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‘POLIMORFISMO NA RECEPTIVIDADE PREVISTA DO GENE APO(A) AO
TRATAMENTO COM ACIDO ACETILSALICILICO”

Campo da invengéo

A presehte invengao refere-se a métodos para analisar as variagdes nucleotidicas
no gene de apoliproteina(a) (Apo(a)) para avaliar uma resposta do individuo humano a
terapia com acido acetilsalicilico.

Fundamento

A Lipoproteina(a) (Lp(a)) € um complexo de plasma que consiste em uma Unica
molécula covalente de apoliproteina(a) (Apo(a)) ligada através de uma ligagédo de dissulfeto
a uma unica molécula de apoliproteina B-100 juntamente com lipidio rico em colesterol
(Marcovina et al. in Handbook of Lipoproteina testing Rifai et al. Eds.. AACC Press,
Washington, D.C., 2000; p. 819). Enquanto as fungdes biolégicas de Lp(a) na fisiologia
normal permanecem incertas, niveis altos de Lp(a) tém sido associados ao aumentado de
risco cardiovascular e eventos cardiovasculares, tais como infarto do miocardio e acidente
vascular cerebral, particularmente quando LDL-C for também elevado (Berglund et al.,
Arterioscler Thromb Vasc Biol 24, 2219 (2004); Hobbs et al., Curr Opin Lipidol 10, 225
(1999); Danesh et al., Circulation 102, 1082 (2000); Ridker et al., JAMA 297, 611 (2007);
Danik et al., JAMA 296, 1363 (2006)).

O locus de apoliproteina(a) estd dentre os mais polimérficos no genoma humano. A
variagdo genética de Apo(a) tem sido associada a ampla faixa de niveis de Lp(a) e conta
amplamente para a hereditariedade de Lp(a) (Broeckel et al., Nat Genet 30, 210 (2002);
Boerwinkle et al, J Clin Invest 90, 52 (1992); Mooser et al., Am J Hum Genet 61, 402 (1997);
Schmidt et al., Eur J Hum Genet 14 190 (2006)). Recentemente, muitos polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) no gene Apo(a) foram identificados e foram associados a
disturbios cardiovasculares tais como infarto do miocardio e acidente vascular cerebral e/ou
reacdo ao farmaco tal como reacéo a estatina (Ver Publicagdo do Pedido de Patente U.S.
US2005/0272054A1).

Individuos com risco elevado de eventos -cardiovasculares futuros sé&o
frequentemente prescritos com acido acetilsalicilico (aspirina) para reduzir o risco de um
evento cardiovascular. No entanto, o acido acetilsalicilico ndo é eficaz ém todos os
individuos e o uso de &cido acetilsalicilico (aspirina) como prevengdo primaria contra
eventos cardiovasculares tem sido controverso, particularmente em mulheres, para quem
tiveram poucos dados (Ridker et al., N Engl J Med 352, 1293; 2005). Desse modo, existe
uma necessidade continua de aperfeigoar o projeto e terapia de selegdo do agente
farmacéutico. Em relagdo a isto, os SNPs podem ser utilizados para identificar pacientes
mais adequados ao tratamento com agentes farmacéuticos especificos tais como acido
acetilsalicilico e/ou outros antiplaquetarios e/ou agentes antitrombéticos (isto é
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frequentemente denominado "farmacogenéticos"). De modo similar, os SNPs podem ser
utilizados para excluir pacientes de certos tratamentos devido a alta probabilidade do
paciente em desenvolver efeitos laterais tdxicos ou sua probabilidade de ndo responder ao
tratamento. Fazendo isso, tais SNPs poderiam ser Uteis na definicdo da relagdo beneficio
para risco de uma dada intervencdo para cada individuo. Os farmacogenéticos podem
também ser utilizados na pesquisa farmacéutica para assistir o desenvolvimento do farmaco
e o processo de selegdo. (Linder et al., Clinical Chemistry, 43, 254 (1997); Marshall, Nature
Biotechnology, 15, 1249 (1997); International Patent Application WO 97/40462, Spectra
Biomedical; e Schafer et al., Nature Biotechnology, 16, 3(1998)).

Sumario da Invengéo

A presente invengéo refere-se, em parte, a métodos para avaliar uma reagéo do
individuo humano ao tratamento com acido acetilsalicilico para reduzir o risco de um evento
cardiovascular futuro. A presente invencédo é baseada, em parte, na descoberta de que os
novos polimorfismos de nucleotideo no gene Apo(a) permitem uma inferéncia a ser
desenhada como se um individuo humano ird responder ou ndo ao tratamento com acido
acetilsalicilico, a uma dose especifica de acido acetilsalicilico, ou a outro agente
antiplaquetario ou antitrombético. A invengdo permite identificar individuos que irdo reagir e
individuos que ndo irdo reagir ao tratamento com acido acetilsalicilico antes do inicio da
terapia. A invengdo também permite selecionar dentre os agentes antiplaquetarios e
antitrombdéticos os agentes mais provaveis a oferecer o mais alto beneficio de baixo risco de
um evento cardiovascular para um individuo especifico. Os polimorfismos descritos s&o
também UGteis como meta para o projeto de reagentes diagnésticos e para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos para uso no diagnéstico e tratamento de eventos
cardiovasculares e patologias relacionadas.

