau total com um resultado
predeterminado, e usa a comparacao para determinar se um individuo
tem um maior risco de um evento CV. Alternativamente, ao invés de um
ou mais algoritmos ou programas de computador, uma ou mais
instrucdes para executar manualmente as etapas acima por um ser
humano podem ser providas.

METODOS DE COMPUTADOR E SOFTWARE

[000175] Uma vez que um painel de biomarcadores ou biomarcador é

selecionado, um meétodo para o diagndstico de um individuo pode
compreender o0 seguinte: 1) obtencdo de uma amostra bioldgica; 2)
realizar um método analitico para detectar e medir o biomarcador ou
biomarcadores no painel na amostra biologica; 3) opcionalmente,

realizar qualquer normalizacdo de dados ou padronizagdo; 4)
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determinar cada nivel de biomarcadores; e 5) relatar os resultados. Em
algumas modalidades, os resultados sao calibrados para a
populacao/etnia do individuo. Em algumas modalidades, os niveis de
biomarcadores s&o de alguma forma combinados € um unico valor para
os niveis de biomarcador combinado é relatado. Nesta abordagem, em
algumas modalidades, o marcador pode ser um Uunico numero
determinado a partir da integracdo de todos os biomarcadores que €&
comparado com um valor limite pré-estabelecido que € uma indicagcao
da presencga ou auséncia de doenga. Ou o diagndéstico ou o grau de
predicdo pode ser uma série de barras, cada uma representando um
valor de biomarcador e o padrao das respostas podem ser comparados
com um padrao predefinido para a determinacdo da presenga ou
auséncia de doenca, condi¢gdo ou o risco aumentado (ou ndo) de um
evento.

[000176] Pelo menos algumas modalidades dos métodos aqui
descritos podem ser implementadas com a utilizacado de um
computador. Um exemplo de um sistema de computador 100 é
mostrado na Figura 12. Com referéncia a Figura 12, o sistema 100 é
mostrado constituido por elementos de hardware que estdo
eletricamente acoplados através do barramento 108, incluindo um
processador 101, dispositivo de entrada 102, o dispositivo de saida 103,
o dispositivo de armazenamento 104, leitor meios de armazenamento
legiveis por computador 105a, sistema de comunicagdes 106,
aceleracdo de processamento (por exemplo,DSP ou processadores
para fins especiais) 107 e memdédria 109. O leitor de meios de
armazenamento legivel por computador 105a € ainda acoplado a midia
de armazenamento legivel por computador 105b, a combinagao
abrangente representando dispositivos de armazenamento remotos,
locais, fixos e/ou removiveis, além de midia de armazenamento,

memoria, etc., para temporariamente e/ou mais permanentemente
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contendo informacao legivel por computador, que pode incluir
dispositivo de armazenamento 104, a memoria 109 e/ou qualquer outro
tal recurso de sistema acessivel 100. O sistema 100 também
compreende elementos de software (mostrados como estando
atualmente localizados dentro da memodria de trabalho 191), incluindo
um sistema operacional 192 e outro codigo 193, tais como programas,
dados e semelhantes.

[000177] No que diz respeito a Figura 12, o sistema 100 tem grande
flexibilidade e capacidade de configuragdo. Assim, por exemplo, uma
unica arquitetura pode ser utilizada para implementar um ou mais
servidores que podem ser, ainda, configurados de acordo com os
protocolos atualmente desejaveis, variagbes de protocolo, extensdes,
etc. No entanto, sera evidente para os peritos na técnica que
modalidades pode também ser utilizadas de acordo com os requisitos
das aplicagdes mais especificas. Por exemplo, um ou mais elementos
do sistema podem ser implementados como sub-elementos dentro de
um componente do sistema 100 (por exemplo, dentro do sistema de
comunicagbes 106). Hardware personalizado também pode ser
utilizado e/ou elementos particulares podem ser implementados em
hardware, software ou ambos. Além disso, enquanto a ligacado a outros
dispositivos de computacéo, tais como dispositivos de entrada/ saida de
rede (ndo mostrados) podem ser empregados, deve ser entendido que
conexao com fio, sem fio, modem, e/ou outra conexdo ou conexdes
para outros dispositivos de computagcao também pode ser utilizadas.
[000178] Em um aspecto, o sistema pode compreender um banco de
dados que contém aspectos de caracteristicas de biomarcadores de
predicdo de risco de um evento CV. Os dados de biomarcadores (ou
informagdes de biomarcador) podem ser utilizados como uma entrada
para o computador para uso como parte de um método implementado

por computador. Os dados dos biomarcadores podem incluir os dados
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tal como aqui descritos.

[000179] Em um aspecto, o sistema compreende ainda um ou mais
dispositivos de fornecimento de dados de entrada para um ou mais
processadores.

[000180] O sistema compreende ainda uma memoéria para armazenar
um conjunto de dados de elementos de dados classificados.

[000181] Em um outro aspecto, o dispositivo para fornecimento de
dados de entrada compreende um detector para detectar a
caracteristica do elemento de dados, por exemplo, tal como um
espectrometro de massa ou leitor de chip de gene.

[000182] O sistema pode compreender adicionalmente um sistema de
gerenciamento de base de dados. As solicitagdes ou consultas do
usuario podem ser formatadas em uma linguagem apropriada
compreendida pelo sistema de gerenciamento de banco de dados que
processa a consulta para extrair as informagdes relevantes a partir do
banco de dados de conjuntos de treinamento.

[000183] O sistema pode ser conectado a uma rede a qual um
servidor de rede e um ou mais clientes estao conectados. A rede pode
ser uma rede de area local (LAN) ou uma rede de banda larga (WAN),
tal como é conhecido na técnica. De preferéncia, o servidor inclui o
hardware necessario para a execugao de produtos de programa de
computador (por exemplo, software) para acessar dados do banco de
dados para o processamento de solicitagcdes do usuario.

[000184] O sistema pode incluir um sistema operacional (por
exemplo,UNIX ou Linux) para a execugao de instrugdes de um sistema
de gerenciamento de banco de dados. Em um aspecto, o sistema
operacional pode funcionar em uma rede global de comunicacgoes,
como a Internet, e utilizar um servidor de rede de comunicagdes global
para se conectar a uma rede deste tipo.

[000185] O sistema pode incluir um ou mais dispositivos que
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compdem uma interface de visualizagdo grafica que compreende
elementos de interface, como botdes, menus, barras de rolagem,
campos para a entrada de texto, e outros como s&o rotineiramente
encontrados em interfaces graficas de usuario conhecidos na técnica.
Os pedidos introduzidos e,m uma interface de usuario podem ser
transmitidos para um programa de aplicagdo no sistema para formatar
para pesquisar informacgdes relevantes em uma ou mais das bases de
dados do sistema. Os pedidos ou consultas inseridos por um usuario
podem ser construidos em qualquer linguagem de banco de dados
adequada.

[000186] A interface grafica de usuario pode ser gerada por um codigo
de interface grafica de usuario, como parte do sistema operacional e
pode ser utilizado para introduzir dados e/ou para exibir os dados
introduzidos. O resultado dos dados processados podem ser exibido na
interface, impressa numa impressora em comunicagao com o sistema,
salvo em um dispositivo de memoria, e/ou transmitido através da rede,
ou pode ser provido na forma do meio de leitura por computador.
[000187] O sistema pode estar em comunicagcdo com um dispositivo
de entrada para prover dados em relagcédo a elementos de dados ao
sistema (por exemplo, valores de expressdao). Em um aspecto, o
dispositivo de entrada pode incluir um sistema de perfilacdo de
expressao do gene, incluindo, por exemplo, um espectrdbmetro de
massa, chip de gene ou um leitor de matriz, e outros semelhantes.
[000188] Os meétodos e aparelhos para a analise de informacéao de
biomarcador para predicao de risco de eventos de acordo com varias
modalidades podem ser implementados de qualquer forma adequada,
por exemplo, usando um programa de computador operando em um
sistema de computador. Pode ser utilizado um sistema de computador
convencional, que compreende um processador e uma memoria de

acesso aleatério, tal como um servidor de aplicacdo acessivel
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remotamente, um servidor de rede, uma estacao de trabalho ou um
computador pessoal. Os componentes adicionais do sistema de
computador podem incluir dispositivos de memdria ou sistemas de
armazenamento de informacdo, tal como um sistema de
armazenamento em massa e uma interface de usuario, por exemplo um
monitor convencional, teclado e dispositivo de rastreamento. O sistema
de computador pode ser um sistema independente ou parte de uma
rede de computadores incluindo um servidor e uma ou mais bases de
dados.

[000189] O sistema de analise de biomarcador de predicéo de risco de
eventos CV pode prover funcdes e operagdes para completar a analise
dos dados, tais como a coleta de dados, processamento, analise,
relatérios e/ou diagnostico. Por exemplo, em uma modalidade, o
sistema de computador pode executar um programa de computador que
pode receber, armazenar, pesquisar, analisar, € comunicar essa
informacao com relacdo aos biomarcadores de predi¢cao de risco de
evento CV. O programa de computador pode compreender varios
modulos de execucdo de varias fungdes ou operagdes, tais como um
modulo de processamento para o processamento de dados em bruto e
a geracao de dados adicionais e um modulo de analise para analisar os
dados em bruto e os dados suplementares para gerar um estado de
predicao de risco de evento CV e/ou diagndstico ou calculo de risco.
Calculo do estado de risco para um evento CV pode compreender,
opcionalmente, a geracdo ou coleta de qualquer outra informacéo,
incluindo informacgao biomédica adicional, em relagcdo a condi¢cao do
individuo relativo a doencga, condigdo ou evento, identificar se testes
adicionais podem ser desejaveis, ou de outro modo avaliar o estado de
saude do individuo.

[000190] Algumas modalidades aqui descritas podem ser

implementadas de forma a incluir um produto de programa de
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computador. Um produto de programa de computador pode incluir um
meio de leitura por computador com codigo de programa de leitura por
computador incorporado no meio para fazer com que um programa de
aplicacao seja executado em um computador com uma base de dados.
[000191] Como aqui usado, um "produto de programa de computador”
se refere a um conjunto organizado de instrucbes em forma de
declaracbes de linguagem natural ou de programacdo que estao
contidos em um suporte fisico de qualquer natureza (por exemplo, por
escrito, eletrénico, magnético, optico ou de outra forma) e que pode ser
usado com um computador ou outro sistema de processamento de
dados automatizado. Tais declaragdes de linguagem de programacgao,
quando executadas por um sistema de computador ou processamento
de dados, fazem com que o sistema de computador ou de
processamento de dados aja de acordo com o conteudo especifico das
declaragbes. Produtos de programa de computador incluem, sem
limitagdo: programas em codigo fonte e cddigo de objeto e/ou teste ou
bibliotecas de dados incorporadas em um meio de leitura por
computador. Além disso, o produto de programa de computador que
permite que um dispositivo de sistema de computador ou dados de
equipamentos de processamento aja de maneira pré-selecionada pode
ser provido em uma série de formas, incluindo, mas nao se limitando ao
cédigo de fonte original, do cdédigo de montagem, o codigo de objeto,
linguagem da maquina, versodes criptografadas ou compactadas do que
vem a seguir e todos e quaisquer equivalentes.

[000192] Em um aspecto, um produto de programa de computador é
provido para a avaliacdo do risco de um evento CV. O produto de
programa de computador inclui um meio legivel por computador
incorporando codigo de programa executavel por um processador de
um dispositivo ou sistema de computacdo, o codigo de programa

compreendendo: codigo que recupera dados atribuidos a uma amostra
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biolégica de um individuo, em que os dados compreendem niveis de
biomarcadores que correspondem a cada um dos biomarcadores na
Tabela 3; e cédigo que executa um método de classificagdo que indica
uma situacao de risco de eventos CV do individuo como uma fungéo
dos valores dos biomarcadores.

[000193] Em outro aspecto ainda, um produto de programa de
computador é proporcionado para indicar uma probabilidade de risco de
um evento CV. O produto de programa de computador inclui um meio
legivel por computador incorporando cédigo de programa executavel
por um processador de um dispositivo ou sistema de computagéao, o
cédigo de programa compreendendo: codigo que recupera dados
atribuidos a uma amostra biolégica de um individuo, em que os dados
compreendem um valor de biomarcador correspondente a um
biomarcador na amostra biolégica selecionada dos biomarcadores
providas no quadro 3; e cddigo que executa um método de classificacéo
que indica um estado de risco de eventos CV do individuo como uma
funcao do valor do biomarcador.

[000194] Embora varias modalidades tenham sido descritas como
meétodos ou aparelhos, deve ser entendido que modalidades podem ser
implementadas por meio de cddigo acoplado com um computador, por
exemplo, o cddigo residente em um computador ou acessivel pelo
computador. Por exemplo, software e bancos de dados podem ser
utilizados para implementar muitos dos métodos discutidos acima.
Portanto, além das modalidades realizadas por hardware, € também
notado que estas modalidades podem ser realizadas através da
utilizagdo de um artigo de fabricagdo composto por um meio utilizavel
por computador tendo um cédigo de programa legivel por computador
incorporado N0 mesmo, 0 que causa a capacitacdo das funcdes
descritas aqui. Portanto, deseja-se que modalidades também sejam

consideradas protegidas por esta patente no seus meios de codigo de
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programa também. Além disso, as modalidades podem ser
incorporados como codigo armazenada em uma memoria legivel por
computador de virtualmente qualquer tipo, incluindo, sem limitagao, a
RAM, ROM, meios magnéticos, meios Opticos, ou meios
magneto-opticos. Mais geralmente, as modalidades podem ser
implementadas em software, ou em hardware, ou qualquer combinacéo
dos mesmos incluindo, mas nao limitado a, software executado num
processador de uso geral, de microcodigo, matrizes Ildgicos
programaveis (PLAs), ou circuitos integrados de aplicagdo especifica
(ASIC).

[000195] Prevé-se também que modalidades podem ser realizadas
como sinais de computador incorporados em uma onda portadora,
assim como sinais (por exemplo, elétricos e Opticos) propagados
através de um meio de transmissdo. Assim, os varios tipos de
informacgao discutidos acima podem ser formatados em uma estrutura,
tal como uma estrutura de dados, e transmitidos como um sinal elétrico
através de um meio de transmissdo ou armazenados em um meio
legivel por computador.

[000196] Note-se também que muitas das estruturas, materiais, atos
aqui descritos podem ser descritos como meios para realizar uma
funcdo ou uma etapa para a realizacdo de uma funcio. Portanto, deve
ser entendido que tal linguagem tem direito de cobrir todas essas
estruturas, materiais, ou atos divulgados nesta especificacéo e os seus
equivalentes, incluindo a matéria incorporada por referéncia.

[000197] O processo de identificacdo de biomarcadores, a utilizacéo
dos biomarcadores aqui descritos, bem como os varios métodos para
determinar valores de biomarcadores sao descritos em detalhe acima
com respeito a avaliagdo do risco de um evento CV. No entanto, a
aplicacdo do processo, 0 uso de marcadores identificados, e os

métodos para a determinagdo dos valores dos biomarcadores sao
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inteiramente aplicaveis para outros tipos especificos de condigdes
cardiovasculares, para qualquer outra doencga ou condicdo médica, ou
para a identificacado de individuos que podem ou nao se beneficiar de
um tratamento médico auxiliar.

OUTROS METODOS

[000198] Em algumas modalidades, os biomarcadores e os métodos

descritos aqui sdo usados para determinar um prémio de seguro médico
ou deciséo de cobertura e/ou um prémio de seguro de vida ou decisao
de cobertura. Em algumas modalidades, os resultados obtidos pelos
métodos aqui descritos sao utilizados para determinar um prémio de
seguro médico e/ou um prémio de seguro de vida. Em alguns desses
exemplos, uma organizagao que proporciona seguro medico ou seguro
de vida pede ou, de outra maneira, obtém informacdes sobre o risco de
um evento CV em um individuo e usa essa informagao para determinar
um prémio apropriado de seguro meédico ou seguro de vida para o
individuo. Em algumas modalidades, o teste € solicitada por, e paga por,
a organizacao que proporciona seguro medico ou seguro de vida. Em
algumas modalidades, o teste € utilizado com o comprador em potencial
de uma pratica ou sistema de saude ou empresa para predizer riscos no
futuro ou custos se a aquisigao for adiante.

[000199] Em algumas modalidades, os biomarcadores e os métodos
aqui descritos sao utilizados para predizer e/ou gerenciar a utilizagao de
recursos medicos. Em algumas de tais modalidades, os métodos néo
sao realizados para o proposito de tal predicdo, mas a informagao
obtida do método é utilizada em uma tal predigao e/ou gerenciamento
da utilizacdo de recursos médicos. Por exemplo, uma instalagédo de
testes ou hospital pode montar informagdes dos métodos atuais para
muitos individuos, a fim de prever e/ou gerenciar a utilizagcdo de
recursos médicos em uma instalagdo em particular ou em uma area

geografica em particular.
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EXEMPLOS

[000200] Os seguintes exemplos sao providos apenas para fins
ilustrativos e ndo se destinam a limitar o ambito do pedido, tal como
definido pelas reivindicacdes anexas. Técnicas de biologia molecular de
rotina descritas nos seguintes exemplos podem ser realizadas como
descrito nos manuais de laboratério padrao, tais como Sambrook et al.,
Clonagem molecular: A Laboratory Manual, 3rd. ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. 2001). (2001).

EXEMPLO 1: DETECCAO DE BIOMARCADORES
EXEMPLIFICATIVOS USANDO APTAMEROS

[000201] Um método exemplificativo de detecgdo de um ou mais

biomarcadores em uma amostra é descrito, por exemplo, em Kraemer
et al., PLoS One 6 (10): e26332, e é descrito abaixo. Trés métodos
diferentes de quantificacéo: hibridizacdo baseada em micromatriz, um
método baseado em microesfera Luminex, e qPCR, sao descritos.
REAGENTES

[000202] HEPES, NaCl, KCI, EDTA, EGTA, MgCl> e Tween-20 podem

ser adquiridos, por exemplo, na Fisher Biosciences. O sal de sddio de

sulfato de dextrano (DxS0O4), nominalmente 8000 de peso molecular,
pode ser adquirido, por exemplo, na AIC e é dialisado contra agua
desionizada durante pelo menos 20 horas com uma troca. KOD EX DNA
polimerase pode ser adquirida, por exemplo, na VWR. O cloreto de
tetrametilaménio e o CAPSO podem ser adquiridos, por exemplo, na
Sigma-Aldrich e a estreptavidina-ficoeritrina (SAPE) pode ser adquirida,
e. ag. na Moss Inc. O cloridrato de
4-(2-aminoetil)-benzenossulfonilfluoreto (AEBSF) pode ser adquirido,
por exemplo, na Gold Biotechnology. Placas de 96 pocgos revestidas
com estreptavidina podem ser adquiridas, por exemplo, na Thermo
Scientific. (Pierce Streptavidin Coated Plates HBC, claras, de 96 pogos,
numero de produto 15500 ou 15501)NHS-PEOA4-biotina pode ser
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adquirida, por exemplo, na Thermo Scientific (EZ-Link
NHS-PEO4-Biotin, numero de produto 21329), dissolvida em DMSO
anidro e pode ser armazenada congelada em aliquotas de uso unico.
IL-8, MIP-4, Lipocalina-2, RANTES, MMP-7 e MMP-9 podem ser
adquiridos, por exemplo, na R&D Systems. Resistina e MCP-1 podem
ser adquiridos, por exemplo, na PeproTech, e tPA pode ser adquirido,
por exemplo, na VWR.