De acordo com um aspecto da invengdo, um método é provido para avaliar uma
receptividade do individuo humano ao tratamento com acido acetilsalicilico para reduzir o
risco de um evento cardiovascular futuro. O método envolve determinar a identidade de um
polimorfismo de Unico nucleotideo no cromossomo de posigdo 6:160880877 (Montagem de
Marco de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI) do gene da
alipoproteina(a) (Apo(a)) do individuo. Em algumas modalidades importantes, a presenca de
um polimorfismo caracterizado por citosina ou guanina no cromossomo de posi¢édo
6:160880877 indica receptividade ao tratamento com acido acetilsalicilico. Em outras
modalidades importantes, a presenga de um polimorfismo caracterizado por timina ou
adenina no cromossomo de posigdo 6:160880877 indica nenhuma receptividade ao
tratamento com acido acetilsalicilico. Qualquer de uma variedade de métodos de detecgédo
pode ser empregada, como serd bem-conhecido aqueles versados na técnica. Métodos
comuns incluem contatar um &cido nucléico obtido a partir do individuo com uma sonda de
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acido nucléico ou ordenando um &cido nucléico obtido a partir do individuo. Exemplos de
tais métodos incluem, mas n&o esta limitados a hibridizagdo de sonda alelo especifica,
extensao iniciadora de alelo especifica, amplificagdo de alelo especifica, digestdo de 5'
nuclease, ensaio de sinalizador molecular, ensaio de ligadura de oligonucleotideo, analise
de tamanho, e polimorfismo de conformagédo de filamento Unico. Em algumas modalidades
importantes, a identidade do polimorfismo & determinada ordenando um &cido nucléico
obtido a partir do individuo.

De acordo com outro aspecto da invengéo, um ensaio é provido. O ensaio envolve
contatar um agente com uma proteina Apo(a) isolada codificada por um gene Apo(a)
possuindo citosina ou guanina nucleotidica no cromossomo 6:160880877 (Montagem de
Margo de 2006 - NCBI construgéo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI), avaliando a ligagéo do
agente a proteina Apo(a) isolada ou a Lipoproteina(a) (Lp(a)), € comparar a ligagdo a um
controle. Em algumas modalidades, o controle envolve uma medigdo da ligagdo de um acido
acetilsalicilico a proteina Apo(a) ou a Lp(a), ou as plaquetas ou uma medida da interagédo de
acido acetilsalicilico com as plaquetas. De acordo com outro aspecto da invengdo, um
ensaio é provido. O ensaio envolve contatar um agente com uma proteina Apo (a) isolada
codificada por um gene Apo(a) possuindo timina ou adenina nucleotidica no cromossomo
6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @
NCBI), avaliando a ligagdo do agente a proteina Apo(a) isolada, e comparando a ligagdo a
um controle. Em algumas modalidades, o controle envolve uma medida da ligagdo de um
acido acetilsalicilico & proteina Apo(a) isolada ou a Lp(a), ou as plaquetas ou a uma medida
da interacgéo do acido acetilsalicilico com as plaquetas.

De acordo com outro aspecto da invengédo, um método de tratamento é provido. O
método envolve selecionar um individuo humano com base em que o individuo humano
possua um polimorfismo de Apo(a) caracterizado por citosina ou guanina no cromossomo
6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgéo 36.1; rs3798220 dbSNP @
NCBI) e administrar ao individuo acido acetilsalicilico para reduzir o risco de um evento
cardiovascular futuro devido ao individuo possuir o polimorfismo. Em algumas modalidades,
o individuo também possui um nivel elevado de Lp(a) no sangue.

De acordo com outro aspecto da invengdo, um método de tratamento é provido. O
método envolve selecionar um individuo humano com base em que o individuo humano
possua um polimorfismo de Apo(a) caracterizado por timina ou adenina no cromossomo
6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @
NCBI) e administrar ao individuo um outro agente antitrombético que ndo o acido
acetilsalicilico para reduzir o risco de um evento cardiovascular futuro devido ao individuo
possuir o polimorfismo. Em algumas modalidades, o individuo também possui um nivel
elevado de Lp(a) no sangue.
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O agente antitrombético pode ser uma tienopiridina ou um derivado de tienopiridina.
Exemplos de tienopiridina ou um derivado de tienopiridina incluem, mas ndo estéo limitados
a clopidogrel, bissulfato clopidogrel, ticlopidina, prasugrel (CS - 747, ou LY 640315), SR
25989, e PCR 4099. Os agentes antitrombéticos também incluem, mas ndo estéo limitados
a sodio de enoxaparin, ximelagatrano, abciximab, tirofiban. Exemplos de outros agentes
antitrombdéticos também incluem ativador do plasminogénio (por exemplo, Activase,
Alteplase) (catalisa a conversédo de plasminogénio inativo para plasmina. Isto pode ocorrer
através de interagdes de preakallikrein, kininogens, Fatores Xlil, Xllla, pro-ativador de
plasminogénio, e tecido ativador de plasminogénio TPA), Estreptoquinase, Urocinase,
Anisoilato Complexo Ativador de Estreptoquinase - Plasminogénio, Pré-Urocinase, (Pré-
UK), rTPA (alteplase ou activase; r significa recombinante), rPro-UK, Abbocinase, Eminase,
Esreptase, Anagrelide, Cloridrato de Anagrelide, Bivalirudin, Sédio de Dalteparin, sodio de
Danaparoid, Cloridrato de Dazoxiben, Sulfato de Efegatran, Sédio de Enoxaparin, Ifetroban,
Sodio de Ifetroban, Tinzaparin sédio, retaplase, Trifenagrel, Warfarin, Dextranas, acido
aminocapréico (Amicar), e &cido tranexamico (Amstat), Sulfinpirazona, Dipiridamol,
Clofibrato, Piridinol Carbamato, PGE, Glucagon, farmacos de Antiserotonin, Cafeina,
Theophyllin Pentoxifyllin, e Ticlopidina. Os agentes antitrombéticos também incluem aqueles
que especificamente se ligam aos receptores de plaquetas incluindo, mas n&o Iimitados aos
receptores PAR-l e PAR-2, bem como receptores de plaquetas para trombina, e os
receptores de plaqueta ADP tais como P2Y ..

De acordo com outro aspecto da invengdo, um método é provido para avaliar uma
receptividade do individuo humano ao tratamento com acido acetilsalicilico para reduzir o
risco de um evento cardiovascular futuro. O método envolve detectar a presenga ou
auséncia de um marcador genético ligado ou em desequilibrio de ligamento com um
polimorfismo de nucleotideo uUnico (SNP) no cromossomo de posicdo 6:160880877
(Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgéo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI) do gene
da apolipoproteina(a) do individuo humano (Apo(a)). O marcador genético pode ser um
alelo, um SNP, um polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrigado (RFLP), um
DNA polimérfico amplificado aleatério (RAPD), um polimorfismo de comprimento dos
fragmentos ampilificados (AFLP), ou um uma simples sequéncia repetida (SSR).

Em algumas modalidades, o marcador genético € um SNP no cromossomo de
posigcdo 6:160849894 (NCBI construgdo 128; rs9457931 dbSNP@NCBI). Em algumas
modalidades, o marcador genético € um SNP no cromossomo de posigdo 6:160830272
(NCBI construgé@o 128; rs9457927 dbSNP@NCBI). Em algumas modalidades, o ligamento
esta entre 16, 17, ou 18 repeticdes de dominio de Kringle (Kr) IV tipo 2.

Em algumas modalidades, a presenga de um polimorfismo caracterizado por
citosina ou guanina no cromossomo de posi¢do 6:160880877 indica resposta ao acido
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acetilsalicilico. Em outras modalidades importantes, a presenga de um polimorfismo
caracterizado por timina ou adenina no cromossomo de posigdo 6:160880877 indica
nenhuma resposta ao 4cido acetilsalicilico. Em algumas modalidades, o método ainda
envolve determinar um nivel de Lipoproteina(a) (Lp(a)) em uma amostra de sangue
proveniente do individuo.

De acordo com ainda outro aspecto da invengdo, um método de tratamento é
provido. O método envolve selecionar um individuo humano com base em que o individuo
humano possua um marcador genético ligado ou em desequilibrio de ligamento com um
polimorfismo de Apo (a) caracterizado por citosina ou guanina no cromossomo 6:160880877
(Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI) e
administrar acido acetilsalicilico para reduzir o risco de um evento cardiovascular futuro
devido ao individuo possuir o polimorfismo.

O marcador genético pode ser um alelo, um SNP, um polimorfismo de comprimento
dos fragmentos de restricdo (RFLP), um DNA polimérfico amplificado aleatério (RAPD), um
polimorfismo de comprimento dos fragmentos amplificados (AFLP), ou um marcador
microssatélite (SSR). Em algumas modalidades, o individuo humano também possui um
nivel elevado de Lipoproteina(a) (Lp(a)) no sangue.

Em algumas modalidades, o marcador genético € um SNP no cromossomo de
posicdo 6:160849894 . (NCBI construgdo 128; rs9457931 dbSNP@NCBI). Em algumas
modalidades, o marcador genético € um SNP no cromossomo de posi¢do 6:160830272
(NCBI construgdo 128; rs9457927 dbSNP@NCBI). Em algumas modalidades, o ligamento
esta entre 16, 17, ou 18 repeti¢des de dominio Kringle (Kr) IV tipo 2.

De acordo com ainda outro aspecto da invengdo, um método de tratamento é
provido. O método envolve selecionar um individuo humano com base em que o individuo
humano possua um marcador genético ou em desequilibrio de ligamento ou com um
polimorfismo de Apo(a) caracterizado por timina ou adenina no cromossomo 6: 160880877
(Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI), e
administrar ao individuo um outro agente antitrombético que ndo o acido acético para reduzir
0 risco de um evento cardiovascular futuro devido ao individuo ter o polimorfismo. Em
algumas modalidades, o individuo humano possui um elevado nivel de Lipoproteina(a)
(Lp(a)) no sangue.

O marcador genético pode ser um alelo, um SNP, um polimorfismo de comprimento
dos fragmentos de restrigdo (RFLP), um DNA polimérfico amplificado aleatério (RAPD), um
polimorfismo de comprimento dos fragmentos amplificados (AFLP), ou um marcador
microssatélite (SSR). Em algumas modalidades, o individuo humano também possui um
elevado nivel de Lipoproteina(a) (Lp(a)) no sangue.

De acordo com ainda outro aspecto da invengdo, um método é provido para avaliar
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um risco do individuo humano de um evento cardiovascular futuro. O método envolve
determinar a identidade de um polimorfismo de nucleotideo Unico no cromossomo de
posi¢éo 6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220
dbSNP @ NCBI) do gene Apo(a) do individuo humano, e determinar um nivel de
Lipoproteina(a) (Lp(a)) em uma amostra de sangue proveniente do individuo humano. Em
algumas modalidades, a presenga de um polimorfismo caracterizado por citosina ou guanina
no cromossomo de posig&o 6: 160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo
36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI) do gene Apo(a) do individuo humano e a presenca de
nivel elevado de Lp(a) na amostra de sangue proveniente do individuo indica que o
individuo esta em um risco elevado de um evento cardiovascular futuro.