ACIDOS NUCLEICOS

[000203] Oligodeoxinucleotideos convencionais (inclusive

substituidos por aminas e biotina) podem ser adquiridos, por exemplo,
na Integrated DNA Technologies (IDT). O bloco Z é um
oligodeoxinucleotideo de cadeia unica de sequéncia 5'- (AC-BnBn)
7-AC-3', em que Bn indica um residuo de deoxiuridina substituida por
benzil. O bloco Z pode ser sintetizado utilizando quimica de
fosforamidita convencional. Os reagentes de captura de aptédmero
também podem ser sintetizados por quimica convencional de
fosforamidita e podem ser purificados, por exemplo, em uma coluna
PRP-3 de 21,5 x 75 mm, operando a 80°C em um sistema Waters
Autopurification 2767 (ou sistema semiautomatizado da série Waters
600) por exemplo, usando um aquecedor TL-600 ou TL-150 de madeira
timberline e um gradiente de bicarbonato de trietilamonio (TEAB)/ACN
para eluir o produto. A detecgao € realizada a 260 nm e as fragcdes sao
recolhidas através do pico principal antes do agrupamento das fragdes
melhores.

TAMPOES

[000204] O tampéao SB18 consiste em 40 mM de HEPES, 101 mM de
NaCl, 5 mM de KCI, 5 mM de MgCI2 e 0,05% (v/v) de Tween 20 ajustado
a pH 7,5 com NaOH. O tampao SB17 é SB18 suplementado com 1 mM
de EDTA trissédico. O tampao PB1 consiste em 10 mM de HEPES, 101
mM de NaCl, 5 mM de KCI, 5 mM de MgCI2, 1 mM de EDTA trissddico e
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0,05% (v/v) de Tween-20 ajustado a pH 7,5 com NaOH. O tampéo de
eluicdo de CAPSO consiste em 100 mM de CAPSO pH 10,0 e 1 M de
NaCl. O tampao de neutralizacdo contém HEPES 500 mM, HCI a 500
mM e 0,05% (v/v) de Tween-20. O tampéo de hibridizagdo Agilent € uma
formulacdo proprietaria que é proporcionada como parte de um kit
(Oligo aCGHY/ Kit de hibridacdo chip-on-chip). O tampao de lavagem
Agilent 1 é uma formulagcdo proprietaria (Oligo aCGH/Tampéao de
lavagem ChlP-on-chip 1, Agilent). O tampao de lavagem Agilent 2 é
uma formulagdo proprietaria (Oligo aCGH/Tampao de lavagem
ChlIP-on-chip 2, Agilent). A solugédo de hibridacdo TMAC consiste em
cloreto de tetrametilaménio 4,5 M, EDTA trissodico 6 mM, Tris-HCI 75
mM (pH 8,0) e Sarkosyl a 0,15% (v/v). O tampao KOD (concentrado 10
vezes) consiste em Tris-HCI 1200 mM, MgS04 15 mM, KCI 100 mM,
(NH4) 2504 60 mM, Triton-X 100 a 1% v/v e BSA a 1 mg/mL.
PREPARACAO DA AMOSTRA

[000205] Soro (armazenado ao -80° C em aliquotas de 100 ul) é

descongelado em um banho de agua ao 25° C durante 10 minutos, e

depois armazenado em gelo antes da diluigao da amostra. As amostras
sao misturadas por agitacdo em vortex suave por 8 segundos.
Prepara-se uma solugéo de amostra de soro a 6% por diluigdo em 0,94
x SB17 suplementado com MgCI2 0,6 mM, EGTA trissédico 1 mM,
AEBSF a 0,8 mM e 2 uM de bloco Z. Uma porg¢ao da solugdo de carga
de soro de 6% ¢ diluida 10 vezes em SB17 para criar uma carga de soro
0,6%. Cargas de 6% e 0,6% sao utilizadas, em algumas modalidades,
para detectar analitos de alta e baixa abundancia, respectivamente.
REAGENTE DE CAPTURA (APTAMERO) E PREPARACAO DE
PLACA ESTREPTAVIDINA

[000206] Os aptédmeros sdo agrupados em 2 misturas de acordo com

a abundancia relativa aos seus analitos cognatos (ou biomarcadores).

As concentragcbes de carga sdao de 4 nM para cada aptamero, e a
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concentragao final de cada aptamero é de 0,5 nM. Misturas de carga de
aptamero sao diluidas 4 vezes em tampao SB17, aquecidas ao 95° C
por 5 minutos e resfriado até 37° C durante um periodo de 15 minutos
antes da utilizac&o. Este ciclo de desnaturacéo-renaturagao € destinado
a normalizar distribuicbes de confébrmeros de aptdmeros e, assim,
garantir a atividade reprodutivel de aptamero, apesar de historias
variaveis. Placas de estreptavidina sdo lavadas duas vezes com tampao
de PB1 de150 ul antes da utilizacio.

EQUILIBRIO E CAPTURA DE PLACA

[000207] Misturas de aptamero resfriadas a quente 2x (55 ul) séo

combinadas com um volume igual de dilui¢des de soro de 6% ou 0,6%,
produzindo misturas de equilibrio contendo 3% e 0,3% de soro. As
placas sao vedadas com uma tampa de vedacéao de silicone (tampa de
vedacgéao de silicone Axymat, VWR) e incubadas durante 1,5 h a 37 ° C.
Misturas de equilibrio sdo entao transferidas para os pogcos de uma
placa lavada de 96 pocos de estreptavidina e incubadas adicionalmente
em um termomisturador Eppendorf fixado em 37 ° C, com agitagao a
800 rpm, por duas horas.

ENSAIO MANUAL

[000208] A menos que especificado de outro modo, o liquido é

removido por operagdes de imersao, seguido por duas pungdes sobre
toalhas de papel em camadas. Os volumes de lavagem sédo de 150 uL e
todas as incubagdes de agitacdo sao feitas em um termomisturador
Eppendorf fixado em 25 ° C, 800 rpm. Misturas de equilibrio s&o
removidas por pipetagem, e as placas sao lavadas duas vezes por 1
minuto com tampao PB1 suplementado com sulfato de dextrano a 1 mM
e 500 uM de biotina, depois 4 vezes durante 15 segundos com tampéo
PB1. Uma solugao feita recentemente de 1 mM NHS-PEO4-biotina em
tampao PB1 (150 ul/poco) é adicionada, e as placas sido incubadas por

5 minutos com agitagdo. A solugdo de NHS-biotina é removida, e as
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placas lavadas 3 vezes com tampé&o PB1 suplementado com glicina 20
mM, e 3 vezes com tampao PB1. Oitenta e cinco ul de tampao PB1
suplementado com 1 mM de DxSO4 ¢é entio adicionado a cada pog¢o, e
as placas sao irradiadas sob uma l|ampada de UV BlackRay
(comprimento de onda nominal de 365 nm) a uma distancia de 5 cm por
20 minutos com agitagdo. As amostras sao transferidas para uma placa
nova, lavada e revestida com estreptavidina, ou um poc¢o nao utilizado
da placa lavada de estreptavidina existente, combinando misturas de
alta e baixa diluicdo da amostra para um unico poco. As amostras sio
incubadas a temperatura ambiente com agitacdo por 10 minutos. O
material ndo adsorvido € removido e as placas lavadas 8 vezes por 15
segundos cada com tampao PB1 suplementado com 30% de glicerol.
As placas sao entéo lavadas uma vez com tampao PB1. Os aptameros
sao eluidos por 5 minutos a temperatura ambiente com 100 uyL de
tampéao de eluicdo de CAPSO. 90 uL do eluato sao transferidos para
uma placa HybAid de 96 pogos e 10 uL de tampao de neutralizagéo séo
adicionados.

ENSAIO SEMIAUTOMATIZADO

[000209] Placas de estreptavidina carregando misturas de equilibrio

adsorvidas sédo colocadas na parte traseira de um lavador de placas
Biotek EL406, que é programado para executar as seguintes etapas: o
material ndo adsorvido € removido por aspiragdo, € 0S pogos Sao
lavados 4 vezes com 300 uL de tampao PB1 suplementado com 1 mM
de sulfato de dextrano e 500 pL de biotina. Os pocos sdo, entdo,
lavados 3 vezes com 300 uL de tampao PB1. Cento e cinquenta uL de
uma solucéo preparada fresca (a partir de um estoque de 100 mM em
DMSO) de 1 mM de NHS-PEO4-biotina em tamp&o PB1 sé&o
adicionados. As placas sao incubadas durante 5 minutos com agitagao.
O liquido é aspirado, e os pocos sao lavados 8 vezes com 300 uL de

tampéo PB1 suplementado com 10 mM de glicina. Cem pL de tampao
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PB1 suplementado com 1 mM de sulfato de dextrano sao adicionados.
Apos estas etapas automatizadas, as placas sdo removidas do lavador
de placas e colocadas em um termoagitador montado sob uma fonte de
luz UV (BlackRay, comprimento de onda nominal de 365 nm) a uma
distancia de 5 cm por 20 minutos. O termoagitador é ajustado a 800 rpm
e 25° C. Apds 20 minutos de irradiagcao, as amostras sao transferidas
manualmente para uma placa de estreptavidina nova e lavada (ou para
um pogo nao utilizado da placa lavada existente). Misturas de reacao de
alta abundancia (3% de soro+3% de mistura de aptamero) e de baixa
abundancia (0,3% de soro+ 0,3% de mistura de aptadmero) sao
combinadas em um unico poco, neste ponto. Esta placa de "captura-2"
é colocada sobre a plataforma de lavagem de placas Biotek EL406, que
€ programada para executar as seguintes etapas: a placa € incubada
durante 10 minutos com agitagao. O liquido é aspirado, e 0s pogos sao
lavados 21 vezes com 300 pL de tamp&o PB1 suplementado com 30%
de glicerol. Os pogos séo lavados 5 vezes com 300 uL de tampéo PB1,
e a lavagem final é aspirada. Cem pL de tampéao de eluigdo CAPSO séao
adicionados, e aptameros séo eluidos durante 5 minutos com agitagao.
Apos estas etapas automatizadas, a placa € entdo removida da parte
traseira do lavador de placas, e aliquotas de 90 puL das amostras séo
transferidas manualmente para os pog¢os de uma placa de 96 pocos
HybAid que contém 10 uL de tampé&o de neutralizacio.

HIBRIDACAO PARA CUSTOMIZAR MICROMATRIZES DE AGILENT
8x15K

[000210] 24 uL do eluato neutralizado séo transferidos para uma nova

placa de 96 pogos e 6 uL de Agilent Block 10x (Kit de hibridizag&o Oligo
aCGH/ChIP-on-chip, grande volume, Agilent 5188-5380), que contém
um conjunto de controles de hibridagdo compostos por aptameros de 10
Cy3 sao adicionados a cada poco. Trinta yL de tampao de hibridizagao

2x Agilent sdo adicionados a cada amostra e misturados. Quarenta pL
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da solucido de hibridagcao resultante sdo pipetados manualmente em
cada "pogo" da lamina de gaxeta de hibridizagado (placa de gaxeta de
hibridizacdo, 8 micromatrizes por formato de Iamina, Agilent). LaAminas
de micromatriz da Agilent sob encomenda, tendo 10 sondas por matriz
complementares a 40 nucleotideos de regiao aleatoéria de cada
aptamero com um ligante de 20 x dT, sao colocadas nas laminas de
gaxeta de acordo com o protocolo dos fabricantes. O conjunto (kit de
camara de hibridizagdo - ativado por SureHyb, Agilent) é apertado e
incubado durante 19 horas a 60° C durante a rotacdo a 20 rpm.
LAVAGEM POS-HIBRIDIZACAO

[000211] Aproximadamente 400 mL de tampao de lavagem Agilent 1

sao colocados em cada uma de dois pratos de coloragdo de vidro
separados. As laminas (ndo mais do que duas por vez) sao
desmontadas e separadas enquanto estdo submersas no tampao de
lavagem 1 e, em seguida transferidas para um porta-laminas, em um
segundo prato de coloragéo contendo também o tampéao de lavagem 1.
As laminas sao incubadas durante um periodo adicional de 5 minutos no
tampé&o de lavagem 1 com agitag&o. As laminas sdo transferidas para o
tampao de lavagem 2 pré-equilibrado a 37° C e incubadas durante 5
minutos com agitacdo. As laminas sao transferidas para um quarto prato
de coloracao contendo acetonitrilo, e incubadas durante 5 minutos com
agitacgao.

IMAGIOLOGIA DE MICROMATRIZ

[000212] Laminas de micromatrizes tém a imagem formada com um

sistema de scanner Microarray Agilent G2565CA, usando o canal Cy3
em resolugdo 5 mm no ajuste PMT 100%, e a opgao DRX habilitado em
0,05. As imagens TIFF resultantes sdo processadas usando extracéo
de caracteristicasde Agilent de software versdo 10. 5. 1. 1 com o
protocolo GE1_105 Dec08.

PROJETO DE SONDA LUMINEX
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[000213] As sondas imobilizadas para as microesferas tém 40
desoxinucleotideos complementares a extremidade 3' da regido
aleatoria de 40 nucledtidos do aptamero alvo. A regido complementar de
aptamero é acoplada a microesferas Luminex através de um ligante de
hexaetilenoglicol (HEG) que suporta um terminal amino 5"
Desoxioligonucleotideos de detecgao biotinilada compreendem 17-21
desoxinucleotideos complementares a regido do iniciador 5'de
aptameros alvo. Uunidades de biotina sao acrescentadas as
extremidades 3' dos oligos de detecgao.

ACOPLAMENTO DE SONDAS PARA MICROESFERAS LUMINEX

[000214] As sondas séo acopladas a Microesferas Luminex Microplex

essencialmente de acordo com as instrugdes do fabricante, mas com as
seguintes  modificagées:  Quantidades de  oligonucleotideos
amino-terminais sdo microesferas de 0,08 nmol por 2,5 x 10° e a
segunda adi¢ao de EDC é 5 yL a 10 mg/mL. Reagdes de acoplamento
sdo realizadas em um conjunto de termoagitador Eppendorf a 25° C e
600 rpm.

HIBRIDACAO DE MICROESFERA

[000215] Solucbes carga de microesfera (cerca de 40000

microesferas/ pL) sdo agitadas e sonicadas em um limpador
ultrassdnico da Health Sonics (Modelo: T1. 9C) durante 60 segundos
para suspender as microsferas. Microesferas suspensas sao diluidas
para 2000 microsferas por reagcdo em 1,5 x solugcdes de hibridacéo
TMAC e misturadas por agitacido em vortex e sonicacéo. Trinta e trés pL
por reacao da mistura de microesferas sao transferidos para uma placa
de 96 pocos Hybaid. Sete yL de 15 nM de carga de oligonucleotideo
biotinilada de detecgdo em um tampé&o 1x TE s&o adicionados a cada
reacao e misturados. Dez yL de amostra de ensaio neutralizada sao
adicionados e a placa € vedada com uma tampa de vedacao de silicone.

A placa é incubada primeiro a 96° C durante 5 minutos e incubada a 50°
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C sem agitacdo durante a noite em um forno de hibridagcéo
convencional. Uma placa de filtro (Durapore, Millipore numero de parte
MSBVN1250, 1,2 ym de tamanho de poro) é pré-umedecida com uma
solucao de hibridizacdo de 75 pL 1 x TMAC, suplementada com 0,5%
(w/v) de BSA. O volume da amostra inteira a partir da reacéo de
hibridizacao é transferido para a placa de filtro. A placa de hibridizagao é
lavada com uma solug¢do de hibridagado de 75 uL 1x TMAC contendo
0,5% de BSA e qualquer material remanescente é transferido para a
placa de filtro. As amostras sao filtradas sob vacuo lento, com 150 pL de
tampdo evacuado durante cerca de 8 segundos. A placa de filtro é
lavada uma vez com a solugao de hibridizagdo com 75 uL de 1x TMAC
contendo 0,5% de BSA e as microesferas na placa de filtro sao
ressuspensas em uma solucao de hibridizacdo com 75 uL de 1x TMAC
contendo 0,5% de BSA placa de filtro € protegida da luz e incubada em
um misturador térmico R da Eppendorf durante 5 minutos a 1000 rpm. A
placa de filtro €, em seguida, lavada uma vez com uma solugéo de
hibridizagdo com 75 uL de 1x TMAC contendo 0,5% de BSA. 75 uL de
10 pg/mL de ficoeritrina estreptavidina (SAPE-100, Moss, Inc.) em uma
solugdo de hibridacdo 1x TMAC sao adicionados a cada reacao e
incubados no misturador térmico R Eppendorf a 25° C a 1000 rpm
durante 60 minutos. A placa de filtro é lavada duas vezes com a solug¢ao
de hibridizagdo com 75 pyL de 1x TMAC contendo 0,5% de BSA e as
microesferas na placa de filtro sdo ressuspensas em uma solugao de
hibridizagdo com 75 pL de 1x TMAC contendo 0,5% de BSA. A placa de
filtro € entdo incubada protegida da luz em um misturador térmico R da
Eppendorf durante 5 minutos a 1000 rpm. A placa de filtro €, em seguida,
lavada uma vez com uma solugdo de hibridizagdo com 75 pL de 1x
TMAC contendo 0,5% de BSA. As microesferas sao ressuspensas em
uma solugéo de hibridizagdo com 75 pL de 1x TMAC contendo 0,5% de

BSA, e analisadas em um instrumento Luminex 100 executando o
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software Xponent 3. 0. Pelo menos 100 microesferas sao contadas por
tipo de microesfera, sob calibragcédo alta PMT e um cenario discriminador
de par de 7. 500-18. 000.