As modalidades a seguir se aplicam igualmente aos varios aspectos da invengado
apresentados aqui a menos que indicados de outro modo aqui.

O evento cardiovascular pode ser infarto do miocardio, acidente vascular cerebral,
sindrome coronariana aguda, isquemia do miocardio, angina de peito estavel cronica,
angina de peito instavel, morte cardiovascular, reestenose coronaria, reestenose do stent
coronario, re-trombose do stent coronario, revascularizagdo, angioplastia, ataque isquémico
transitério, embolismo pulmonar, oclusdo vascular, ou trombose venosa. Em algumas
modalidades, o método ainda envolve determinar um nivel de Lp(a) em uma amostra de
sangue proveniente do individuo. Em algumas modalidades, o individuo possui um nivel
elevado de Lp(a) no sangue. O nivel de Lp(a) pode ser cerca de 10 mg/dl ou mais alto, -
cerca de 15 mg/dl ou mais alto, cerca de 20 mg/dl ou mais alto, cerca de 25 mg/dl ou mais
alto, cerca de 30 mg/dl ou mais alto, cerca de 35 mg/dl ou mais alto, cerca de 40 mg/dl ou
mais alto, cerca de 45 mg/dl ou mais alto, cerca de 50 mg/dl ou mais alto na amostra de
sangue proveniente do individuo. Qualquer de uma variedade de método pode ser
empregada para determinar o nivel de Lp(a). Tais métodos sdo conhecidos daqueles
versados na técnica. Um exemplo de um método para determinar o nivel de Lp(a) esta
descrito por Danik et al., JAMA 296, 1363 (2006). Estes e outros aspectos da invengéo
estdo descritos em maiores detalhes abaixo.

Breve Descrigdo das Figuras

A Figura 1 € um conjunto de graficos mostrando a relagdo entre Lp(a) e o genétipo
rs3798220.

A) Niveis Lp(a) dentre participantes de estudo de fémeas Caucasianas a partir de
WHS (média = 10,3mg/dL), B) Niveis Lp(a) como em A) dentre os trés genodtipos de
rs3798220. As amplitudes interquartis (IQR) sdo médias para os trés gendtipos estédo
indicados pelas caixas e suas linhas médias. Os suigas abrangem a amplitude dos valores
de Lp(a) até 1,5 vezes o IQR proveniente da média, e valores extremos de Lp(a) além dos
suigas serem indicados por circulos. C) Niveis Lp(a) para mulheres Caucasianas com
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genotipo heterozigoto (média = 79,3 mg/dL). Modelos para distribuicdo de Lp(a) em
subpopulagdes com baixo Lp(a) e alto Lp(a) sdo indicados através de distribuigGes normal e
log-normal ajustadas, respectivamente. D) Distribuigdo Lp(a) dentre machos Caucasianos
provenientes de PHS com genétipo heterozigoto para rs3798220 (media = 66,9 mg/dL,
medido com um ensaio diferehte que para as amostras provenientes do WHS, ver métodos).

A Figura 2 é um conjunto de graficos mostrando a atenuag&o de risco de rs3798220
ou Lp(a) elevado através de terapia com aspirina. Estimativa de Kaplan-Meier da fracdo
cumulativa de participantes de WHS Caucasianas com incidente de doenga vascular. A)
estratificada pelo gendtipo rs3798220 e aspirina ou atribuigdo de placebo durante o ensaio
de WHS para o ponto terminal de compésito de maior evento vascular, B) como em A), mas
para o ponto terminal de infarto do miocardio, C) como em A), mas para o ponto terminal de
acidente vascular cerebral isquémico, e D) dentre n&do-veiculos do menor alelo de
rs3798220 (gendtipo TT) estratificado por niveis Lp(a) acima ou abaixo de 90" percentil
(65,1 mg/dL) e aspirina ou atribuigdo de placebo para o ponto terminal do compésito de
maior de maior evento vascular.

A Figura 3 € um conjunto de histogramas mostrando a distribuigdo de nimero
KrlV2r dentre brancos hispanicos.

A Figura 4 é um plano mostrando a distribuicdo do nivel Lp(a) de acordo com o
numero de KrlV2r's dentre os brancos n&o-Hispanicos.

A Figura 5 é um plano mostrando os nimeros de' KrlV2r's (isto é, alelos) com niveis
significantemente diferentes de Lp(a) de acordo com o gendtipo rs3798220 dentre os
brancos nao-Hispénicos.

Descrigédo Detalhada da Invengéo

A invengéo refere-se, em parte, aos SNPs no gene Apo(a) que estdo associados a
receptividade do individuo ao tratamento com acido acetilsalicilico para reduzir o risco de um
evento cardiovascular futuro. A invengdo também se refere ao uso do polimorfismo no gene
Apo(a) sozinho ou em cbmbinagéo com o nivel de Lipoproteina(a) (Lp(a)) para avaliagdo
uma reagéo do individuo humano ao tratamento com éacido acetilsalicilico e aos métodos de
tratamento baseados no mesmo. A invengdo é também direcionada a identificar e designer
novos agentes antitrombéticos.

Como utilizado aqui, o termo "avaliar" ou "avaliando”, quando utilizado em
referéncia a receptividade do individuo ao tratamento com &cido acetilsalicilico, significa
desenhar uma concluséo sobre a reagdo ao tratamento com acido acetilsalicilico utilizando
um processo de analisar a identidade de um nucleotideo no cromossomo de posigédo
6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @
NCBI) do gene Apo(a) do individuo humano em uma amostra de &cido nucléico do individuo,
e comparar a ocorréncia do polimorfismo de Unico nucleotideo (SNP) as relagdes
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conhecidas de ocorréncia(s) nucleotideo no cromossomo de posicdo 6:160880877
(Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI). A
ocorréncia de nucleotideo pode ser identificada diretamente examinando as moléculas de
acido nucléico, ou indiretamente examinando um polipeptideo codificado pelo gene Apo(a).