LEITURA DE QPCR

[000216] As curvas padrdo para qPCR sdo preparadas em &agua

variando de 108 a 102 copias com diluicbes de 10 vezes e um controle
sem modelo. As amostras do ensaio neutralizadas s&do diluidas 40
vezes em diH20. A mistura principal qPCR ¢é preparada a uma
concentragao final 2x (tamp&o de KOD 2x, mistura de 400 uM de dNTP,
mistura para frente e reversa de 400 nM de iniciadores, 2x SYBR Green
| e 0,5 U de KOD EX). Dez yL de 2x qPCR da mistura principal s&o
adicionados a 10 yL de amostra de ensaio diluida. gqPCR é executado
em um BioRad MylQ iCycler com 2 minutos a 96° C, seguidos de 40
ciclos de 96° C durante 5 segundos e 72° C durante 30 segundos.
EXEMPLO 2. METODOS

PROJETO DE ESTUDO E COLETA DE AMOSTRAS

[000217] Amostras de plasma arquivadas de pacientes com doencga

coronariana estavel foram obtidas a partir de dois estudos bem
conhecidos, de coorte independentes. As caracteristicas da populacao
do estudo sdo mostradas na Tabela 1. Realizamos a descoberta de
biomarcadores de proteina e treinamento do modelo em 938 amostras
de plasma a partir do estudo Heart and Soul, com a subsequente
acompanhamento de 10 anos. Ver, por exemplo, Shlipak et al., Am J
Med. 2008; 121: 50-57; Whooley et al., JAMA. 2008; 300: 2379-2388.
Validamos o modelo em 971 amostras de HUNT3, um estudo
prospectivo de coorte noruegués com acompanhamento de 5 anos. Ver
Krokstad et al., Int J Epidemiol. 2013;42: 968-977. Foram utilizados os
critérios de inclusdo e exclusdo de Heart and Soul na selecdo de todos
os participantes com doenga coronariana estavel do coorte HUNT3

maior para esta analise. A descoberta das amostras de plasma foi
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representante de um estudo prospectivo académico bem controlado: Os
individuos foram mantidos em jejum, as amostras coletadas na mesma
hora do dia e centrifugadas e congeladas a -80° C no decurso de uma
hora apos a coleta. Em contraste, a coleta de amostras no conjunto de
validagcao HUNTS3 foi representativa das condicbes mais provaveis do
"mundo real"; os individuos ndo estavam em jejum, foram vistos em
horas variadas do dia, e o plasma né&o foi separado a partir de células
até 24 horas enquanto que as amostras permaneceram em 4°C. Avaliar
o desempenho do modelo dessa maneira nos permite verificar a
robustez do modelo de fatores associados a coleta pratica de amostras
clinicas, uma consideracdo importante para validagcdo de
biomarcadores. Ver McShane et al., Nature. 2013;502: 317-320. Ambos
os estudos foram aprovados pelos conselhos de revisao institucionais
relevantes.

TABELA 1: Caracteristicas da populagao de estudo

Descoberta (Heart and Soul) Validagao (HUNT3)

Coorte aninhado de 1017
pacientes do estudo
prospectivo de coorte
noruegués em 50. 807
participantes

Estudo de coorte baseado em
Origem da UCSF prospectivo em 12

amostra ambulatérios na area da Baia
de San Francisco

Todos os individuos tinham
doenca coronariana estavel,
selecionados por critérios
idénticos para coorte Heart
and Soul, exceto que dados do
exercicio ndo estavam

Diagndsticos de doencas
cardiacas coronarias estaveis
Critério de por MI prévia, estenose de >

entrada 50% na angiografia, esquemia
induzida por exercicio,
revascularizagao previa

disponiveis.
Datas de coleta: 2000-2002 Datas de coleta: 2006-2008
Jejum Sem Jejum
Tempo fixo do dia Tempo aleatorio do dia
Processamento
Plasma EDTA Plasma EDTA

das amostras
Tempo para a separagdo das | Tempo para separagdo de

células, tipicamente <1 h  |células até 24 horas, a amostra
Armazenamento a -80°C mantida a 4°C
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Descoberta (Heart and Soul) Validagao (HUNT3)
Armazenamento a -80°C
Ponto final evento compdsito
definido como o primeiro de:
morte por qualquer causa;
hospitalizagao por infarto do
miocardio; acidente vascular
cerebral ou ataque isquémico
transitorio; hospitalizagao por | Definigdes de eventos séo as
Evento e sinais e sintomas de mesmas para a descoberta,
adjudicacgao de insuficiéncia cardiaca. Cada adjudicadas de revisao de
evento evento foi julgado por 2 prontudrios por um
revisores independentes e cardiologista experiente
cegos. Em caso de desacordo,
os juizes conferiram,
reconsideraram sua
classificacao, e, se necessario,
solicitaram a consulta de um
terceiro juiz cego.
Data do ultimo Data do ultimo
Tempo de acompanhamento: 11,09 anos | acompanhamento: 5,57 anos
acompanhamento| Tempo de acompanhamento | Tempo de acompanhamento
mediano: (IQR)7,9 (5,5) anos | mediano: (IQR)4,3 (1,0) anos
Técnicos de laboratério cegos | Técnicos de laboratério cegos
para as caracteristicas clinicas |para as caracteristicas clinicas
Interrupgao e resultados. Adjudicacao de | e resultados. Adjudicagao de
resultados cegos para resultados cegos para
resultados protedmicos. resultados protedmicos.
Nenhum biomarcadores
) - Biomarcadores identificados, |identificados, nenhum modelos
Aplicagao do . .
modelo modelos trellnados, modelos trelr?ados, apenas modelos
aplicados treinados Heart and Soul
aplicados

ENSAIO PROTEOMICO SOMAscan

[000218]

Os reagentes de afinidade individuais utilizados no ensaio de

proteina sdo aptameros de DNA modificado de taxa de desaceleracéo
lenta (SOMAmers) com uma afinidade muito elevada para os seus alvos
de proteina. Ver Vaught et al., J Am Chem Soc. 2010; 132: 4141-4151.

Modificagdes quimicas das bases de DNA nos aptameros intensificam

as suas caracteristicas de ligacao. Ver Davies et al., Proc Natl Acad Sci
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USA. 2012;109: 19971-19976. Utilizamos 1130 destes reagentes no
ensaio multiplex SOMAscan™ 8-10. Em resumo, uma amostra de
plasma em cada poco de uma placa de 96 pocgos foi incubada com uma
mistura de SOMAmers que se ligam as suas proteinas alvo. Duas
etapas de imobilizacdo baseadas em microesferas permitem a
eliminagao das proteinas nao especificamente ligadas ou nao ligados e
a eliminacdo de SOMAmers nao ligados. Apenas reagentes ligados a
proteinas alvo sobrevivem ao ensaio, com o numero de cada um
quantitativamente proporcional a concentracdo da proteina na amostra
original. O DNA em cada um dos reagentes € quantificado em uma
matriz de hibridagdo Agilent, e as amostras normalizadas e calibradas
de modo que o grau de fluorescéncia no local na matriz se refere a
concentragdo de uma proteina especifica. As 1054 proteinas que
passaram pelo controle de qualidade média tinham intra-ensaio e
inter-ensaio de coeficiente de variacdo <5%. Ver Gold et al., PLoS One.
2010;5: e15004.

Ensaio e dados SOMAscan

[000219] As amostras de plasma foram analisadas ao longo de um
periodo de 3 semanas de trabalho em 32 percursos de ensaio
separados. As amostras do estudo foram aleatoriamente designadas
para percursos de ensaio juntamente com um conjunto de amostras de
calibracdo e controle. Nenhuma informacgcao de identificacdo estava
disponivel para os técnicos de laboratorio que operam o ensaio.
[000220] A normalizacdo intrapercurso e a calibragao interpercurso
foram realizadas de acordo com os procedimentos de controle de
qualidade (QC) de dados de ensaio SOMAscan Versao 3, conforme
definido no sistema de qualidade de boas praticas de laboratério (GLP)
Somalogic. A calibragdo interpercurso é projetada para remover
"efeitos de mistura" entre os percursos sucessivos do ensaio, enquanto

a normalizagao intra-percurso remove alteracbes em massa em
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concentragao de proteina (e, portanto, a intensidade do sinal) entre
amostras dentro de cada prazo.

[000221] Resumidamente, a calibragdo interpercurso dimensiona o
nivel de sinal para cada proteina de modo que esse nivel observado no
padrdo de calibracdo de execucdo corresponda ao nivel esperado
representado pela referéncia de calibracdo externa. As tolerancias QC
sao definidas em termos da magnitude do dimensionamento
multiplicativo necessario para igualar o nivel de sinal médio sobre os
padrées de calibracdo de réplica para os niveis de sinal gerado por
referéncia externa.

[000222] Os controles de normalizacdo intrapercurso para
predisposicdes de intensidade de sinal "em massa" que podem resultar
tanto da eficiéncia de hibridacao diferencial ou da diluicdo da amostra
diferencial (ou outros artefatos de protocolo de coleta) que alteram a
concentragcdo de proteina total da amostra. O primeiro efeito é
capturado por um conjunto de controles utilizados para monitorar a
reacao de hibridacdo para cada amostra e a segunda usa a meédia da
razao de niveis de sinal médio de cada amostra para o nivel de sinal
meédio sobre todas as amostras dentro do percurso. Nao € incomum que
as diferencas no protocolo de coleta de amostra gerem um uma
predisposicdo de intensidade sistematica nos niveis de sinal para um
grande numero de proteinas. A Figura 1 mostra diagramas de caixa dos
fatores de escala multiplicativos nas duas coortes quando as proteinas
1130 sdo agrupadas por diluicdo da amostra. Proteinas medidas nas
diluigbes de amostras de 40% e 1% tinham sistematicamente maiores
(menores) niveis de sinal no conjunto de validagdo (descoberta),
resultando em fatores de escala de normalizagdo correspondentes
menores (maiores) que um. Apds o procedimento de normalizagéo, o
nivel de sinal médio para as proteinas em cada uma das trés dilui¢cdes é

0 mesmo nos conjuntos de descoberta e de validagao.
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[000223] Os niveis de proteina foram apresentados em unidades de
fluorescéncia relativas (RFU) e foram transformados em log antes da
analise subsequente.

Amostras e proteinas excluidas da analise

[000224] As proteinas foram excluidas da analise se a tolerancia
inter-percurso de controle de qualidade de calibragem associada (QC)
fosse excedida em, pelo menos, um dos 32 percursos do ensaio
independente. Isso ocorreu com 76 proteinas; em muitos casos, a
maioria dos percursos estava dentro da tolerancia necessaria, mas para
simplificar optou-se por excluir todas as 76 proteinas na analise de
descoberta de biomarcadores aqui apresentada.

[000225] As amostras foram excluidas da analise de descoberta de
biomarcadores pelos seguintes motivos: 1) ndo cumprimento da
tolerancia de normalizagcdo QC intra-percurso, 2) um numero
anormalmente elevado de casos andmalos, ou 3) evidéncia de hemalise
indicada por niveis extremos de hemoglobina ou de técnicos de ensaio
notando cor de plasma aberrante (vermelha). Valores aberrantes de
proteinas individuais foram definidos como as proteinas com os niveis
do sinal fora da variedade dada pelos desvios absolutos de média + 6
*(MDNA)'! - amostras de pacientes com valores extremos em mais de
5% das proteinas medidas foram excluidas da analise. A Tabela 2
resume o numero de amostras excluidas com base em cada critério.

TABELA 2: Amostras excluidas por critério

QC de normalizagao |Potencial | >5% de Proteina Total
Critérios falharam |[Hemolise| Casos Atipicos
Conjunto de descoberta 18 22 15 55
Conjunto de Validacao 10 27 10 47

1 Deixe ®-1(Z) denotar o inverso da funcdo de distribuicédo
cumulativa normal.Em seguida, para dados distribuidos

normalmente a estimativa robusta MDNA (x) = o*®"1(3/4), de

modo 3 * MDNA ~ 20 e a faixa indicada é + 40 para medicgdes
de Gauss.
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total 28 49 25
METODOS ESTATISTICOS

[000226] O resultado deste estudo foi definido como o primeiro evento

entre morte, infarto do miocardio (Ml), acidente vascular cerebral,
ataque isquémico transitorio (TIA), ou hospitalizagdo por insuficiéncia
cardiaca. Usamos modelos de perigo Cox proporcionais para estimar as
associagdes univariadas entre os niveis de proteina e risco de eventos
cardiovasculares, como se segue.

Selegao de proteinas previsoras de risco cardiovascular

[000227] Modelos de perigo proporcional de Cox unica variavel foram
utilizados para identificar um conjunto de proteinas individualmente
associadas com risco aumentado de eventos cardiovasculares
secundarios. Em um nivel de significancia corrigido de 5% Bonferroni,
exatamente 200 proteinas foram associadas com risco aumentado de
resultados cardiovasculares. Os graficos de "vulcdo" na Figura 2
mostram o logaritmo negativo do valor de p da estatistica de Wald como
uma funcdo da razdo de risco, quer por desvio padrdo de unidades
relativas de fluorescéncia (RFU) (em cima) ou entre os niveis extremos
do indicador categorico de filiagdo de quartil RFU (parte inferior). Neste
ultimo caso, a taxa de risco relatada da o aumento de perigo
experimentado por um individuo no quartil de maior risco (4) em
comparagédo com um individuo no quartil de menor risco (1°).

[000228] Algumas destas 200 proteinas sdo associadas com
tamanhos de efeito relativamente pequenos, mas as 117 indicadas na
Tabela 14 tém taxas de risco fora do intervalo [0,75-1,25]. Examinando
a estrutura de correlagao correspondente (dados ndo mostrados) entre
estas 200 proteinas revela varios conjuntos de proteinas com
correlacdes de pares semelhantes. Uma discuss&o abrangente sobre a
funcao bioldgica destes aglomerados de proteina esta além do escopo
deste manuscrito e sera discutida em outro lugar.

[000229] O LASSO (Tibshirani, Stat Med 1997; 16:385-95) foi utilizado

Peticéo 870230075372, de 25/08/2023, pag. 105/250



99/146

como um processo de triagem variavel para identificar um subconjunto
de proteinas associadas conjuntamente com o aumento do risco
cardiovascular. Validagado cruzada generalizada usando coxnet (Simon
et ai., Journal of Statistical Software 2011; 39: 1-13) no pacote R gimnet
(Friedman et ai., Journal of Statistical Software 2010; 33: 1-22) foi usado
para definir o parametro de regularizacdo LASSO. Usamos a heuristica
"um erro padrdo" (Hastie et al., Elements of Statistical LeRNAing,
Second ed.. 2 ed: Springer; 2009) para estabelecer o nivel de
regularizagédo. Perturbacdo a etapa de validagédo cruzada foi utilizada
como uma simples verificacdo da "estabilidade" do conjunto resultante
de proteinas selecionadas. Esta analise nos deu a confianca de que as
proteinas incluidas em CVD9 sdo "estaveis" na medida em que seria
selecionada a maioria do tempo que o procedimento "LASSO seguido
por eliminagdo contraria" foi aplicado. Para gerar resultados
reproduziveis para a analise seguinte, a semente do numero aleatorio
foi fixada em 1 antes da validagao cruzada LASSO. A inicializacio deste
valor e definicdo do parametro de regularizagdao LASSO para o erro
padrdo de valor 1 acima que minimiza os resultados de desvio de
probabilidade parcial de validagdo cruzada em um modelo LASSO
contendo as 16 proteinas aqui discutidas.

[000230] Usamos LASSO apenas para selegao de variaveis,
preferindo o modelo de sobrevivéncia totalmente paramétrico (Weibull)
como um modelo prognéstico final. Este ultimo tem uma representacgéo
simples e uma forma matematica passivel (Royston et al., BMC medical
research methodology 2013;13: 33; van Houwelingen, Stat Med
2000;19: 3401-15) para calibragcdo para uso em estudos de validagao
externos. A eliminacao reversa por etapas iniciada a partir do modelo de
LASSO completo foi utilizada para remover as proteinas que nao foram
previsoras significativas na auséncia da restrigdo imposta pela

penalidade LASSO. Ao utilizar o critério de paragem de critério de
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informacdo Bayesiano (BIC) para equilibrar o desempenho e
complexidade do modelo, a eliminagao reversa descartou 7 proteinas:
CDO catepsina H, receptor de EGF, receptor de hormébnio de
crescimento, proteina de membrana de células T TIM-3, MMP-7, CDO
relacionado a oncogene de adesdo de célula e trombospondina-2
resultando no modelo CVD9 de 9 proteinas mostrado na Tabela 3.

TABELA 3: Ccaracteristicas de desempenho de analise dos

biomarcadores CVD9

Limites d Preciséo de
Alve % de diluigo [Calibrador u::t'if‘::a Zo Faixa | Inter-Ensaio (n =
daamostra | %cv | 9 ¢ (Logs) 3)
(pg/ ml) .
(%CV)

Inferior |Superior Baixa| Méd. | Alta

Angiopoietina-2 0,01 5,66 8,4x10° | 1,8x10*| 3,3 | 16 | 2,0 | 0,6

Complemento C7 0,00 8,66 1,7x10" | 3,0x104| 3,2 |70 | 7,2 | 6,3

MMP12 0,40 4,89 |2,8x10"'|1,4x10*| 47 | 11| 20| 25

Tropor’una l, 0,40 7.62 i i i i i i
cardiaca
Proteina 4

relacionada a 0,40 6.46 | 1,4x10'|1,4x104| 3,0 | 96 | 49 | 7,6
angiopoietina
Complexo de

antiquimotripsina 0,00 5,97 1,8x100 | 1.9x104| 4,0 | 45 | 58 | 53

al

GDF11 0,01 6. 03 6,5x1° | 4,2x10%| 28 | 15| 12| 3,6

CCL18/PARC 0,00 6,83 1,6x10"|2,6x103| 42 |51 | 16 | 56

Antiplasmina a2 0,00 7,46 9,8x10° | 1,7x10*| 3,2 | 3,7 | 2,7 | 1,8

Modelo CVD9

[000231] O modelo final (CVD9) contém as 9 proteinas. Enquanto que
o ajuste deste modelo para as variaveis clinicas melhorou o encaixe
ligeiramente (ver abaixo), estes ajustes ndo conseguiram produzir uma
melhoria significativa tanto no desempenho de calibragdo ou de
discriminagdo com relagcdo ao que foi obtido com o modelo "apenas
proteinas" no conjunto de descoberta. Isso nos levou a designar CVD9
como nosso modelo "primario" para avaliar o desempenho de validacao

e um modelo incluindo idade, sexo, estado de diabetes e taxa de
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filtracdo glomerular estimada (EGFR) como um modelo secundario.
[000232] Para um modelo do tempo de falha acelerado, a

probabilidade de um evento ocorrer no intervalo [0, T] € dada por
(Log(t)—PI)

N

PriT <t]=1- e"¢ ,

[000233] onde PI é o indice de progndstico (ou previsor linear) e s € o
parametro de escala associado para a distribuicdo do valor extremo. Ao
montar o modelo, trabalhou-se com variaveis padronizadas - aqui
absorveu-se 0 meio de populagao e o desvio padrdo para o termo de
intercepto para que se pudesse relatar o indice prognéstico e fator de
escala como,

Pl =-16,61+1,55xANGPT2 - 1,22xGDF11+2,12xC7- 2,64xSERPINF2+0,57<CCL18+ 1,02xANGPTL4

+1,43xKLK3,SERPINA3+0,72xMMP12+0 59x TNNI3,
5= 0,85,

[000234] onde os niveis de proteina sdo levados para estarem no
log10 RFU.

Incorporando variaveis clinicas

[000235] O estudo HUNT3 nao foi projetado especificamente como
um estudo de doengas cardiovasculares por isso alguns parametros de
historico médico e medicbes laboratoriais clinicas que estavam
disponiveis no conjunto de descoberta ndo estavam disponiveis no
conjunto de validagdo (por exemplo, fragdo de ejegdo ventricular
esquerda ecocardiografica, hipertrofia ventricular esquerda, funcgao
diastdlica). Com isto em mente, s6 se considera o ajuste para variaveis
clinicas que estavam disponiveis em ambas as coletas e diferiram entre
0s pacientes com eventos e aqueles sem.