A receptividade ao tratamento com acido acetilsalicilico significa que, em um grupo
de outra maneira estatisticamente similar de individuos, um individuo em tratamento com
acido acetilsalicilico que possua um polimorfismo caracterizado por citosina ou guanina no
cromossomo de posigéo 6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo
36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI) do gene da apolipoproteina(a) (Apo(a)) do individuo
humano € menos provavel de ter um evento cardiovascular futuro que um individuo que nédo
esta em tratamento com acido acetilsalicilico.

No contexto das sequéncias flanqueadoras, o alelo que esta associado a
receptividade de acido acetilsalicilico no cromossomo de posigéo 6:160880877 (Montagem
de Margo de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI) é, de acordo com a
Universidade da Califérnia em Santa Cruz Genome Browser:

5' - GCTCCAAGAACAGCCTAGACACTTC C
ATTTCCTGAACATGAGATTCGAGGT-3' (SEQ ID NO:1)
3’ - CGAGGTTCTTGTCGGATCTGTGAAG G

TAAAGGACTTGTACTCTAAGCTCCA-5' (SEQ ID NO:2)
(A cadeia mais ("+") é a cadeia superior e a cadeia menos ("-") é a cadeia inferior)
O alelo que estd associado a ndo-receptividade de acido acetilsalicilico no
cromossomo de posigéo 6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo
36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI) é, de acordo com a Universidade da California em Santa
Cruz Genome Browser:

5 - GCTCCAAGAACAGCCTAGACACTTC | T
ATTTCCTGAACATGAGATTCGAGGT-3' (SEQ ID NO:3)
3 - _ CGAGGTTCTTGTCGGATCTGTGAAG A

TAAAGGACTTGTACTCTAAGCTCCA-5' (SEQ ID NO:4)

(A cadeia mais ("+") é a cadeia superior e a cadeia menos ("-") é a cadeia inferior)

O gene Apo (a) SNP esta descrito na Publicagdo do Pedido de Patente U.S.
US2005272054 sob a designagdo rs3798220 hCV25930271. O gene Apo (a) SNP pode
também ser encontrado no acoplamento da sequéncia iniciadora CGAATCTC
ATGTTCAGGAAAATA (SEQ ID NO:5) descrita na Publicagdo do Pedido de Patente U.S.
US2005/0272054A1 cujos conteldos inteiros estdo aqui incorporados por referéncia.

O termo individuo humano inclui um ser humano que teve um evento
cardiovascular, estd suspeito de desenvolver um evento cardiovascular, ou um individuo
assintomatico que pode estar predisposto ou em risco de um evento cardiovascular futuro.
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Desse modo, em algumas modalidades, o individuo humano ja teve um evento
cardiovascular primario (primeiro), tal como, por exemplo, um infarto do miocéardio ou teve
uma angioplastia. Um individuo humano que teve um evento cardiovascular primario esta
em um risco elevado de um evento cardiovascular secundario (segundo). Em algumas
modalidades, o individuo humano ndo teve um evento cardiovascular primario, mas esta em
um risco elevado de ter um evento cardiovascular devido ao humano ter um ou mais fatores
de risco a ter um evento cardiovascular. Em algumas modalidades, o individuo j& esta em
tratamento com uma terapia para reduzir o risco de um evento cardiovascular futuro. A
terapia pode ser quaisquer. dos agentes terapéuticos referidos abaixo. Em ainda outras
modalidades, o individuo teve um evento cardiovascular primario e tem um ou mais fatores
de risco. Em algumas modalidades, o individuo humano estd em terapia (por exemplo,
terapia antilipémica tal como terapia com estatina) para reduzir o risco de um evento
cardiovascular futuro. Em algumas modalidades, o individuo humano esta no meio de uma
sindrome coronaria aguda e as decisdes de tratamento estdo sendo feitas tanto para
gerenciar o evento cardiovascular imediato como para prevenir eventos recorrentes.

Exemplos de fatores de risco para um evento cardiovascular incluem:
hiperlipidemia, obesidade, diabetes mellitus, hipertensdo, pré-hipertensdo, nivel(is)
elevado(s) de um marcador de inflamagéo sistémica, idade, um histérico familiar de eventos
cardiovasculares, e fumo de cigarros. O nivel do risco de um evento cardiovascular depende
da multiddo e da gravidade da magnitude dos fatores de risco que o individuo humano
possua. Os gréficos de risco e algoritmos de previsao estdo disponiveis para avaliar o risco
de eventos cardiovasculares em um individuo humano baseado na presenga e gravidade de
fatores de risco. Um tal exemplo é a pontuagdo de previsdo de risco do Estudo do Coragéo
de Framingham. O individuo humano estd em um risco elevado de ter um evento
cardiovascular se a pontuagéo de risco do Estudo do Coragéo de Framingham calculado em
10 anos do individuo for maior que 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%,
16%, 17%, 18%, 19%, ou 20%.

Outro método para avaliar o risco de um evento cardiovascular em um individuo
humano é uma pontuagdo de risco global que incorpora uma medida de um nivel de um
marcador de inflamacéo sistémica, tal como CRP, na pontuagdo de previsdo de risco do
Estudo do Coragéo de Framingham. Outros métodos para avaliar o risco de um evento
cardiovascular em um individuo humano incluem digitalizagdo de calcio coronario, imagem
de ressonéancia magnética cardiaca, e/ou angiografia por ressonancia magnética (Ridker et
al., JAMA 297, 611, 2007).