[000236] Quando adicionadas ao CVD9, as variaveis clinicas sexo
(masculino), idade, diabetes (sim), inibidores da ECA (sim), e taxa de
filtracdo glomerular estimada (EGFR) individualmente (e em conjunto)
aumentaram o encaixe do modelo combinado resultante (p <0,001).
Inibidor da ECA ou a utilizagdo ARB n&o foram incluidos no modelo

final, porque a medicagdo nio estava disponivel na coorte HUNTS3.
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[000237] Além das 9 proteinas utilizadas na CVD9, adicionou-se
primeiro idade e sexo, e entdo estado de diabetes e EGFR para dar aos
modelos adicionais que combinam proteinas e variaveis clinicas
comumente disponiveis que foram previsores dos resultados. As
estimativas pontuais para os coeficientes do modelo linear de tempo de
falha acelerado (AFT) e o parametro de escala estimado para a
distribuicdo de valores extremos est&o listados na Tabela 4. Na Tabela
4, sao abreviagcbes ANGPT2 = "Angiopoietina-2"; C7 = "Complemento
C7"; SERPINF2 = "a2-Antiplasmina"; CCL18 = "ligando 18 de
quimiocina (motivo C-C)" também conhecido como "quimiocina
regulada por ativacdo e pulmonar (PARC)", ANGL4 = "proteina
relacionada com angiopoietina 4; KLK3. SERPINA3 = "complexo de
antiquimotripsina a1-"; TNNI3 = "troponina-I, cardiaca"; e EGFR = "taxa
de filtragdo glomerular".

TABELA 4: Coeficientes estimados para 3 modelos candidatos

CVD9+ Idade+ | CVD9+ Idade+ Sexo+
Termo de Modelo CVvD9 Sexo Diabetes+ eGFR

Escala 0,848 0,849 0,845

Intercepto -16,612 -18,614 -17,478
Diabetes=Sim 0 0 0,277
eGFR 0 0 -0,005
Idade 0 0,012 0,012
Sexo=Masculino 0 0,358 0,391
ANGPT2 1,547 1,712 1,510
GDF11 -1,224 1,320 -1,347

C7 2,115 2,092 2,025
SERPINF2 -2,643 -2,057 -1,663
CCL18 0,574 0,554 0,375
ANGL4 1. 022 0,902 0,848
KLK3. SERPINA3 1,433 1,409 1. 361
MMP12 0,718 0,522 0,436
TNNI3 0,588 0,587 0,610

[000238] Varias medidas diferentes de desempenho de discriminagéo
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sdo0 comumente relatadas - relatamos uma "estatistica c¢", o indice
Integrado de Discriminagéo (IDI) e o indice de reclassificagdo de rede
livre de categoria (NRI).

[000239] A Tabela 5 lista estas medidas de discriminag&o, juntamente
com a taxa de risco Q4/Q1 e a estatistica de Hosmer-Lemeshow para o
desempenho de calibragdo resumido para os 3 modelos. Os intervalos
de confianca reportados sdo empiricos IC 95% gerados usando 100
amostras de bootstrap. A primeira coluna lista o valor p para o teste da
razao de verossimilhanca comparando os modelos ampliados a linha de
base do modelo (proteina apenas). A primeira coluna indica o valor p
para o teste da raz&o de verossimilhanga (LR) comparando o modelo
ampliado ao modelo de proteina unica. As medidas subsequentes de
discriminagdo sao a area sob a curva ROC dinamica/ incidente (C"), o
indice de discriminagdo integrado (IDI), o indice de reclassificagdo de
rede (NRI) e da quarta a primeira taxa de risco de quartil (Q4/Q1).
Desempenho de calibragdo avaliado com a estatistica de
Hosmer-Lemeshow.

[000240] A adicdo de variaveis clinicas cujos valores de base
distinguiem os grupos do evento e ndo evento da uma ligeira melhoria
nas estimativas pontuais das razdées de perigo de IDI, NRI (> 0) e
Q4/Q1, embora a "estatistica c¢" de AUC integrada permaneca

inalterada.
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TABELA 5: Medidas de desempenho de discriminagao e calibragao no conjunto de descoberta para o modelo

CVD9
Razao
Modelo [Teste LR Cr IDI NRI de Calibracao
perigo
Valorp| Ano1 Ano 4 NRI (> 0) | Evento NEeV”eT:;n Q4/Q1 | Hosmer-Lemeshow 2 | Valor p
Apenas 0,76 0,74 0,15 0,57 0,16 0,41
Proteina NA 8,2 8,14 0,42
(0,72-0,79) | (0,71-0,77) | (0,11-0,18) | (0,42-0,70)| (0,01-,30) |(0,35-0,47)
(CVD9)
CVD9 + 076 075 0.16 0,64 0,19 0.45
Idade+ 0,0002 10,0 2,69 0,95
Masculino (0,73-0,79) | (0,72-0,77) | (0. 12-0. 20}/ (0,50-0,76)| (0,08-0,30) | (0,37-0,50)
CVD9 +ldade
0,77 0,75 0,17 0,68 0,22 0,46
*Homem ) ¢ 306 _ 10,3 3,81 0,87
+Diabetes (0,73-0,79) |(0,72-0,77)| (0,13-0,20) | (0,54-0,80) | (0,11-0,32) | (0,39-0,52)
+eGFR?

2 Férmula CKD-EPI 2009 eGFR foi usada porque ele estava disponivel em ambos os conjuntos de descoberta
e de validacéo.
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Recalibragao de CVD9 para validagao

[000241] Antes de comparar o desempenho de CVD9 ao grau de
Framingham, ambos os modelos foram recalibrados para o seu uso no
conjunto de validagcdo. Como em van Houwelingen (Stat Med 2000;
19:3401-15), foi utilizado um modelo de calibragao de tempo de falha
acelerado de Weibull para recalibrar os coeficientes do modelo para uso
na populacao de validagdo. Se deixarmos Pl ser o indice de prognostico
e H (t|Pl) denotar a fungdo de perigo cumulativo, entdo o modelo de
calibracéo é

log(H(t|PI)) = yo + v1Pl + 1v2e |

[000242] onde o termo de erro e, tem uma distribuicdo de valor
extremo. Denotar o perigo cumulativo de linha de base por Ho(T) e usar
H (T|PI) = Ho(T) e™ da,

log(Ho(®)) =vo + (y1 — DPI +yze. (1)

[000243] Uma avaliagao de calibragdo formal (chamada de "validagao
por calibracao" por Van Houwelingen) envolve testar a hipotese de
calibragao perfeita, Hy:y, = 0,y; = 0,y, =1 . Encaixe do modelo (1)
usando survreg do pacote R de survival ( Therneau, um pacote para
analise de sobrevivéncia em S. R versédo do pacote 237-7 2014) da os
coeficientes de calibracao listados na Tabela 6.

TABELA 6: Coeficientes para o modelo de calibragao de Weibull

aplicado a CVD9 para utilizagao no conjunto de validagao.

CVvD9
Estimativa 95% de CI Valor p
12) -0,230 -0,4189 -0,0412 0,02
71— 1 -0. 998 -1,1752 -0,8212 0,98
log (73) 0,149 0,0384 0,2598 0,008

[000244] A intercepgao (y,) o termo de escala (7;) indicam que CVD9
necessita de calibracdo antes de ser aplicado a coorte de validagao,
embora, como discutido abaixo, a intensidade de polarizaciao

sistematica no conjunto de validagao é responsavel pela maior parte da
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contribuicdo para o termo de intercepcao.

[000245] As amostras de sangue no conjunto de validacdo HUNT3
foram coletadas por meio de um protocolo de coleta mais brando do que
no conjunto de descoberta e, como resultado observou-se uma
predisposicdo de intensidade sistematica na maior parte das 1054
proteinas medidas nas amostras de validagao. Tal como aqui discutido,
esta predisposicdo foi em grande parte removida pelas etapas de
normalizagdo, embora, como mostrado a seguir uma predisposi¢céo
residual permanece nos niveis de sinal para as 9 proteinas utilizadas no
modelo CVD9. Esta predisposicdo € um artefato do processo de
normalizagdo (amostras de validac&o tém niveis superiores de sinal do
que amostras de descoberta antes da normalizagdo, mas os niveis de
sinal inferiores posteriormente) e como mostrado abaixo é em grande
parte responsavel pelo valor estimado do coeficiente, yy.

[000246] A intercepgao da linha de regressao robusta na Figura 3 da
uma estimativa da predisposicao de intensidade comum a todas as 9
proteinas em CVD9. Se deixarmos A denotar a predisposi¢cao estimada
e Bj e o; serem o coeficiente de modelo e desvio padrdo da populagéo
para a j’ proteina, em seguida, aplicando CVD9 para os resultados dos

dados de validacao na adi¢ao do fator constante,
AT (@)

[000247] sobre o que seria a contribuicho do modelo de
interceptacao. Desta maneira, a intensidade de polarizagao nos sinais
de proteina aparece como uma discrepancia na escala de tempo da
funcdo de sobrevivéncia da linha de base nos conjuntos de descoberta
e de validacao, precisamente o termo relacionado com o parametro y,
no modelo de calibragédo (1). Usando a estimativa A = -0,056 gerada
pela intercepcédo da regressao linear robusta em (2), juntamente com
os coeficientes do modelo CVD9 e desvios-padrdao da populagdo

subtrai 0,23145 do previsor linear, quase exatamente o valor (y;)
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estimado para o interceptador no modelo de calibracdo. Assim, a
predisposicdo de intensidade ‘"residual" remanescente apds o
procedimento de normalizagido € a grande responsavel pela magnitude
(7o) ao invés de uma discrepancia real entre as funcbes de
sobrevivéncia da linha de base nas coortes de descoberta e validagao.
[000248] A predisposicao de intensidade de sinal na coleta de
amostras HUNT3 é um aspecto deste conjunto de validacédo especial,
que nao esperamos para generalizar as amostras coletadas no ambito
de protocolos de coleta mais rigorosos. Com isto em mente, avaliou-se
o desempenho no conjunto de validagdo através do modelo CVD9
recalibrado descrito abaixo.

[000249] Quando a distribuicdo do tempo de evento é Weibull com
escala a e formato b, a funcdo de sobrevivéncia da linha de base

correspondente é

PrealT > 6] = @)

[000250] que escreve-se em termos de risco de linha de base
cumulativa (Ho) como log (Ho) = Log b (t/a). Substituindo isto pelo lado
esquerdo da equacao (1), e utilizando os coeficientes de calibracdo na
Tabela 5, a expressao resultante para gerar valores de risco pode ser
apresentada sob a forma do modelo do tempo de falha acelerado,
log(t|z) = S + peat’ 7 + scale,

[000251] com coeficientes "calibrados" do modelo:

Yo —
cal _ . cal _ _ W1—1) heox cal _ Y2
ﬂO —10g(a€b), j - - b Ji S —;.

[000252] Usando esses coeficientes do modelo, o grau de risco

associado calibrado € gerado usando

_ ucal(z)

PrylT<t|z]=1-¢e"°¢ :
[000253] em que:

logt— [33“’+ BC‘”TZ])

ucal (Z) — ( D
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[000254]
extremo para o modelo CVD9 recalibrado utilizado no conjunto de

O indice progndstico resultante (PI) e fator de escala de valor

validacao sao:

Pl=-16, 39 +1, B5xANGPT2 - 1, 22xGDF11 + 2, 11xC7
-2, 64xSERPINF2 + 0, 57xCCL18
+1, 02xANGPTL4 + 1, 43xKLK3, SERPINA3 + 0, 72xMMP12 + 0, 59xTNNI3
s=0, 98

[000255]
as variantes de CVD9 que incluem variaveis clinicas. Os coeficientes

Modelos de calibragdo semelhantes foram construidos para

de modelo de calibragao resultantes estao listados na Tabela 7. Como
foi o caso para CVD9, os modelos que incluem variaveis clinicas
tinham a mesma intensidade de polarizagdo sistematica nas 9
proteinas e juntos esta predisposi¢do gerou uma contribuigdo de -0,254
e -0,245 as (y,) estimativas nos respectivos modelos de calibragéo.

TABELA 7: Coeficientes para modelos de calibragao Weibull

aplicados a variantes de CVD9 que incluem variaveis clinicas.

CVD9 + Idade + Sexo="Masculino"
Estimativa 95% de CI Valor p
70 -0,275 -0,4633 -0,08623 0,004
71—1 -1,042 -1,2388 -0,8460 0,67
log (v3) 0,1577 0,005
CVD9 Idade Sexo ="Masculino" Diabetes ="Sim" eGFR
Estimativa 95% de ClI Valor p
12) 0,228 -0,4228 -0,03383 0,03
71—1 -1,079 -1,3041 -0,8532 0,49
log (v3) 0,1737 0,002
[000256] Apos a identificagdo de proteinas significativamente

associadas a eventos cardiovasculares (apds a corregao de Bonferroni
em um nivel de significancia de 5%), utilizou-se regressao de Cox de L1
penalizado (LASSO, ver Tibshirani, Stat Med. 1997; 16:385-395) para
propositos de selegédo variaveis (proteina). Em virtude de selecionar

simultaneamente variaveis e encolher coeficientes de atendimento,
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LASS da bons modelos preditivos, como tem sido amplamente
demonstrado. Ver Hastie et al., Elements of statistical learning, second
ed. Springer; 2009. Tais abordagens de penalizacdo de L1 sao
especialmente eficazes em ambientes de predicdo de alta dimensao
exemplificados pelas nossas 1054 proteinas. Para obter um modelo
totalmente paramétrico, foi aplicada eliminacéo reversa em etapas para
um tempo de falha acelerada de Weibull usando o conjunto completo de
proteinas selecionadas LASSO. Isto removeu os 7 contribuintes menos
importantes e resultou no modelo de 9 proteinas parcimonioso (CVD9),
um modelo de progndstico totalmente paramétrico no espirito de
Framingham.

[000257] Como padrdo de referéncia comparativa respeitados, as
previsdes de risco foram geradas a partir do modelo de risco de evento
secundario de Framingham (D'Agostino et al., Am Heart J. 2000; 139:
272-281) recalibrado para utilizagdo nos conjuntos de dados de
identificagdo e de validagdo, como se segue.

[000258] D'Agostino apresenta o seguinte modelo de tempo de falha

acelerado para predicdo de eventos cardiovasculares secundarios:

(Log(t)S—PIFR)

PrfT<t]=1—-¢"° ;
[000259] onde o indice de progndstico e o parametro de escala para

0s homens é

TotalChol
HDL

Male: {PI,,-R = 4.995- 0.0145 X Age — 0.6738 X Ln( ) — 0.3042 x DiabetesStatus,

s =0.9994

TotalChol
HDL

Female: {PIPR =13.537 - 0.0225 x Age — 0.834 x Ln(
s =1.031

)— 0.7829 x DiabetesStatus — 1.3713 x Ln(SBP)- 0.3669 x Smoker,

[000260] Antes de comparar o modelo de Framingham para CVD9,
recalibrou-se o modelo para utilizagado nos conjuntos de descoberta e de
validacao.

Recalibragcao de Framingham para os conjuntos de descoberta e

de validagcao
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[000261] Para recalibrar o grau de risco de Framingham secundario
para uso no conjunto de descoberta e no conjunto de validacao, foi
utilizada uma calibracédo de perigo proporcional de Cox variavel unica
(van Houwelingen, Stat Med 2000; 19:3401-15; Steyerberg. Modelos de
predicdo clinicos: Springer; 2010) modelo. Denotar a funcgao
sobrevivente da linha de base por So(T), grau de risco de Framingham

calibrado de 4 anos é

FkXPIFR

PrealT <t]=1- $,(4)° :

[000262] onde B* é a estimativa do encaixe de modelo de calibracdo
para os valores do indice de prognostico de Framingham no conjunto de
amostra em particular e S,(t) é a estimativa de Kaplan-Meir da funcdo
de sobrevivéncia naquela populacido. A Tabela 8 lista os coeficientes
resultantes do modelo de calibragéo.

TABELA 8: Coeficientes de calibragao para o modelo de calibragao
proporcional de Cox variavel unico usado para recalibrar o risco
secundario de Framingham para o respectivo conjunto de

descoberta ou de validacao.

Calibragao de Cox estimada
Coeficiente (%)
Descoberta 0,472 0,066 <0,001
Validacéo 0,396 0,067 <0,001
[000263] O desempenho de calibragdo foi avaliado através da

Erro Padrao | Valor p

avaliacdo do acordo entre a frequéncia de eventos observados e
previstos. A Figura 4 mostra a frequéncia de eventos previstos e
observados para cada decil de risco para o modelo de Framingham na
descoberta e Figura 5 nos conjuntos de validagdo. Em cada caso, o
quadro a esquerda mostra o grau original de Framingham e o quadro a
direita mostra a o grau recalibrado utilizando o modelo com coeficientes
listados na Tabela 8.

[000264] Embora o desempenho de calibragao tenha sido aceitavel no
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coorte de descoberta, um nivel semelhante de acordo entre frequéncias
de eventos observados e previstos ndo foi alcangado na coorte de
validagéo, como pode ser visto na Figura 5. Relatamos a estatistica y?
(Hosmer-Lemeshow) para resumir o desempenho de calibragéo
apresentado graficamente na Figura 4 e na Figura 5 - esta estatistica e
valor p associado foram computados com a funcéo de plotCalibration no
pacote R previsivel PredictABLE. Kundu et al., PredictABEL: Avaliagao
dos modelos de predicdo de risco. pacote R versdo 12-1 2012. Os
valores de p de 0,70 e 0,02 para o teste Hosmer-Lemeshow s&o
consistentes com boa calibracdo do modelo de Framingham na
descoberta e na calibracédo pobre na coorte de validagao.

[000265] As entradas na Tabela 9 resumem o desempenho de
discriminacao e de calibragdo dos graus de recalibragdo de Framingham
em ambos os conjuntos de descoberta e de validagdo. Como discutido
em maior detalhe aqui, relatamos duas medidas de desempenho de
discriminagao, a razao de risco entre o quarto e o primeiro quartil e a
"estatistica c". Para o ultimo indice de concordancia relatamos a area
ponderada sob a curva de incidentes/ dinamica de ROC, C* por 1= 4 anos.
As estatisticas ¢ sao consistentes com discriminagao relativamente pobre
do modelo de Framingham nas coortes de descoberta e de validagao.
TABELA 9: Desempenho de discriminagdo e calibragdo de
modelos de Framingham recalibrados nos conjuntos de

descoberta e de validagao.

Conjunto de . ~ . =
dados Discriminagao Calibragao
Hosmer-Lemeshow
C'(Ano 1) | C*(Ano 4) [HR Q4/Q1 R Valor p
X
Descoberta 0,620 0,615 2,8 5,54 0,70
Validagao 0,616 0,609 2,3 18,75 0,02

[000266] Como este grau foi validado para as previsdes até e incluindo

4 anos, foi utilizado o intervalo de tempo de quatro anos para as
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comparacgdes de desempenho com o modelo de proteina CVD9. Também
foi calculado o indice de reclassificacdo de rede livre de categoria (NRI,
Pencina et al, Stat Med. 2011; 30:11-21) para o modelo de proteina CVD9
vs. Framingham tal como discutido abaixo. O grau de risco de
Framingham foi previamente validado apenas para previsbes de Ml e
morte, mas também foram previstos eventos de derrame e de insuficiéncia
cardiaca. Reservamo-nos o grau de risco de evento de Framingham
secundario como um comparador porque neste estudo o seu
desempenho é semelhante em todos os tipos de eventos e porque € visto
como o resultado mais provavel de interesse para a comunidade cientifica
para esta populagéo. O processo que gerou 0 modelo de predigao de risco
cardiovascular de multiproteina e as métricas que comparam o0 mesmo
com o grau de risco de evento secundario de Framingham (D'Agostino et
al., Am Heart J. 2000; 139:272-281) encontra-se resumidos na Figura 6 e
discutido adiante. O impacto da adicdo de parametros clinicos comumente
disponiveis (selecionado de variaveis que estavam disponiveis em ambos
os grupos e diferiam entre pacientes com eventos e aqueles sem) para
CVD9 também foi avaliado em modelos secundarios (ver acima). Toda a
computacdo estatistica foi realizada utilizando a linguagem R para
Computacgao Estatistica. Ver R Core Team RFfSC, Vienna, Austria R: A
language and environment for statistical computing. Manual. 2013.
Desempenho de validagao

[000267] O grafico de floresta mostrada na Figura 7 mostra uma
comparagao das taxas de risco para as 16 proteinas LASSO em ambos
os conjuntos de detecgao e validagdo. Com a excepgao da proteina 4
relacionada com Angiopoietina 4 e do complemento C7, as razdes de
risco para as proteinas individuais no modelo CVD9 sao semelhantes
nos conjuntos de descoberta e de validagdo. Isto € uma medida do
desempenho validacdo das proteinas individuais - o restante desta

secao discute o desempenho de validagcdo da combinacao especifica de
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proteinas destes resultados no modelo CVD9.

[000268] O desempenho de calibragdo € particularmente importante
quando as previsdbes do modelo sdo usadas para informar decisdes
clinicas. Primeiro avaliou-se as estimativas CVD9 de risco absoluto na
populacdo de validagdo como em Steyerberg (Epidemiologia 2010;
21:128-38) e, em seguida, avaliou-se o desempenho de discriminagao
em termos de mudancga na estatistica C e reclassificagcao de risco em
relacdo ao modelo de Framingham.

Calibracao

[000269] O desempenho de calibragao foi avaliado através da avaliagao
do acordo entre a frequéncia de eventos observados e previstos no
intervalo de quatro anos apds a amostra de sangue de linha de base. A
figura 8 mostra a frequéncia de eventos previstos e observados para cada
decil de risco na validagao definida para CVD9 (a esquerda) e o modelo de
Framingham (a direita) recalibrados para uso no conjunto de validacao.
[000270] Em toda a variedade da frequéncia de eventos previstos em
um decil de risco dado gerado pelo CVD9 estd dentro de 8 (e,
normalmente, dentro de 3) por cento da frequéncia de evento
observada. Cada barra direita de cada par de barras representa cerca
de 100 pacientes e, como as barras de erro indicam, graus de risco para
pacientes em cada decil sdo mais semelhantes entre si do que os dos
pacientes nos decis de risco vizinhos. E neste sentido que falamos de
avaliacao de risco "individualizada" quando se considera a informacéao
proporcionada pelas proteinas em CVD9.

[000271] Em geral, o acordo entre as frequéncias de eventos
previstos e observados € mais fraco no modelo de Framingham
(particularmente para os pacientes no 10-20° percentis de risco). A
Figura 9 mostra as curvas de predi¢ao (Pepe et al., Stat Med 2013; 32:
1467-1482) para CVD9 e o grau de Framingham recalibrado para

utilizagado no conjunto de validagao.
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[000272] Com as classificagbes de risco dos dois modelos na mesma
escala na Figura 9, vemos que o modelo CVD9 gera uma representacao
mais precisa do risco absoluto de Framingham em ambas as
extremidades do espectro de risco por prever corretamente o risco (baixo)
dos individuos abaixo do 100 percentil e o risco catastroficamente alto
(65%) para individuos acima do percentil de risco 90. Além disso, a
inclinagdo da curva de predigdo para CVD9 € mais acentuada na metade
superior de percentis de risco indicando que CVD9 proporciona uma
estimativa de resolugcdo mais fina do risco absoluto para os pacientes em
cada decil de risco do que o modelo tradicional de Framingham.
Discriminagao

[000273] As entradas na Tabela 10 resumem o desempenho de
discriminagdo dos modelos CVD9 e de Framingham recalibrados para a
coorte de validagdo. Como um indice de concordancia, relatou-se a area
ponderada sob a curva de incidentes/ dindmica de ROC, C*, associada
com o intervalo de seguimento fixo [0,t] (Heagerty et al., Biometrics 2005;
61: 92-105), que é equivalente a estatistica ¢ de Harrell, Pencina e
D'Agostonio. Ver, por exemplo, Harrel et al., Stat Med 1996; 15: 361-87; e
Pencina et al., Stat Med 2012; 31:1543-1553. Calculamos C* port=1 e 4
anos utilizando a funcido risksetAUC no pacote R riskSetROC. Ver
Heagerty et al., riskset ROC: Riskset ROC curve estimation from censores
survival data. R Package versédo 104 2012.

TABELA 10: Resumo de discriminagcdao e calibragcao de
desempenho para CVD e os modelos de Framingham recalibrados

para uso em coorte de validagao.

Razé&o
Modelo Ccr NRI IDI de Calibragao
perigo
Ano1 | Ano 4 [NRI(>0)| Evento| \e"hum Qa/qosmer-Lemeshow, .
Evento x2
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Razéao
Modelo Ccr NRI IDI de Calibragao
perigo
Ano 1 Ano 4 |NRI(>0)| Evento Nenhum Q4/Q1 Hosmer-LemeshomValorF
Evento x2
o,
CVD9 0.71 e | | 18 i | O 6,0 7,90 0,44
) (0.67- | (37 |\r aror\|iopaq0n| (0,07 | 6. : ,
(0,68-0,74) 0.73) | 67%) (5-31%)|(26-41%) 0.13)
CVD9 + Idade+ 0,69 068 1% (27{ 16% | 26% 008
Masculino (0.65,0 ~zo . o (0,05-| 49 1,51 0,99
0. 66,0. 73) 55%) |(3-29%)|(19-33%)
71) 0,12)
CVD9 +ldade o
+Homem 0,67 0.65 | 35% | 410, | 249 | 007
+Diabetes |(0,64-0,71)| (©83" | (22" |4 o504 (18.30%)| (@04 | +© 999 0.266
) Y, = 0 - (o]
+6GFR 0,69) | 51%) 0,09)
Framingh oste | 4D 0,02 | 23 18,75 0,02
ramingnam - - - , , ’ s
9™ (0,58-0,66) %)’é’f)’
Curvas ROC

[000274] A Figura 10 mostra as curvas ROC para os modelos CVD9 e
Framingham gerados com o pacote riskSetROC, tanto para os
conjuntos de descoberta e de validagao. Geramos curvas ROC em um
ano e quatro para cada modelo.

Reclassificacao de risco

[000275] As probabilidades de eventos de quatro anos foram geradas
com o modelo CVD9 e o modelo secundario de Framingham com o ultimo
recalibrado para uso no conjunto de descoberta. O indice de
reclassificagdo de rede livre de categoria™ NRI (> 0), foi calculado
utilizando o pacote R nricens. Ver Eisuke. NRI para modelos de predi¢ao
de risco com tempo para eventos e de dados de resposta binaria. Pacote R
versao 12 2013.

[000276] A Tabela 11 lista os termos em NRI (> 0) e as probabilidades
de reclassificagdo comparando CVD9 a Framingham, tanto nos
conjuntos de descoberta e de validagdo. Intervalos de confianga
reportados sao intervalos de 95% empiricos computados com 100

amostras de bootstrap. Como discutido na Sec¢ao 2.1, ambos o CVD9 e
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o modelo de Framingham foram recalibrados para uso no conjunto de
validac&o anterior para esse calculo.

TABELA 11: indices de reclassificagcio de rede e probabilidades de
reclassificagcdo para CVD9 em comparagdao com o modelo de

Framingham no conjunto de descoberta.

Descoberta Validagao
Estimacao| Cl 95% | Cl 95% |Estimag&o|Cl 95%| Cl 95%
pontual | inferior |superior| pontual |inferior|superior
NRI(>0) 0,57 0,43 0,71 0,52 0,38 0,67
Evento NRI 0,16 0,04 0,29 0,18 0,06 0,31
Sem Evento NRI 0,41 0,34 0,47 0,34 0,27 0,41
Pr (Risco superior|Evento) 0,58 0,52 0,64 0,59 0,53 0,65
Pr (Risco Inferior|Evento) 0,42 0,36 0,48 0,41 0,35 0,47
Pr (Risco Inferior|sem evento) 0,71 0,67 0,74 0,67 0,63 0,70
Pr (Risk Superior|sem evento) 0,29 0,26 0,33 0,33 0,30 0,37

EXEMPLO 3. RESULTADOS
CARACTERISTICAS DE LINHA DE BASE

[000277] As caracteristicas clinicas das duas popula¢des de estudo

no inicio do estudo estdo resumidas na Tabela 12. Como esperado, 0s
fatores de risco conhecidos sao significativamente mais prevalentes nos
grupos com eventos. Houve menos eventos globais em HUNT3 do que
em Heart and Soul, devido ao curto acompanhamento; no entanto, as
populagdes eram geralmente comparaveis nas taxas de eventos por
unidade de tempo e a distribui¢do dos tipos de evento. Na Tabela 12, os
valores P estdo associados com o teste exato de Fisher para
covariaveis categoricas e o teste de Mann-Whitney U para covariaveis
continuas. Valores continuos resumidos com variedade meédia e
inter-quartil (IQR). O conjunto de validagdo HUNT3 n&o foi concebido
como um estudo de CHD e, como resultado alguma informacgéo clinica
nao estava disponivel e € marcada N/ A. Legendas: IMC = indice de
massa corporal; ACE = enzima de convers&do da angiotensina; ARB =

bloqueador do receptor da angiotensina; LDL-C = colesterol de
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lipoproteina de baixa densidade; HDL-C = colesterol de lipoproteina de

alta densidade; TG = triglicerideos; eGFR = taxa de filtragdo glomerular.

TABELA 12: Caracteristicas da linha de base da populagao de estudo

Conjunto de descoberta (Heart | ¢ . 110 de validagso (HUNT3)
and Soul)
Nenhum Evento Nenhum Evento
ReEsum? de Evento Valor P Evento Va;or
vento
(10 anos) (10 anos) (5 anos) (5 anos)
# Individuos 473 465 699 272
Varidveis demogrdéficas: mediana (intervalo inter-quartil)
64,0 71,0 67,6 75,9
Idade (anos) <0,001 <0,001
(57,0-71,0)| (63,0-78,0) (60,0-75,3) | (67,9-81,0)
Masculino (%) | 361 (76,3) | 412 (88,6) | <0,001 | 508 (72,7) 192 (70,6) [<0,001
Caucasiano (%) | 275 (58,1) | 290 (62,5) 0,18 NA NA NA
Diabetes (%) | 96 (20,3) | 151 (32,6) [ <0,001 84 (12,0) 49 (18,0) 0,02
Fuma?ot/e)’ atual | oo 186) | 96(207) | 046 | 142(203) | 56(20.6) | 093
0
28,2 27,1 27,9 28,0
IMC (kg/m?) <0,001 0,89
(25,2-31,6)| (24,4-30,5) (25,8-30,7) | (25,3-30,8)
Medicag¢ébes Cardiovasculares
Estatina (%) |275(58,1)| 290 (62,5) 0,17 NA NA NA
ACE/ARB (%) | 89(23,5) | 89(39,9) | <0,001 NA NA NA
B'°q”e(f/d)°r beta| o5 (18,6) | 96(20,7) | 0,69 NA NA NA
(1]
- 28,2 (25. | 27,1 (24.
0,
Aspirina (%) 2-31. 6) 4-30. 5) 0,26 NA NA NA
Testes laboratoriais
98,0 100
LDL -C (mg/dL) 0,76 NA NA NA
(83,0-121) |(81,2-124,0)
44 46,4 42,5
HDL-C (mg/dL) 42 (35-52) | 0,044 0,002
(36-54) (38,7-54,1) | (34,8-50,3)
Colesterol total 174 169 174 178
0,29 0,32
(mg/dL) (152-196) | (146-201) (151-197) | (147-209)
110,0 111,0 142,0 142,0
TG (mg/dL) ’ 0,78 0,22
(74.8-169) [ (74,0-163,0) (106,9-195,0)(106. 0, 195. 0
. 78,2 65,8 70,9 60,3 <0,00
eGFR?® (mL/min) <0,001
(65,3-91,9)| (52,3-82,7) (58,5-82,9) | (46,7-73,6) 1

3 CKD-EPI 2009, no conjunto de validagdo e CKD-EPI 2012 no
conjunto descoberta, sempre que possivel com CKD-EPI 2009,
quando os valores em falta impedirem o calculo da férmula

2012.
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ini 1,0 1,1 1,0 1,1
‘ Creatinina <0,001 ‘ ( <0,00

(mg/dL) (0,8-1,1) | (0,9-1,3) (0,9-1,1) 0,9-1,3) 1
'CKD-EPI 2009, no conjunto de validagdo e CKD-EPI 2012 no conjunto

descoberta, sempre que possivel com CKD-EPI 2009, quando os

valores em falta impedirem o calculo da formula 2012.
PROTEINAS RELACIONADAS AO RISCO CARDIOVASCULAR (CV)

[000278] Em um nivel corrigido de significancia de 5% Bonferroni, a

analise de regressdo de Cox univariada revelou que 117 das 1054
proteinas que passaram pelo controle de qualidade foram associadas
com risco aumentado de eventos cardiovasculares e também tinha
razdes de perigo do quarto ao primeiro quartil de risco univariadas de >
1,25 ou <0,75 (estas 117 proteinas estio listadas na Tabela 14 abaixo).
Algumas destas proteinas foram correlacionadas, sugerindo a presenca
de muito menos do que 117 processos biologicos distintos; a biologia
destas proteinas vai ser alvo de uma analise mais aprofundada. As
razbes de risco para as 16 proteinas selecionadas desta lista pelo
processo de LASSO e o subconjunto de 9 proteinas escolhidas para o
modelo CVD9 final estdo apresentados na Figura 7. As propriedades
biolégicas relevantes das 16 proteinas selecionadas de LASSO estéao
resumidas abaixo.

[000279] Os biomarcadores identificados nesta analise, ndo soé
servem para derivar um modelo de predicdo de risco cardiovascular
poderoso, mas também informar a compreenséao da biologia da doenca
cardiovascular (DCV) e identificar potenciais alvos para farmacos e
opcgoes de tratamento. Abaixo, vamos dar uma breve descricao da(s)
funcao(des) conhecida(s) das 16 proteinas selecionadas por LASSO no
modelo de predicao de risco CV.

Crescimento e remodelagao

[000280] Diferenciacao de fator de crescimento 11 (GDF11) é um
exemplo de descoberta bioldégica usando a ferramenta de ensaio

protedmica imparcial com as descobertas de potencial de importancia
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clinica. Usando SOMAscan, Lee e colegas relataram perda relacionada
a idade de GDF11 como a causa de hipertrofia cardiaca relacionada a
idade em ratos. Ver Loffredo et al., Célula 2013; 153: 828-39. GDF11
agora esta sob investigacado ativa para o seu papel na supressao da
hipertrofia cardiaca e falha cardiaca diastélica em seres humanos. Ver,
por exemplo., Olson et al., Journal of the American College of
Cardiology 2014; 63: A780. Curiosamente, enquanto concentragdes de
GFD-11 sao reduzidas com o aumento do risco de evento
cardiovascular em nosso estudo, um inibidor da atividade de GDF11,
Follistatin-like 3 esta positivamente associado com o aumento do risco
cardiovascular (Ver Tabela 14).

[000281] Fator de Crescimento Epidérmico (EGF), o receptor (EGFR)
é expressado em mondécitos e macrofagos em lesdes ateroscleréticas.
Ativacédo pelo ligando de ligagdo estimula a proliferagdo celular e
quimiotaxia. Dreux et al., Atherosclerosis 2006;186: 38-53. Evidéncias
de estudos com animais mostra EGF recebeou protege contra a
hipertrofia cardiaca e suporta a arquitetura de parede vascular
adequada e reatividade do vaso. Schreier et al, Hypertension 2013;61:
333-40.

[000282] As formas soluveis do receptor de hormdnio de crescimento
(GHR) e os fatores de crescimento epidérmico podem servir como
ambos os reservatérios e inibidores dos fatores circulantes envolvidos
na mitogénese, na fungao de células, e tém fung¢des bem conhecidas no
cancer. Curiosamente, a sinalizacdo do receptor de hormoénio de
crescimento, através da estimulacdo do seu mediador anabolizante
fator de crescimento semelhante a insulina |, ja foi demonstrada como
tendo uma correlagao negativa com o risco de desenvolver doenga das
artérias coronarias. Juul et al., Circulation 2002;106:939-44.

[000283] Angiopoietina-2 (ANGPT2), que antagoniza a atividade de

Angiopoietina-1 sobre a o receptor de quinase de proteina quinocina
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receptor de Tie 2 e age em concertagdo com Angiopoietina-1 durante a
angiogénese, promove o relaxamento dos contatos da célula-matriz e
pode induzir a apoptose de células endoteliais e ruptura do vaso durante
a angiogénese?®. Maisonpierre et al., Science 1997;277: 55-60. Um
membro da mesma familia de genes, proteina 4 relacionada com
angiopoietina (ANGPTL4) é induzida por hipoxia e ndo sé afeta a fungéo
vascular e interagdo célula-matriz endotelial, mas também o
metabolismo dos lipidios como um potente inibidor da lipase
lipoproteica?’. Li et al., Current opinion in lipidology 2006;17: 152-6.