Hiperlipidemia & hipercolesterolemia e/ou hipertrigliceridemia.

Individuos humanos hipercolesterolémicos e individuos humanos
hipertrigliceridémicos estdo em uma incidéncia aumentada de eventos cardiovasculares. Um
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individuo humano hipercolesterolémico € um que ajusta o critério atual estabelecido para um
individuo humano hipercolesterolémico. Um individuo humano hipertrigliceridémico é um
que ajusta o critério atual estabelecido para um individuo hipertrigliceridémico. Um individuo
hipercolesterolémico possui um nivel LDL de > 160 mg/dL, ou um nivel LDL >130 mg/dL e
pelo menos dois fatores de risco selecionados a partir do grupo consistindo em: género
masculino, historico familiar de doenga coronaria prematura, fumo de cigarro, hipertenséo,
baixo HDL (<35 mg/dL), diabetes mellitus, hiperinsulinemia, obesidade abdominal, alta
Lipoproteina, e histérico pessoal de um evento cardiovascular. Um individuo humano
hipertrigliceridémico possui um nivel de triglicerideo (TG) de >250 mg/dL.

A hipertens&o ¢ definida como uma pressédo sanguinea sistdlica > 140 mm Hg, e/ou
uma presséo diastdlica >90 mm Hg ou ambos. A pré-hipertenséo é definida como a presséo
sanguinea sistdlica entre 115 e 140 mm Hg, e/ou uma presséo diastélica entre 80 e 90 mm
Hg.

A obesidade é um estado de excesso de massa do tecido adipose. Apesar de ndo
ser uma medida direta de adiposidade, o método mais amplamente utilizado para medir a
obesidade é o indice de massa corporal (BMI), que é igual ao peso / altura ? (em kg/m?)
(Ver, por exemplo, Harrison's Principles of Experimental Medicine, 15th Edition, McGraw-Hill,
Inc., N. Y.- hereinafter "Harrison's"). Com base nos dados de morbidade substancial, um
BMI de 30 é mais comumente utilizado como um limite para obesidade em ambos os
homens e mulheres. Um BMI entre 25 e 30 deveria ser visto como medicamente significante
e digno de intervengéo terapéutica, especialmente na presenca de fatores de risco que sdo
influenciados por adiposidade, tal como hipertensdo e intolerancia a glicose. Embora
frequentemente visto como equivalente ao peso corporal elevado, isto ndo necessita ser o
caso. Individuos magros, mas muito musculares podem estar acima do peso por padrdes
arbitrarios: sem ter aumentado a adiposidade. Outra aproximagdo para quantificar a
obesidade inclui antropometria (espessura de prega cutdnea), desitometria (pesagem
hidrostatica), tomografia computadorizada (CT) ou imagem por ressondncia magnética
(MRI), e/ou impedancia elétrica.

A diabetes mellitus é estabilizada em um individuo humano com um nivel de glicose
de jejum de 125 mg/dL ou mais.

Um nivel elevado de um marcador de inflamag&o sistémica é um nivel que esta
acima da media para uma populagéo de individuos humanos saudaveis (isto &, individuos
humanos que ndo possuem sinais e sintomas de doengas). Quando o marcador de
inflamacgé&o sistémica for CRP, um nivel de CRP de 2 1 é considerado um nivel elevado.

Terapias para reduzir o risco de um evento cardiovascular futuro incluem, mas ndo
esta limitado a dieta e/ou exercicio e/ou terapias com: agentes antilipémicos, agentes

antiinflamatérios, agentes antitrombéticos, agentes fibrinoliticos, agentes antiplaquetarios,
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inibidores diretos de trombina, inibidores de receptor de glicoproteina lib/llla, agentes que se
ligam as moléculas de adesé&o celular e inibem a capacidade de células brancas do sangue
se unirem a tais moléculas (por exemplo, anticorpos da molécula de adesdo anti-celular),
bloqueadores alfa-adrenérgico, bloqueadores beta-adrenérgico, inibidores ciclooxigenase-2,
inibidor do sistema da angiotensina, antiarritmico, bloqueadores de canal de calcio,
diuréticos, agentes inotrépidocos, vasodilatadores, vasopressores, tiazolidinadionas,
bloqueadores do receptor cannabinoid-1 e/ou quaisquer combinagdes dos mesmos.

Agentes antilipémicos sdo agentes que reduzem o colesterol total, reduzém o]
LDLC, reduzem triglicerideos, e/ou aumentam HDLC. Agentes antilipémicos incluem
agentes antilipémicos de estatina e n&do-estatina, e/ou combinagdes dos mesmos. As
estatinas sdo uma classe de medicamentos que foram mostrados para serem eficazes em
baixar os niveis totais de colesterol, LDLC e triglicerideos em humanos. As estatinas agem
na etapa de sintese do colesterol. Reduzindo a quantidade de colesterol sintetizado pela
célula, através da inibicdo do gene redutase HMG-CoA, as estatinas iniciam um ciclo de
eventos que culminam no aumento de retengdo de LDLC pelas células do figado. Como a
retengéo de LDLC € aumentada, os niveis totais de colesterol e LDLC no sangue diminuem.
Os niveis menores de sangue de ambos os fatores estdo associados ao risco menor de
aterosclerose, e doenga do coragéo, e as estatinas sdo amplamente utilizadas para reduzir a
morbidade e a mortalidade aterosclerética.