[000284] Interagdes controladas da matriz extracelular e das células
sdo vitais para a fisiologia normal dos o6rgdos, durante o
desenvolvimento normal, em resposta a lesao vascular e do miocardio,
e durante a metastase do cancer. As metaloproteinases da matriz e
seus inibidores tém varios alvos na matriz extracelular vascular e tém
sido associadas com a estabilidade da placa aterosclerética, formagao
de aneurisma e outras doengas cardiovasculares. Dollery et al.,
Cardiovascular research 2006;69: 625-35. Matriz de metaloproteinase
(MMP)-7 e MMP12 estao representadas no nosso modelo preditivo,
enquanto o TIMP1 também tem associacdo significativa com risco
cardiovascular (Ver Tabela 14). A trombospondina-2 (THBS2) medeia
interagdes vasculares e célula-célula cardiaca e célula-matriz e tem sido
implicada na regulacdo da angiogénese, trombose, e inflamacéo.
Concentracdo aumentada de soro de A trombospondina-2 esta
associada com o risco de mortalidade cardiaca em homens mais
velhos. Golledge et al., The American journal of cardiology 2013;111:
1800-4. CDO relacionado com oncogene de adesao celular (CDON) é
um membro da proteina da superficie celular da superfamilia de
lg/fibronectina envolvida na miogénese muscular e ades&o celular.
Tenzen et al., Developmental cell 2006;10: 647-56. O seu papel na

interagdo célula-célula foi observado em invasividade tumoral, mas
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pouco se sabe sobre a sua relacdo com o sistema cardiovascular.
Inflamacgéao

[000285] Representando os papéis complexos de inflamagcao e
imunidade na doenca cardiovascular, nosso modelo incorpora a
quimiocina inflamatéria ligando de quimiocina (motivo C-C) 18,
anteriormente conhecido como quimiocina pulmonar regulada por
ativacao CCL18/PARC, que € uma quimiocina elaborada por mondcitos/
macrofagos que parece estar envolvida no recrutamento de células T.
Chenivesse et al., J Immunol 2012; 189: 128-37. Os niveis plasmaticos
de CCL18/PARC sao elevados durante os episddios de angina instavel
e também foram encontrados para predizer eventos cardiovasculares
em pacientes com angina estavel. De Sutter et al., Journal of molecular
and cellular cardiology 2010;49:894-6. A imunoglobulina de células T e
proteina contendo dominio de mucina 3 (TIM-3) esta envolvido na
ativacdo de macrofagos e outras atividades do sistema imunitario.
Anderson, Expert opinion on therapeutic targets 2007;11: 1005-9
[000286] Complemento C7 (C7) é um dos 5 componentes que formam
o complexo terminal do complemento bioativo (TCC). TCC depositada
nas células endoteliais resulta na proliferacao de células, a liberagcao de
fatores de crescimento e citocinas inflamatdérias e aumento da
expressao do fator de tecido. TCC também estimula a proliferacéo de
células musculares lisas em placas ateroscleréticas. Speidl et al., JTH
2011; 9: 428-40. Em pacientes com TCC soluvel em soro com falha
cardiaca elevada sintomatica prevé resultado adverso (morte,
transplante cardiaco de urgéncia, ou hospitalizagdo com agravamento
da insuficiéncia cardiaca). Clark et al., Am Heart J. 2001; 141:684-90.
Complemento C9, um outro membro da TCC, & também elevado no
nosso estudo (Tabela 14).

Proteases

[000287] Complexo de antiquimotripsina a1 (SERPINA3) representa a
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forma ligada do inibidor de protease antiquimotripsina a1 que tem varios
substratos bioldgicos. Ele pode modular varios processos de doencas
agudas e cronicas, incluindo pressao arterial. Tang et al.,, Clin Exp
Hypertens 2008; 30: 648-61. Antiplasmina a2 (SERPINF2) € um inibidor
de serina-protease (serpinas), que inativa a plasmina e, assim, reduz a
fibrindlise. Matsuno et al., Journal of Thrombosis and Haemostasis: JTH
2003; 1: 1734-9; Mutch et al., JTH 2007; 5: 812-7. A catepsina H (CTSH)
€ uma proteinase cisteina lisossébmica importante na degradagcao de
proteinas lisossdmicas®®. Cheng et al., Circulation 2012;125: 1551-62.
No entanto, sua relacdo com a doenca CV até o presente estudo tem
sido incerta. Lutgens et al., FASEB J. 2007; 21:3029-41.

Marcador de necrose miocardica

[000288] Ao contrario de muitas das proteinas acima mencionadas
que sdo potencialmente envolvidas nas vias causais de doencas
cardiovasculares, troponina |_é um marcador bem estabelecido de
necrose de cardiomiocitos e de risco cardiovascular.

APLICACAO DO MODELO DE RISCO CVD9

[000289] O risco CVD9 foi calculado para cada individuo, divididos em

quartis e as curvas de sobrevivéncia resultantes de 5 anos livre de

eventos sdo mostradas na Figura 11. As razdes de perigo Q4/Q1 para
CVD9 sado 8,2 no conjunto de descoberta e 6,0 no conjunto de
validagdo; para o grau de risco de Framingham secundario
(recalibrados para uso nestas populagdes) o grau de perigo Q1/ Q4 é de
2,8 na coorte de descoberta e de 2,3 para a coorte de validagao.

[000290] Também avaliamos o desempenho comparativo da CVD9
vs. modelos de Framingham usando o indice de reclassificagdo de rede
e estatistica C em 1 ano (um ponto de tempo recomendado por um
National Heart, Lung and Blood Institute Working Group; Ver Eagle et
al., Circulation. 2010; 121: 1447-1454) e, no horizonte de tempo maximo

validado de 4 anos para o modelo de Framingham. Ver D'Agostino et al.,
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Am Heart J. 2000; 139:272-281. Como mostrado na Tabela 13, o
modelo de predicdo de risco CVD9 prové melhorias substanciais na
discriminagao, evidenciadas pelo aumento da estatistica C de 0,14/0,09
e um NRI livre de categoria de 0,57/0,54 em coortes de descoberta/
validagao, respectivamente. Ha um bom acordo para o modelo CVD9
entre as taxas de eventos observadas e previstas (calibragao) na coorte
de validacdo. A adicdo de parametros clinicos e demograficos
comumente disponiveis (idade, sexo, diabetes e taxa de filtragdo
glomerular) ndo fez nenhuma melhoria significativa para o modelo
CVD9 (Tabela 13). Os dados comparativos de desempenho para todos
os modelos é mostrado na Tabela 13. Na Tabela 2, NRI (> 0) = indice de
reclassificacdo de rede livre de categoria, eGFR = taxa de filtracédo
glomerular estimada.

TABELA 13. Desempenho comparativo de modelo CVD9 e modelo

Framingham

CVD9+
A | +
Framingham pen’as CVD9+ dade
secundario Proteina Idade+ Sexo Sexot
(CVD9) Diabetes+
eGFR

Todas as métricas mostradas no formato: descoberta/validagao

1 ano

0,62/0,62 0,76/0,71 0,76/0,69 0,77/0,67
Estatistica C
4 anos
0,62/0,61 0,74/0,70 0,75/0,68 0,75/0,65
Estatistica C
4 anos
NRI(>0) 0,57/0,52 0,64/0,41 0,67/0,35
VersusFramingham
Evento NRI
0,16/0,18 0,19/0,16 0,20/0,11
VersusFramingham
Sem Evento NRI
0,41/0,34 0,45/0,26 0,47/0,24

VersusFramingham

Peticéo 870230075372, de 25/08/2023, pag. 130/250




124/146

Razao de perigo
Q4/Q1
EXEMPLO 4: DISCUSSAO

[000291] Neste estudo, procurou-se melhorar a predicdo de

2,8/2,3 8,2/6,0 10,0/4,9 10,3/4,6

desfechos cardiovasculares, particularmente a curto prazo, usando
descoberta de biomarcadores na maior analise proteémica realizada até
a data. Nés usamos a tecnologia de aptdmero modificado para analisar
1130 proteinas plasmaticas na coorte de descoberta de 938 pacientes
com doencga coronariana estavel e validou os resultados em uma coorte
independente de 971 pacientes. Na coorte de descoberta, encontramos
117 progndsticos de proteinas do ponto final cardiovascular compdsito
com taxas de risco superiores a 25% da unidade (Tabela 14). Destes,
nos construimos um modelo multivariavel constituido por 9 proteinas
(CVD9) cuja performance foi superior a de fatores de risco tradicionais
ou biomarcadores de sangue descritos na literatura (ver, por exemplo,
Eagle et al., Circulation. 2010; 121:1447-1454; D'Agostino et al., Am
Heart J. 2000;139:272-281; and Pearson et al., Circulation. 2003;
107:499-511), mostrando as vantagens potenciais da protedmica de
base ampla em comparagao com abordagens baseadas em candidatos.
As proteinas de biomarcadores individuais e o modelo CVD9 replicaram
a coorte de validacdo, apesar de inferior qualidade da amostra de
sangue consistente com a pratica clinica tipica.

[000292] A aplicagdo adequada de estratégias preventivas e
terapéuticas depende do sistema de classificagado de risco que permite
que os profissionais de saude orientem os tratamentos mais intensivos
para os individuos de maior risco. Ver Eagle et al., Circulation. 2010;
121:1447-1454. Abordagens comumente utilizadas dependem de
avaliacdes de risco com base em fatores de risco tradicionais e tém
limitacbes. Muitos desses fatores de risco sdo condigdes crénicas ou
mesmo fixas, ndo modificaveis, tais como sexo, raca, idade avangada

ou histérico familiar. Nao surpreendentemente, eles sdao muito mais
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adequados para predizer um risco a longo prazo (10 anos) ou risco de
vida do que o risco de curto prazo. Fatores de risco tradicionais preveem
eventos secundarios particularmente mal em pacientes com doenca
coronariana prevalente. A identificacdo de pacientes com alto risco de
curto prazo de eventos cardiovasculares representa uma importante
necessidade ndo atendida, de modo que identificaria individuos em
necessidade mais urgente de prevencao cardiovascular, intervencao e
cumprimento com os tratamentos prescritos.

[000293] Varias tecnologias "genbmicas" tém sido propostas para
complementar os fatores de risco tradicionais na avaliagdo do risco
cardiovascular. Ver, por exemplo, McShane et al., Nature. 2013;502:
317-320. Entre eles, os graus de risco genémicos foram investigados
mais extensivamente. Abordagens gendmicas com base em
polimorfismos de nucleotideo unico comuns ndo conseguiram melhorar
a discriminacao de risco ou reclassificacdo sobre fatores de risco
tradicionais, julgadas pelas mesmas métricas que foram favoravelmente
impactadas pelo grau protedmico CVD9 no presente estudo (estatistica
c e rede de reclassificacdo). Ver, por exemplo, Paynter et al., JAMA.
2010; 303:631-637; Ripatti et al., Lancet. 2010; 376:1393-1. 400.
Mesmo se abordagens gendmicas forem finalmente bem sucedidas,
serao na predigao de risco de longo prazo, em vez de risco a curto
prazo, de modo que fatores de risco genético ndo mudam ao longo do
tempo e exercem o seu efeito através de exposi¢des ao longo da vida.
Comparada a genbmica, protebmica oferece varias vantagens
potenciais. Protebmica integra influéncias ambientais e genéticas, os
niveis de proteinas podem mudar ao longo do tempo, refletindo os
beneficios ou maleficios dos tratamentos ou mudancas de estilo de vida
e as proteinas estdo muitas vezes nas vias causais de doencas e,
portanto, alvos potenciais de terapias. Ver, por exemplo, Nissen etal., N
Engl J Med. 2005, 352:29-38; Ridker et al.,, Lancet.
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2009;373:1175-1182; e Stein et al., N Engl J Med. 2012;
366:1108-1118.

[000294] Utilizou-se uma nova plataforma de protedmica que consiste
em aptameros modificados para medir 1130 proteinas em um pequeno
volume (<100 ul) de plasma. Descobrimos 117 biomarcadores de
proteina candidata de risco cardiovascular (Tabela 14). Notavelmente,
muitas destas proteinas n&o foram anteriormente relatadas como
biomarcadores de risco cardiovascular. A partir dessas proteinas, foi
construido um modelo totalmente paramétrico parcimonioso utilizando
uma estatistica (LASSO em conjunto com eliminagao reversa) ao invés
de abordagem bioldgica. Neste processo, algumas proteinas com taxas
de risco razoavel sao deixadas de fora (CRP, por exemplo), de modo
que transmitem a informagao que € capturada por proteinas ja no
modelo, enquanto outras proteinas com taxas de risco univariadas
inferiores sao retidas devido a informagao unica que elas proporcionam.
As fungdes biologicas das proteinas de LASSO selecionadas sao aqui
discutidas.

[000295] O grau de risco de proteina CVD9 desempenhou melhor do
que o grau de risco de Framingham secundario (D'Agostino et al., Am
Heart J. 2000; 139: 272-281), que depende de fatores de risco
tradicionais. Incluindo variaveis clinicas que foram significantemente
diferentes na populagao de eventos tais como, idade, sexo, diabetes ou
taxa de filtragcdo glomerular (EGFR) em modelos secundarias proveu
apenas melhorias modestas em CVD9 nas taxas de risco inter-quartil e
indices de reclassificagdo de rede na coorte de descoberta (Tabela 13).
E possivel que CVD9 ja encapsule a biologia subjacente ao risco
associado com os fatores de risco tradicionais, embora nao estejamos
propondo que a avaliacido de proteinas com CVD9 ou modelos similares
substitua-os, pois este ultimo ainda pode ser um melhor indicador de

risco a longo prazo e um alvo especifico de tratamentos. Ainda assim,
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niveis de proteinas CVD9 proporcionam uma avaliacéo individualizada
de risco cardiovascular no curto prazo superior do que Framingham,
particularmente para pacientes nos extremos de risco (Figuras 6 e 7),
presumivelmente porque indicam se as vias associadas a complicagdes
cardiovasculares foram ativadas e se danos em érgaos de extremidade
ocorreu (por exemplo, troponina; ver Beatty et al, JAMA Intern Med.
2013; 173: 763-769).

[000296] Nosso estudo € a primeira analise protedmica em grande
escala de risco cardiovascular, usando uma plataforma protedmica de
alto rendimento em grande escala. Esta abordagem resultou na
descoberta de numerosos biomarcadores individuais de proteinas
novos e levou a construgdo um modelo robusto de predi¢cdo de risco
multi-variavel com um desempenho superior na predigcdo de risco de
eventos cardiovasculares secundarios no curto prazo. O estudo foi
realizado em dois grupos grandes e bem caracterizados com excelente
decretacdo de eventos resultado, em dois continentes. O US National
Cancer Institute, em colaboracdo com um painel de cientistas
especialistas, desenvolveu uma lista de verificagdo de critérios que
podem ser usados para determinar a disponibilidade de tecnologias a
base de omics para orientar a assisténcia ao paciente em ensaios
clinicos. Qualidade de espécime foi anotada como uma razao
importante pela qual achados de omics reportados de um laboratorio
podem nao replicar em outros. Assim, realizamos nossa analise
protebmica de wuma variedade de qualidades de espécime,
representativo de instituicbes académicas (coragao e alma) e padroes
clinicos de pratica (HUNT3) e nossos resultados sao robustos em toda
esta variedade de qualidade de espécime.

[000297] Concentramos propositalmente nossa investigagao inicial
em uma populagdo de individuos de alto risco com doenga coronaria

estabelecida (CHD). Ha necessidade adicional de predi¢cédo precisa de
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risco cardiovascular na populagdo em menor risco ou em individuos
com risco ainda mais elevados com CHD. Esses estudos estdo em
andamento com outros grupos. Outra limitacdo € que ha muito mais
proteinas no sangue do que os 1130 que foram quantificados. Ainda
nao se sabe se a sua apreciacdo melhora a avaliacdo de risco
cardiovascular, ja que podem estar nas mesmas vias e, assim,
redundante com as proteinas que ja foram avaliadas. Estudos que
avaliam um numero ainda maior de proteinas do que o relatado no
presente estudo estdo em andamento também.

[000298] Em resumo, temos realizado com sucesso o maior estudo
protedmica do risco cardiovascular até hoje, com mais de 2 milhdes de
medi¢des individuais de proteinas, identificado inUmeros biomarcadores
de risco novos e demonstrou um modelo de predigdo de risco com
desempenho superior e robusto.

TABELA 14. Tabela de proteinas individuais associadas com risco
cardiovascular. Biomarcadores no painel CVD9 estdo em negrito.
Se a relagao de risco (HR) é maior do que 1, niveis aumentados do
biomarcador sao associados com risco aumentado; Se a HR for
menor que 1, niveis diminuidos do biomarcador sdo associados

com risco aumentado.

HR por Valor P
Alvo UniProt ID Q4/Q1 HR | desvio para HR
padrao continua
Angiopoietina-2 015123 3,13 1,67 <1e-16
MMP12 P39900 3,52 1,65 <1e-16
Proteina de membrana de
células T TIM-3 Q8TDQO 2,98 1,61 <1e-16
Proteina 2 com fator de
ligacéo de crescimento tipo P18065 2,93 1,58 <1e-16
insulina
TNF-R I P20333 3,33 1,56 <1e-16
Tipo Folistatina 3 095633 3,52 1,56 <1e-16
Quimiocina 1 de Q16627 2,63 1,55 <1e-16
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HR por Valor P
Alvo UniProt ID Q4/Q1 HR | desvio para HR
padrao continua

hemofiltrado CC

Microglobulina 3 2 P61769 3,58 1,54 <1e-16
Trombospondina-2 P35442 3,19 1,54 <1e-16
MMP-7 P09237 3,54 1,53 <1e-16
Endostatina P39060 2,45 1,52 <1e-16
Catepsina H P09668 4,06 1,52 <1e-16
Receptor B2 de Eph P29323 2,20 1,50 <1e-16

Proteina de ligacéo da

. . 095998 2,55 1,49 <1e-16
interleucina-18
Tipo cordina 1 Q9BU40 2,87 1,49 <1e-16
Cistatina C P01034 3,54 1,49 <1e-16
Complemento C9 P02748 2,81 1,48 8. 80E-14
CCL18/PARC P55774 2,55 1,47 1,11E-16
Complemento C7 P10643 3,07 1,47 <1e-16
receptor de fator de
necrose de tumor RELT (96924 3,23 1:46 <Te-16
Jagged- P78504 2,17 1,45 3. 66E-15
Receptor de netrina
UNC5H3 095185 3,15 1,44 <1e-16
Efrina-A4 P52798 3,37 1,44 <1e-16
Protease de serina 4 Q9GZN4 2,54 144 <1e-16

especifica do cérebro

Supressor de
neuroblastoma de P41271 3,24 1,43 <1e-16
tumorigenicidade 1|DAN

Receptor 2 do tipo A de P29317 2,86 1,43 <1e-16
efrina
Espondina-1 Q9HCB6 2,99 1,42 <1e-16
Periostina Q15063 2,11 1,40 6,08E-12
Fator A dg Crescimento P15692 2.43 1,40 1,02E-12
endotelial Vascular
Membro 1 da classe F de Q14162 2.90 1,39 <1e-16
receptor de removedor
Complexo de P07288, P01011| 2,53 139 | 1,95E-14

antiquimotripsina a1
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HR por Valor P
Alvo UniProt ID Q4/Q1 HR | desvio para HR
padrao continua
Proteina Crk-I de Adaptor P46108 2,71 1,39 <1e-16
Efrina-A5 P52803 2,35 1,37 2,89E-15
Molécula de.adesao. celular QIEAP7 2.13 137 1 02E-14
endotelial seletiva
Glutationa ;—;I’ransferase P09211 0,37 137 1 27E-12
Receptor de morte 6|DR6 075509 1,98 1,36 1,35E-10
Proteina de tc?rmlnagao de P40121 3,01 136 <1e-16
macrofago
Proteina 80 contendo Q76M96 2,07 135 | 1,36E-10
dominio bobinado
Gene-3 de ativagao de P18627 206 135 | 2,47E-10
linfécito
Ck-B-8-1|proteina 3
inflamatéria de macréfagos P55773 1,84 1,35 1,26E-08
variante de processamento
Elafina P19957 2,18 1,35 9,09E-12
TIMP-1 P01033 3,94 1,34 <1e-16
HSP 70 P08107 2,08 1,34 1,24E-10
Estaniocalcina-1 P52823 2,29 1,34 2,62E-11
Receptorlll-Bderegido G | - 75515 1,91 134 | 2,53E-10
Fc de imunoglobulina
Inibidor de protease de P03973 237 134 | 7.91E-11
leucécito secretoério
TRAIL R4 Q9UBNG6 2,02 1,33 1,29E-09
MMP-3 P08254 2,40 1,33 1,36E-09
hormonio pancreaticoPH P01298 2,19 1,33 1,18E-10
Fator neurotrdfico de Q49AHO 182 132 | 546E-10
dopamina conservada
cistatina D P28325 2,11 1,32 9,36E-10
GPVI Q9HCNG 1,79 1,32 3,09E-09
Catepsina Z/X/P Q9UBR2 2,07 1,32 9,36E-10
Protein 1 tipo delta 000548 3,28 1,31 <1e-16
MPIF-1 P55773 1,88 1,31 2,73E-09
Calicreina 11 Q9UBX7 1,86 1,31 1,22E-11
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HR por Valor P
Alvo UniProt ID Q4/Q1 HR | desvio para HR
padrao continua
A interleucina-1 do
1 2,02 1 1,91E-
receptor de tipo 1|ST2 Q01638 0 30 91E-09
Molécula de ativagao de QoUIBS 249 1,30 | 9,99E-16
sinalizagéo linfocitica 5
TFF3 Q07654 3,62 1,30 3,50E-13
subunidade 3 PAFAH P68402 2,41 1,29 7,94E-14
Proteina de ligagao de fator
de crescimento tipo P08833 1,87 1,29 1,11E-08
insulina-1
CD48 P09326 2,07 1,29 4,61E-10
Renina P00797 1,70 1,29 1,67E-08
Neuroligin 4, ligada ao X Q8NOW4 2,24 1,29 1,91E-12
B quimioatrativo linfocitos 043927 2,34 1,29 1,24E-11
Proteina A de plasma
associado com gravidez Q13219 1,69 1,29 6,82E-08
uPAR Q03405 3,00 1,28 3,77E-13
Resistina Q9HD89 1,77 1,28 2,26E-08
fucosiltransferase 5 Q11128 1,55 1,28 8,30E-07
fator 1 derivado de célula P48061 179 128 2 17E-07
estromal
Nidogénio P14543 1,67 1,28 1,11E-07
ligando 1A tipo TNF 095150 2,66 1,28 6,61E-13
Alta temperatur? requisito 043464 2.01 128 6.35E-09
de serina peptidase A2
Proteina 7 de ligagéo de
fato de crescimento tipo Q16270 1,78 1,28 1,55E-07
insulina
Receptor 1 de P14778 1,83 127 | 1,12E-06
interleucina-1
Fosfolipase s:e_cretora nao P14555 108 127 5,23E-09
pancreatica A2
Proteina 4 rellac[onada a Q9BY76 2.84 127 4.93E-11
angiopoietina
Proteina de ligagdo de P05413 258 127 | 1,29E-10
acido graxo, tipo coragao
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HR por Valor P
Alvo UniProt ID Q4/Q1 HR | desvio para HR
padrao continua
Prﬁ;?;2|igzalf;?§§ode P18428 1,99 127 | 1,80E-06
Receptor 1 fator de
crescimento tipo insulina O P08069 1,75 1,27 9,87E-07
IGF-I sR
Tenascin-C P24821 1,89 1,27 3,14E-07
Receptor
ectodisplasina-A2 ligado Q9HAV5 3,64 1,27 <1e-16
ao X|XEDAR
Troponina |, cardiaca P19429 2,94 1,27 1,01E-12
Sialoproteina 6ssea 2 P21815 1,79 1,27 7,52E-08
Proteina 6 de ligacéo de
fator de crescimento tipo P24592 2,29 1,26 3,04E-11
insulina
Matrilin-2 000339 1,89 1,26 4,44E-07
Antigeno de superficie de | g 1pa7 1,56 126 | 1,79E-06
linfécitos T Ly-9
Lailina Q6UX15 2,50 1,26 1,42E-09
dCTP pirofosfatasica 1 Q9H773 1,59 1,26 7,35E-06
D'me;ﬁ)sso‘;aédnﬁf vde P02679 1,08 125 | 3,29E-06
B6 receptor EPH 015197 1,79 1,25 3,26E-09
Anidrase Carbénica lll P07451 1,88 1,25 5,33E-07
Receptor 1 de lipoproteina
de densidade baixa P78380 1,89 1,25 2,37E-07
oxidizada
Cistatina SA P09228 1,59 1,25 2,82E-06
Fator 7 f?ber g;:sctge”to 1 pri7s1 2,08 125 | 2,90E-12
Neurexophilin-1 P58417 0,58 0,75 1,11E-08
Soggy-1 Q9UKS85 0,54 0,75 2,57E-08
15'H[')d£i’;'f£jnaagizgd'”a P15428 0,51 074 | 1,93E-08
Proteina C P04070 0,38 0,74 1,29E-13
Proteina de activagao de Q12884 0,49 0.74 1 47E-06

fibroblastos a
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HR por Valor P
Alvo UniProt ID Q4/Q1 HR | desvio para HR
padrao continua
Ajustar 043508 0,44 0,74 4,06E-06
Receptor de Fatores de
Crescimento do Endotélio P35968 0,47 0,74 2,21E-10
Vascular 2
Complernentﬁar proteina de Q07021 0,49 0.74 9.01E-05
ligacdo C1q
Angiostatinas P00747 0,48 0,73 5,89E-11
ERBB3 P21860 0,39 0,72 2,03E-10
GDF11 095390 0,41 0,72 8,75E-09
BMP-1 P13497 0,39 0,71 2,54E-13
CDO devadeséo celular
regulamentada por Q4KMGO 0,39 0,70 9,06E-14
oncogene
Creatina Q'\‘jl'l\r;lase Forma P06732 0,45 0,70 | 3,60E-11
CRNAOosina dipeptidase 1 Q96KN2 0,36 0,69 <1e-16
cAMP e cGMP
fosfodiesterase 11A Q9HCR9 0,39 0,69 5,18E-12
CK-MB P12277 P06732 0,41 0,69 5,06E-13
Caderinas - 3 P22223 0,41 0,67 1,11E-16
Ret receptor de quinase de
proteina-tirosina de P07949 0,42 0,66 4,89E-13
proto-oncogene
Antiplasmina a2 P08697 0,37 0,64 <1e-16
Zi‘r’::ttgt:i?:: P10912 0,29 0,63 <1e-16
Receptor de EGF P00533 0,29 0,60 <1e-16

EXEMPLO 5: MODELO GDF11 E FSTL3

[000299] Trés modelos de riscos proporcionais de Cox foram gerados

e comparados.

¢ GDF11Modelo de proteina univariada com proteina
GDF11

¢FSTL3: Modelo de proteina univariada com proteina

relacionada com Follistatin 3 (FSTL3)
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¢ GDF11.FSTL3: Modelo de proteina de combinacdes com
GDF11 e FSTL3
[000300] Para a comparacao entre os modelos, analise de variancia,
razao de perigo Q4/Q1 de previsores lineares, NRI de probabilidade de
risco de 4 anos, e AUC integrada dentro de 4 anos foram calculados. O
modelo GDF11.FSTL3 foi o melhor modelo com todos os métodos de
avaliagéo.
[000301] As amostras atipicas foram excluidas da analise. Todos os
modelos foram calculados com transformada de log com base 10 e
padronizada.
[000302] Antes de combinar duas proteinas no modelo, a correlagéao
de Spearman foi aplicada para verificar a relacdo entre GDF11 e FSTL3.
A correlagédo entre as duas proteinas é significativa (p = 3.123 — 12),
mas a correlagdo de Spearman néo é forte (rho = —0.2251). A Tabela
15 mostra o resultado do teste de correlacdo de R.
TABELA 15: Teste de correlagdo de Spearman entre GDF11 e
FSTL3.

Spearman's rank correlation rho

data: gdfl1l and fstl3
S = 1.68e+88, p-value = 3.1238-12
alternative hypothesis: true rho is not equal to @
sample estimates:

rho

A
"3-52;{.'..\.1.

[000303] A correlagao entre GDF11 e FSTL3 € mostrada na Figura 15.
A RFU foi convertida para espaco de log com base 10. A figura da
esquerda mostra a correlagao de todas as amostras e a figura da direita
mostra a correlagdo sem uma amostra omitida, que tinha um valor de
GDF11 alto. Circulos pretos e vermelhos significam amostras sem
evento evento e amostras de eventos, respectivamente.

[000304] Trés modelos de perigo proporcionais de Cox foram
gerados: GDF11, FSTL3, e GDF11.FSTL3. O GDF11, FSTL3 modelos
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sao modelos de Cox com uma unica proteina e o0 GDF11.FSTL3 é um

modelo combinado com duas proteinas. Antes da montagem do

modelo, os valores extremos foram excluidos e os valores de RFU

foram transformadas de log e padronizados. Tabelas 16 € 17 mostram a

comparacgao entre os modelos individuais e modelo combinado com a

tabela de desvio ANOVA. O modelo combinado é significativamente

melhorado a partir dos modelos de proteinas individuais. Os valores p
para GDF11 vs GDF11.FSTL3 e FSTL3 vs GDF11.FSTL3 séo 2e-16 e

3,5e-06, respectivamente.

TABELA

16: O teste ANOVA entre os modelos GDF11 e

GDF11.FSTL3

Analysis of Deviance Table
Cox model: response is s

Model 1: ~ GDF11.2765.4.3
Model 2: ~ GDF11.2765.4.3 + FSTL3.3438.18.2
loglik Chisq Df P(>|Chi])
1 -2936
2 -2896 79 1 2@l FEE
Signif. codes: @ '***' g.@01 '**' 9,01 '*' @.05 '.' ©6.1 ' ' 1
TABELA 17: O teste ANOVA entre os modelos GDF11 e

GDF11.FSTL3

1 -2987
2 -289%6

Analysis of Deviance Table
Cox model: response is s
Model 1:
Model 2:

loglik Chisq Df P(>|Chil)

Signif. codes: @ "***' §.@61 '**' 9,01 '*' B.B5 '.' B.1 ' ' 1

~ FSTL3.3438.1@.2
~ GDF11.2765.4.3 + FSTL3.3438.10.2

21.5 1 3. Ge-0n FEE

[000305]

Tabela 18 mostra a taxa de risco Q4/Q1 de previsores

lineares para cada modelo. O modelo combinado mostra uma raz&o de

risco mais elevada do que os modelos simples. Os quartis sao definidos

pelos previsores lineares de cada modelo de Cox.
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TABELA 18: A razao de perigo Q4/Q1

Q4/Q1 HR inferior. 95 superior. 95
GDF11 2,475 1,894 3,233
FSTL3 3,637 2,738 4,830

GDF11.FSTL3 4,080 3,068 5,426
[000306] A Figura 16 mostra as curvas de sobrevivéncia de cada

quartil de todos os modelos. O 1° ao 4° quartis s&o descritos com preto,
vermelho, verde e azul (de cima para baixo, as linhas séo preta,
vermelha, verde, em seguida, azul). O sombreamento representa os
intervalos de confianga de 95%. A distancia entre o 1° e 4° quartis do
modelo GDF11.FSTL3 é maior do que os modelos de proteinas
individuais. Além disso, a distancia entre o 2° e 3° quartis do modelo
GDF11.FSTL3 também € maior do que os modelos de proteinas
individuais.

[000307] Uma comparagao entre as curvas de sobrevivéncia para o
modelo GDF11 e o modelo GDF11.FSTL3 & mostrada na Figura 3. A
figura da esquerda mostra a comparacao dos grupos de baixo risco e a
figura da direita mostra a comparagao dos grupos de alto risco. O preto
e vermelho representam o modelo GDF11 e modelo GDF11.FSTL3,
respectivamente. Neste modelo, o grupo de baixo risco identificado pelo
modelo GDF11.FSTL3 tem menos amostras de eventos do que o grupo
de baixo risco identificado pelo modelo GDF11, e o grupo de alto risco
identificado pelo modelo GDF11.FSTL3 teve mais amostras de evento
do que o grupo de alto risco identificado pelo modelo GDF11. O modelo
GDF11.FSTL3 foi, por conseguinte, mais preciso para os dois grupos de
amostras. A inclusdo de FSTL3 melhorou o modelo para ambos os
grupos de alto e baixo risco.

[000308] O NRI foi calculado entre os modelos unicos de proteinas
GDF11 e FSTL3 e GDF11.FSTL3. A probabilidade foi calculada dentro

de 4 anos e perigo de linha de base foi estimado com Kaplan-Meier.
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Inferior e Superior na tabela sao o intervalo de confianca de 95% do
NRI, que € estimado com bootstrapping. GDF11 melhora NRI de
amostras de eventos e FSTL3 melhora NRI de amostras n&o evento.
TABELA 19: NIR entre o modelo de proteina Unica e modelo
GDF11.FSTL3.

GDF11 vs GDF11.FSTL3 FSTL3 vs GDF11.FSTL3
Estimativa Inferior Superior Estimativa Inferior Superior

NRI 0,4326 0,28552 0,5772 NRI 0,31532 0,17287 0,4639
NRI+ 0,1446 0,01143 0,2655 NRI= 0,22840 0,10174 0,3612
NRI- 0,2880 0,21878 0,3563 NRI- 0,08692 0,01022 0,1653
Pr Pr

(Superior] 0,5721 0,50573 0,6329 (Superior|Cas 0,61422 0,55081 0,6807
Caso) o)

Pr Pr

(Baixo|Ca  0,4276 0,36706 0,4942 . 0,38582 0,31923  0,4491
s0) (Baixo|Caso)

Pr Pr

;Baixo|CtrI 0,6441 0,60935 0,6780 (Baixo|Ctrl) 0,54345 0,50504 0,5828
Pr Pr

(Superior]  0,3560 0,32190 0,3906 (Superior|Ctrl 0,45653  0,41738  0,4949
Ctrl) )

[000309] A Figura 18 mostra uma comparagéo da probabilidade de 4
anos entre GDF11 e GDF11.FSTL3 (esquerda) e entre FSTL3 e
GDF11.FSTL3 (a direita). Os pontos pretos, vermelhos e verdes

descrevem controle, caso, e as amostras censuradas no ano 4.
[000310] O AUC integrado (Cindex) dentro de 4 anos € apresentado
na Tabela 20. Intervalos de confianca de 95% foram calculados com
bootstrapping, semelhante ao NRI.

TABELA 20: O AUC integrado (Cindex) no prazo de 4 anos.

Cindex inferior.95 superior. 95

GDF11 0,5882 0,5555 0,6096
FSTL3 0,6038 0,5786 0,6321
GDF11.FSTL3 0,6286 0,6050 0,6566

[000311] As curvas ROC no ano 4 sao mostrados na Figura 19. Os

numeros na legenda referem-se a AUC no ano 4 (AUC nao integrado).
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[000312] Trés modelos de

comparados com varias estatisticas de avaliacdo, para os modelos de
marcadores individuais € o modelo de marcador de combinacdo. O
modelo de combinacgdes, que inclui GDF11 e FSTL3, teve o melhor

desempenho de acordo com todos os valores de avaliacio.

[000313]

neste exemplo.

risco proporcional

de Cox foram

Os seguintes quadros mostram os trés modelos utilizados

Call:
coxph(formula = f, data

X, X T)
n= 937, number of events= 465

coef exp(coef) se(coef)

z Pr(>|z])

GDF11.2765.4.3 -8.3452 @.7881 @.8579 -5.96 2.5e-99 **#*
Signif. codes: @ '***' §.@p1 '**' 8.61 '*' @.65 '.' B.1 ' ' 1

exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95
GDF11.2765.4.3 8.76e8 1.41 8.632 8.793
Concordance= 8.684 (se = 8.814 )
Rsquare= .84  (max possible= 8.998 )
Likelihood ratio test= 38.1 on 1 df, p=6.66e-10
Wald test = 35.6 on 1 df, p=2.46e-89
Score (logrank) test = 28.4 on 1 df, p=9.95e-08
Call:
coxph(formula = ¥, data = x, x = T)

n= 937, number of events= 465
coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z|)

FSTL3.3438.18.2 6.436 1.547 @.842 18.4 <2e-16 ***
Signif. codes: @ '**¥' §. @81 '**' 8.61 '*' @.65 '.' 8.1 ' ' 1

exp(coef) exp(-coef) lower

FSTL3.3438.18.2 1.55 8.646

Concordance= 8.634 =
Rsquare= @.897
Likelihood ratio test
Wald test

Score (logrank) test

(se = 8.814 )

(max possible= ©.998 )
95.6 on 1 df,
188 on 1 df,
185 on 1 df,

.95 upper .95

1.

42 1.68

Call:
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coxph{formula = ¥, data = x, x = T)
n= 937, number of events= 465

coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z])
GDF11.2765.4.3 -B.2685 a.7786 8.8577 -4.52 6.2e-86 ***
FSTL3.3438.18.2 ©.4864 1.5614 8.0434 9.36 < 2e-1g ***

Signif. codes: @ '"***' @.@0l1 '**' @.01 '*' @.85 '." ©.1 ' ' 1

exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95
GDF11.2765.4.3 8.771 1.298 0.688 0.863
FSTL3.3438.18.2 1.5081 B.666 1.379 1.635

Concordance= 8.652 (se = 8.814 )

Rsquare= @.117 (max possible= ©.998 )
Likelihood ratio test= 117 on 2 df, p=0
Wald test 124 on 2 df, p=0
Score (logrank) test = 119 on 2 df, p=0

EXEMPLO 6: MODELOS GDF11 E FSTL3 PARA GRUPOS DE
EVENTO ESPECIFICO
[000314] Os modelos de Cox de GDF11, FSTL3 e GDF11.FSTL3

foram equipados com CHF e amostras da Morte, e as amostras de

eventos trombdticos separadamente, para determinar como o modelo
executa cada tipo de evento CV. Razao de perido Q4/Q1 de preditores
lineares do modelo, AUC integrado (Cindex) dentro de 4 anos, e NRI de
probabilidade de risco de 4 anos foram calculados. Para o calculo da
probabilidade do risco, o estimador de Kaplan-Meier foi usado como
linha de base de perigo.