Exemplos de estatinas incluem, mas ndo estédo limitados a, sinvastatina (Zocor),
lovastatina (Mevacor), pravastatina (Pravachol), fluvastatina (Lescol), atorvastatina (Lipitor),
cerivastatina (Baycol), rosuvastatina (Crestor), pitivastatina e outros numerosos.

Agentes antilipémicos de ndo-estatina incluem, mas ndo estdo limitados aos
derivados do acido fibrico (fibrates), resinas ou sequestrantes de 4cido de bile, agentes de
acido nicotinico, inibidores de absor¢do de colesterol, acil-coenzima A: inibidores de
colesterol acil transferase (ACAT), inibidores de proteina de transporte do éster de colesterol
(CETP), antagonistas do receptor LDL, antagonistas do farnesoid X receptor (FXR),
ativadores da proteina de ativag&o de clivagem da proteina de ligagéo reguladora de esterol
(SCAP), inibidores da proteina microssémica de transporte de triglicerideo (MTP), inibidores
da sintase de escaleno, e antagonista do receptor ativado de proliferacéo de peroxissomas
(PPAR).

Exemplos de derivados de acido fibrico incluem, mas ndo estdo limitados a
gemfibrozil (Lopid), fenofibrato (Tricor), clofibrato (Atromid) e bezafibrato.

Exemplos de sequestrantes ou resinas de acido de bile incluem, mas ndo estdo
limitados a colesevelam (WelChol), colestiramina (Questran ou Prevalite) e colestipol
(Colestid), DMD-504, GT - 102279, HBS - 107 e S - 8921.

Exemplos de agentes de acido nicotinico incluem, mas n&o estdo limitados a niacin
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e probucol.

Exemplos de inibidores de absorgéo de colesterol incluem, mas nédo estéo limitados
a ezetimibe (Zetia). |

Exemplos de inibidores de ACAT incluem, mas néo est&o limitados a Avasimibe, Cl-
976 (Parke Davis), CP - 113818 (Pfizer), PD - 138142- 15 (Parke Davis), F 1394, e outros
numerosos descritos nas Patentes U.S. Nos. 6,204,278, 6,165,984, 6,127,403, 6,063,806,
6;040,339, 5,880,147, 5,621,010, 5,597,835, 5,576,335, 5,321,031, 5,238,935, 5,180,717,
5,149,709, e 5,124,337.

Exemplos de inibidores de CETP incluem, mas ndo estdo limitados a Torcetrapib,
CP-529414, CETi-l, JTT-705, e outros numerosos descritos nas Patentes U.S. Nos.
6,727,277, 6,723,753, 6,723,752, 6,710,089, 6,699,898, 6,696,472, 6,696,435, 6,683,099,

- 6,677,382, 6,677,380, 6,677,379, 6,677,375, 6,677,353, 6,677,341, 6,605,624, 6,586,448,

6,521,607, 6,482,862, 6,479,552, 6,476,075, 6,476,057, 6,462,092, 6,458,852, 6,458,851,
6,458,850, 6,458,849, 6,458,803, 6,455,519, 6,451,830, 6,451,823, 6,448,295, 5,512,548.
Um exemplo de um antagonista FXR é Guggulsterone. Um exemplo de um ativador SCAP é
GW532 (GlaxoSmithKline).

Exemplos de inibidores MTP incluem, mas ndo estdo limitados a amplitude e R -
103757. Exemplos de inibidores de sintase de escaleno incluem, mas ndo estdo limitados a
acidos zaragoézicos. Exemplos de agonistas de PPAR incluem, mas ndo estdo limitados a
GW-409544, GW-501516, e LY-510929.

A inveng&o envolve identificar polimorfismos no gene Apo(a). Polimorfismos s&o
variagbes alélicas que ocorrem em uma populagdo. O polimorfismo pode ser um Unico
nucleotideo diferenté presente em um I6cus, ou pode ser uma insergédo ou delegdo de um ou
uns poucos nucleotideos em uma posigdo de um gene. Como tal, um polimorfismo de Unico
nucleotideo (SN'P) ¢ caracterizado pela presenca em uma populagdo de um ou dois, trés ou
quatro nucleotideos (isto &, adenina, citosina, guanina ou timina), tipicamente menos que
todos os quatro nucleotideos, em um I6cus particular em um genoma tal como o genoma
humano.

Aqueles versados na técnica irdo prontamente reconhecer que as moléculas de
acido nucléico podem ser moléculas de cadeia dupla e que se referem a um sitio especifico
em uma cadeia se refere, também, ao sitio correspondente em uma cadeia complementar.
Na definicdo de uma posigdo de SNP, alelo de SNP, ou sequéncia de nucleotideo, com
referéncia a uma adenina, uma timina (uridina), uma citosina, ou uma guanina em um sitio
especifico em uma cadeia de uma molécula de acido nucléico também define a timina
(uridina), adenina, guanina, ou citosina (respectivamente) no sitio correspondente em uma
cadeia complementar da molécula de acido nucléico. Desse modo, pode ser feito referéncia
a cadeia a fim de se referir a uma posi¢do de SNP, alelo de SNP, ou sequéncia de
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nucleotideos. Sondas e iniciadores podem ser designados para hibridizar para a cadeia e os
meétodos de genotipagem de SNP descritos aqui podem de uma forma geral almejar a
cadeia.