[000315] Encaixou-se o modelo de riscos proporcionais de Cox com
GDF11, FSTL3 e GDF11.FSTL3 com grupos de eventos especificos:
CHF e grupo de Morte, e o grupo de evento trombético. CHF e grupo de
Morte incluem CHF (125), CVDDeath (55), morte (135) e NONE (472).
Grupo de eventos trombodticos inclui Ml (104), acidente vascular
cerebral (30), a TIA (16) e NONE (472). NONE, que sdo amostras sem
evento, foram usadas em ambos os grupos. Para a avaliacdo dos
modelos, a taxa de risco Q4/Q1 de preditores lineares, AUC integrado
dentro de 4 anos, e NRI de probabilidade de risco de quatro anos foram

calculados. Probabilidade de risco foi calculada com perigo de linha de
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base de Kaplan-Meier.

[000316] Tabela 21 mostra a taxa de risco Q4/Q1, razdo de perigo
inversa e e seus intervalos de confianga de 95%. Razdo de perigo
Q4/Q1 de GDF11 e FSTL3 né&o séo significativamente diferentes entre
DHF. DEATH e amostras de eventos trombdticos, mas a razao de
perigo de GDF11.FSTL3 é melhor com grupos de eventos trombaticos
que o grupo CHF. DEATH.

TABELA 21: Razéao de perigo Q4/Q1 de cada modelo e de grupo.

$GDF11

Q4/Q1 HR Q1/Q4 HR CI Lower CI Upper
All 2.475 @.4048 1.894 3.233
CHF .DEATH 2.726 ©.3668 1.964 3.784

Thrombotic.Event 2.743 8.3645 1.698 4,432

$FSTL3

Q4/Q1 HR Q1/Q4 HR CI Lower CI Upper
All 3.637 8.2758 2.738 4.830
CHF .DEATH 4,478 8.2233 3.125 6.416

Thrombotic.Event 4.605 9.2171 2.731 7.765

$GDF11.FSTL3

Q4/Q1 HR Q1/Q4 HR CI Lower CI Upper
All 4.8088 8.2451 3.868 5.426
CHF .DEATH 4,394 8.2276 3.869 6.291
Thrombotic.Event 5.493 ©.1821 3.185 9.473

[000317] A Figura 1 mostra as curvas de sobrevivéncia dos quartis de
preditor linear de cada grupo de modelo GDF11.FSTL3. O 1° ao 4°
quartis séo descritos com preto (linha de topo), vermelho (segunda linha
embaixo), verde (terceira linha embaixo) e azul (linha de fundo). O
sombreamento mostra os intervalos de confianga de 95%. O 1° quartil
do evento trombatico (baixo grupo de risco) mostra menos eventos. Isto
sugere que o modelo pode ser bastante sensivel para o evento
trombatico.

[000318] AUC integrado (Cindex) dentro de 4 anos e os intervalos de
confianga de 95% estdo apresentados na Tabela 22. Com Cindex, ndo
ha diferencas significativas entre o grupo CHF. DEATH e grupo de
eventos trombdticos, embora descobriu-se que a razao de perigo Q4/Q1

é diferente entre os grupos.
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TABELA 22: AUC integrado (Cindex) dentro de 4 anos.

$GDF11

Cindex Cindex.CI.lower.95 Cindex.CI.upper.95
All 8.5882 8.5614 8.6165
CHF .DEATH 9.5892 8.5582 0.6228
Thrombotic.Event 8.6857 8.5641 @.6583
$FSTL3

Cindex Cindex.CI.lower.95 Cindex.CI.upper.95
All 6.6838 8.5888 0.6344
CHF .DEATH 0.6818 8.5754 0.6482
Thrombotic.Event ©.5994 8.5667 0.6600
$GDF11.FSTL3

Cindex Cindex.CI.lower.95 Cindex.CI.upper.95

All B8.6286 a.6847 B.6558
CHF .DEATH B.6388 8.6628 B.6645
Thrombotic.Event 8.6292 0.5939 0.6777

[000319] Em conclusdo, os modelos de Cox de GDF11, FSTL3 e
GDF11.FSTL3 foram gerados com grupos de amostras especificos. O
modelo GDF11.FSTL3 mostra o melhor resultado com razao de perigo
Q4/Q1 com o grupo de evento tromboético. Com Cindex, todos os
modelos apresentaram resultados semelhantes.

EXEMPLO 7: GDF11 E GASP1/MODELO GASP2

[000320] A combinagdo de GDF11 com outras duas proteinas,
GASP1 (WFIKKN2, SwissProt Q8TEU8) e GASP2 (WFIKKNT,
SwissProt Q96D09), tambem foi testada.

[000321] Os quatro modelos de Cox seguintes foram gerados: (1)
GDF11, modelo de Cox com proteina GDF11; (2) modelo
GDF11.WFIKKN1, Cox com GDF11 e GASP2; (3) modelo
GDF11.WFIKKN2, Cox com GDF11 e GASP1; e (4)
GDF11.WFIKKN1.WFIKKN2, modelo de Cox com GDF11, GASP1 e

GASP2. Antes de criar os modelos, a medicdo de proteina foi

normalizada para Gaussiana (0,1).
[000322] Razao de perigo Q4/Q1 de preditores lineares foi calculada
para os modelos. O grupo Q1 assume-se como grupo de baixo risco e o

grupo Q4 assume-se como grupo de alto risco. Descobriu-se que
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adicionar GASP2 (WFIKKN1) ndo melhora o modelo GDF11, mas
adicionar WFIKKN2 mostrou alguma melhora (2,432-2,719). Os valores
de taxa de risco Q4/Q1 e curvas de sobrevivéncia dos quartis sao
mostrados na Tabela 23 e na Figura 21.

TABELA 23. Razao de perigo Q4/Q1 de cada modelo.

# 04/01 HR Q1/Q04 HR CI Lower cInferior CI  Superior Cl
## GDF11 2.432  09.4111 1.864 3.1/5
## GDF11.WFIKKN1 2.392 ©9.4180 1.830 3.127
## GDF11.WFIKKN2 2.719  ©.3678 2.871 3.569

## GDF11.WFIKKNL.WFIKKN2 2.758 9.3626 2.102 3.619

[000323] Além disso, os modelos foram comparados com tabelas de
desvio ANOVA. O resultado R de comparacdo entre GDF11 e os
modelos combinados s&o mostrados abaixo. GDF11.WFIKKN2 e
GDF11.WFIKKN1.WFIKKN2 foram significativos, quando comparados
com o modelo GDF11 (p = 3. 1e-05, 0,00015, respectivamente). A
adicao de WFIKKN1 nao mostrou significancia (p = 0,38). Os valores de
p sdo destacados a seguir.
» Comparagao entre GDF11 e GDF11.WFIKKN1

## Analysis of Deviance Table

## Cox model: response is s

## Model 1: ~ GDF11l.2765.4.3

##* Model 2: ~ GDF11.2765.4.3 + WFIKKN1.3191.58.2
##  loglik Chisq DFf P(>|Chi])

## 1 -293B8

## 2 -2937 6.77 1 @.38

* Comparacao entre GDF11 e GDF11.WFIKKN2

## Analysis of Deviance Table
## Cox model: response is s
## Model 1: ~ GDF11l.2765.4.3
## Model 2: ~ GDF11.2765.4.3 + WFIKKN2.3235.58.2
##  loglik Chisq Df P(>|Chil)

## 1 -2938

## 2 -2929 17.4 1 3.1le-@5 ***

HH# ---

## Signif. codes: @ '***' g. @Bl '**' B.e1 '*' B.O5 "." 6.1 " " 1

* Comparacao entre GDF11 e GDF11.WFIKKN1.WFIKKN2
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## Cox model: response is s

## Model 1: ~ GDF11.2765.4.3

##  Model 2:

##  loglik Chisg Df P({>|Chi])

## 1 -2938

#H 2 -2929 17.6 2 0.08015 ***

HH#

## Signif. codes: @ 'kE*!

[000324]

realizado. A probabilidade foi calculada dentro de 4 anos. A adi¢cao de

GASP1

0.0l

Voo Y

8.01

[

~ GDF11.2765.4.3 + WFIKKN1,3191.58.2 + WFIKKNZ.3235.58.2

.05 '." 8.1 "' " 1

Para avaliar os modelos, calculo de NRI foi também

(WFIKKN2) melhorou o NRI (0,16), especialmente com

amostras nao-evento (0,12). A partir deste resultado, GASP1 podem ser

capazes de melhorar a taxa negativa verdadeira. Em contraste, GASP2

nao melhorou NRI mais do que 0,1. O resultado R de NRI é mostrado

aba

##

##
##
#
w#
##
##
w#

##
w#
##
##
##
##
##
##
##

iXO0.

NRI
NRI+
NRI-

* NRI entre GDF11 e GDF11.WFIKKN1

GDF11 vs GDF11.WFIKKN1

Estimate

a.
8.
-8.
Pr(Up|Case) 8.
.45382

Pr(Down|Case) @

Pr{Down|Ctrl) @.
Pr(Up|Ctrl) 0.

MRI
NRI+
NRI-

@5855
89245
83391
54627

48383
51694

-8.
-8.
-8.

a.

0.
0.
Q.

Lower

#8189
92881
11142
48586
39769
44431
47665

O 00 ®

.208126
. 20485
.B4671
.68175
.51467
.52336
.55573

* Comparacao entre GDF11 e GDF11.WFIKKN2

GDF11 vs GDF11.WFIKKN2

Estimate

9.
.04422
.11892

Pr(Down |Case)
Pr(Down |Ctrl)

(%]
(%]
Pr(Up|Case) 0.
(%)
e

16315

52286

47784
. 55948
Pr(uUp|Ctrl) 0.

44856

O 000D

Lower

.B2639
.B87236
.04351
46394
.41338
.52176
.48485

e e

* NRI entre GDF11 e GDF11.WFIKKN1.WFIKKN2
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#o----- GDF11 vs GDF11.WFIKKNL.WFIKKNZ -----
## Estimate Lower Upper
## NRI 8.13468 -0.81276 B.2759
## NRI+ @.82732 -6.689316 8.1643
## NRI- B.18728 0.828B63 B.1758
## Pr(Up|Case) ©.51364 ©.45354 0.5820
## Pr(Down|Case) 0.48632 ©.41779 ©.5467
## Pr(Down|Ctrl) ©.55365 ©.51428 0.5879
## Pr(Up|Ctrl) 9.44637 ©.41211 0.4857

[000325] A probabilidade de quatro anos entre modelos é mostrada na
Figura 22.

[000326] Finalmente, o céalculo de AUC foi realizado para a avaliagao
entre 0os modelos. De acordo com resultados a seguir, nenhuma
proteina melhorou o modelo GDF11. As curvas ROC para cada modelo
sdo mostradas na Figura 23. As curvas ROC para cada modelo foram
semelhantes.

* GDF11

##  Cindex lower.95 upper.95
## 1 ©.586 ®.5579 ©.6143

* GDF11.WFIKKN1

H# --mmm —mmm-
##  Cindex lower.95 upper.95
## 1 8.5849 8.5572 @.6133

* GDF11.WFIKKN2

ST
##  Cindex lower.95 upper.95
## 1 ©.5994 ©.5717 8.6385

* GDF11.WFIKKN1.WFIKKN2

HH =mmmm mmme-
##  Cindex lower.95 upper.95
## 1 ©.5988 9.5712 8.63

[000327] Em resumo, GASP1 (WFKKNZ2) pode melhorar o modelo
GDF11, mas a melhoria € pequena. GASP2 (WFKKN1) ndo melhorou o
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modelo GDF11.

[000328] O modelo de Cox utilizado neste exemplo € mostrado
abaixo.
* GDF11
## Call:
## coxph(formula = f, data = x, x = T)
##
## n= 938, number of events= 465
ki £
#4 coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z|)
## GDF11.2765.4.3 -8,3325 0.7171 ©8.8578 -5.75 B.7e-89 ***
#Ho---
## Signif. codes: @ '***' p.@@1 '**' B.01 '*' B.05 '.' 0.1 " ' 1
i
## exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95
## GDF11.2765.4.3 8.717 1.39 8.64 ©.803
##
## Concordance= ©.682 (se = 0.914 )
## Rsquare= 0.837 (max possible= ©.998 )
## Likelihood ratio test= 35.6 on 1 df, p=2.42e-89
## Wald test = 33.1 on 1 df, p=8.75e-89
1 df

##

##
#it
##
##
H#
##
##
##
##
##
##
##

Hi#
H#
H#
¥
##
Hit
i
i

26.6 on

Score (logrank) test
* GDF11.WFIKKN1

3 p=2.53e-87

Call:
coxph{formula = f, data = x, x = T)
n= 938, number of events= 465
coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z|)

GDF11.2765.4.3 -0.3206 ©.7257 ©.0590 -5.43 5.6e-@8 ***
WFIKKN1.3191.58.2 -0.8489 0.9599 @.8466 -0.88 @.38
Signif. codes: @ '***' 9.881 '**' ©.01 '*' 6.5 '."' 6.1 ' ' 1

exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95
GDF11.2765.4.3 B.726 1.38 ®.646 ©.815
WFIKKN1.3191.58.2 0.968 1.4 0.876 1.852
Concordance= 9.601 (se = ©.814 )
Rsquare= 0.838 (max possible= @.998 )
Likelihood ratio test= 36.4 on 2 df, p=1.26e-88
Wald test = 34.3 on 2 df, p=3.55e-88
Score (logrank) test = 28.8 on 2 df, p=5.65e-87

* GDF11.WFIKKN2
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## Call:

## coxph(formula = ¥, data = x, x = T)

i

#t# n= 938, number of events= 465

#it

## coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z|)

## GDF11.2765.4.3 -8.3369 @.7148 0.8575 -5.86 4.6e-89 ¥*¥*
## WFIKKNZ.3235.56.2 ©.2814 1.2232 8.8484 4.16 3.2e-B5 F*#*
#H ---

## Signif. codes: @ "***' @§.p@l '**' ©.81 '*' @.65 '." 8.1 ' ' 1
i

#i exp{coef) exp(-coef) lower .95 upper .95

## GDF11.2765.4.3 a.714 1.481 @8.638 8.799

## WFIKKNZ.3235.5@.2 1.223 9.818 1.112 1.345

i

## Concordance= 0.609 (se = 8.814 )

## Rsquare= 0,055 {max possible= 8.998 )

## Likelihood ratio test= 53 on 2 df, p=3.18e-12
## Wald test 59.7 on 2 df, p=9.63e-12
## Score (logrank) test 42.1 on 2 df, p=7.26e-18

* GDF11.WFIKKN1.WFIKKNZ2

## Call:

## coxph(formula = ¥, data = x, x = T)

#it

## n= 938, number of events= 465

i

#it coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z]|)

## GDF11.2765.4.3 -0.3294 ©.7193 0.8589 -5.68 2.2e0-Q8 ***
## WFIKKN1.3191.58.2 -08.825%6 @.9747 A.P466 -8.55 B.58

## WFIKKN2.3235.58.2 @.1989 1.2201 ©.8486 4.10 4.2e-85 ***
B o---

## Signif. codes: @ "¥**¥' @.001 '**' @.01 '*' .05 '.' 0.1 " "1
i

#it exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95

## GDF11.2765.4.3 8.719 1.39 8.641 9.8607

i WFIKKN1.3191.58.2 8.975 1.83 ©.8906 1.068

## WFIKKMN2.3235.58.2 1.228 8.82 1.1689 1.342

#it

## Concordance= 98.609 (se = 9.614 )

## Rsquare= 8.855 (max possible= ©.998 )

## Likelihood ratio test= 53.2 on 3 df, p=1.62e-11
## Wald test = 51.4 on 3 df, p=4.,le-11
## Score (logrank) test = 43.7 on 3 df, p=1.73e-69
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REIVINDICAGOES

1. Método para triagem de um individuo quanto ao risco de
um evento cardiovascular (CV) ou para predizer a probabilidade que
um individuo tenha um evento CV, caracterizado pelo fato de que
compreende:

(@) formar um painel de biomarcador compreendendo
biomarcadores de proteina MMP12, angiopoietina-2, complemento C7,
troponina | cardiaca, proteina relacionada com angiopoietina 4,
CCL18/PARC, complexo de alfa-1-antiquimotripsina, GDF11 e
alfa-2-antiplasmina;

(b) detectar o nivel de cada um dos biomarcadores de
proteina do painel em uma amostra do individuo; e

(c) comparar os niveis de deteccdo com niveis de controle.

2. Método de acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado
pelo fato de que a probabilidade de o individuo ter um evento CV dentro
de 4 anos ¢é elevada se o nivel de complexo de alfa-1-antiquimotripsina
€ maior que um nivel de controle, e o nivel de quatro a seis
biomarcadores selecionados a partir do nivel de MMP12,
angiopoetina-2, complemento C7, troponina | cardiaca, proteina
relacionada com angiopoietina 4, CCL18/PARC forem superiores a um
nivel da respectiva proteina de controle, e se o nivel de um
biomarcador ou ambos os biomarcadores selecionados a partir de
GDF11 e alfa2-antiplasmina for menor do que um nivel de controle da
respectiva proteina.

3. Método de acordo com a reivindicacdo de 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o individuo tem doenca da artéria
coronaria.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
de 1 a 3, caracterizado pelo fato de que o individuo ndo tem um

historico de eventos CV.
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5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 3, caracterizado pelo fato de que o individuo teve pelo menos um
evento CV.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
de 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o evento CV é selecionado a
partir de enfarte do miocardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia
cardiaca congestiva, ataque isquémico transgénico, e morte.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
de 1 a 6, caracterizado pelo fato de que a amostra é selecionada a
partir de uma amostra de sangue, uma amostra de soro, uma amostra
de plasma, e uma amostra de urina.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
de 1 a 7, caracterizado pelo fato de que compreende colocar
biomarcadores da amostra do individuo em contato com um conjunto
de reagentes de captura de biomarcadores, em que cada reagente de
captura de biomarcador do conjunto de reagentes de captura de
biomarcadores se liga especificamente a um biomarcador diferente a
ser detectado.

9. Método de acordo com a reivindicacao 8, caracterizado
pelo fato de que cada reagente de captura de biomarcador € um
anticorpo ou um aptamero.

10. Método de acordo com a reivindicacido 9, caracterizado
pelo fato de que cada reagente de captura de biomarcador € um
aptamero.

11. Método de acordo com a reivindicacao 10, caracterizado
pelo fato de que pelo menos um aptamero é um aptamero de taxa de
desaceleracdo lenta, em que

cada aptdmero de taxa de desaceleragdo lenta se liga,
opcionalmente, a sua proteina alvo com uma taxa de desaceleragao

(tz) de = 30 minutos.
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Gréfico de Concordancia de Intensidade de Sinal Médio

(Desvio de Intensidade = 0,056)
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o Aptamero liga proteina em solugao

¢ Complexo aptamero/proteina capturado em contas
¢ Reagdo de alvo de proteina

¢ Desafio cinético anidnico

e Remove proteinas livres

e | iberagdo de fotoclivagem de contas

4

e Proteina captura contas magnéticas
e Remove aptameros livres

o Libera aptamero de ligagao e detecta

FIG. 13
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