Determinar a identidade de um nucleotideo no gene Apo(a) pode ser
desempenhado, por exemplo, incubando a amostra de acido nucléico com uma sonda ou
iniciador de oligonucleotideo que seletivamente hibridiza para ou préximo, respectivamente,
uma molécula de acido nucléico compreendendo o nucleotideo e detectar a hibridizagédo
seletiva do iniciador ou da sonda. A hibridizagdo seletiva de uma sonda pode ser detectada,
por exemplo, rotulando de forma detectdvel a sonda, e detectando a presenga do rétulo
utiizando uma analise de tipo de borrdo tal como analise de borrdo de Southern. A
hibridizag&o seletiva de um iniciador pode ser detectada, por exemplo, desempenhando uma
reacéo de extensdo de iniciador, e detectando um produto iniciador de reacéo de extenséo.
Se desejado, a reagéo de extensdo do iniciador pode ser desempenhada como uma reagéo
de cadeia de polimerase. O método pode incluir identificar um ou mais nucleotideos.

Muitos procedimentos analiticos podem ser utilizados para detectar a presenga ou
auséncia de nucleotideos variantes nas posigdes polimoérficas da invengdo. Em geral, a
deteccdo de variagdo alélica requer uma técnica de discriminacdo de mutagao,
opcionalmente uma reagéo de amplificagdo e opcionalmente um sistema de geragdo de
sinal. Um ndmero de técnicas de detecgdo de mutagdo, algumas baseadas em PCR pode
ser utilizado em combinagdo com um nimero de sistemas de geracdo de sinal. Muitos
métodos atuais para a detecgéo de variagdo alélica sdo revisados por Nollau et al., Clin.
Chem. 43, 1114 - 1120, 1997; e em livros escolares padrdo, por exemplo "Laboratory
Protocols for Mutation Detection”, Ed. por U. Landegren, Oxford University Press, 1996 e
"PCR", 2nd Edition by Newton & Graham, BIOS Scientific Publishers Limited, 1997. A
detecgdo do gene Apo(a) SNP e métodos e reagentes de genotipagem estdo descritos na
Publicagdo do Pedido de Patente US2005/0272054A1 cujo conteldo inteiro esta aqui
incorporado por referéncia.

Para determinar a identidade de percentagem de duas sequéncias de nucleotideos
ou sequéncias de dois aminoacidos de duas moléculas que compartiiham a homologia de
sequéncia, as sequéncias sd0 alinhadas para propésitos de comparagdo otima (por
exemplo, uma lacuna pode ser introduzida em um ou em ambos de um primeiro € um
segundo acido nucléico ou sequéncia de aminoacido para étimo alinhamento e sequéncias
ndo-homologas podem ser desconsideradas para prop6sitos de comparagao). Em algumas
modalidades, pelo menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, ou 90% ou mais do
comprimento de uma sequéncia de referéncia esta alinhada para propésitos de comparagéo.
Os residuos de aminoacido ou nucleotideos nas posi¢ées de aminoacidos correspondentes

ou posicbes de nucleotideo s&o entdo comparados. Quando uma posi¢do na primeira
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sequéncia estiver ocupada pelo mesmo residuo de aminoacido ou nucleotideo como a
posi¢do correspondente na segunda sequéncia, entdo as moléculas sdo idénticas nesta
posigdo (como utilizado aqui, “identidade” de aminoacido ou acido nucléico for equivalente a
“homologia” de aminoacido ou acido nucléico). A identidade percentual entre as duas
sequéncias € uma funcdo do numero de posi¢des idénticas compartiihadas pelas
sequéncias, levando em conta o nimero de lacunas, e o comprimento de cada lacuna, que
necessita ser introduzida para o 6timo alinhamento das duas sequéncias.

A comparagdo de sequéncias e determinagdo de identidade percentual entre duas
sequéncias podem ser acompanhadas utilizando um algoritmo matematico. (Computational
Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing:
Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana
Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje; G.,
Academic Press, 1987; e Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M
Stockton Press, New York, 1991). Em algumas modalidades, a identidade percentual entre
duas sequéncias de aminodacidos € determinada utilizando o algoritmo de Needleman e
Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444 - 453 (1970))

Em algumas modalidades, a identidade percentual entre duas sequéncias de
nucleotideos € determinada utilizando o programa de GAP no pacote de software GCG
(Devereux, J., et al, Nucleic Acids Res. 12(1):387 (1984)), utilizando uma matriz
NWSgapdna.CMP e um peso de lacuna de 40, 50, 60, 70, ou 80 e um peso de comprimento
de 1, 2, 3, 4, 5, ou 6. Em outras modalidades, a identidade percentual entre duas
sequéncias de nucleotideo ou aminoacido é determinada utilizando o algoritmo de E. Myers
e W. Miller (CABIOS, 4:11 - 17 (1989) que foi incorporado no programa ALIGN (versio 2,0),
utilizando uma tabela de residuo de peso PAM 120, uma penalidade de comprimento de
lacuna de 12, e uma penalidade de lacuna de 4.

Para analisar os SNPs, este pode ser apropriado para utilizar oligonucleotideos
especificos para alelos de SNP alternativos. Tais oligonucleotideos que detectam as
variagdes de nucleotideo Unico em sequéncias alvo podem ser referidos por através de tais
termos como “oligonucleotideos especificos de alelos”, "sondas especificas de alelos", ou
"iniciadores especificos de alelos”. O projeto e uso de sondas especificas de alelo para
analisar os polimorfismos s&do descritos em, por exemplo, Mutation Detection A Practical
Approach, ed. Cotton et al. Oxford University Press, 1998; Saiki et al., Nature 324, 163 - 166
(1986); Dattagupta, EP235,726; and Saiki, WO 89/11548.

Enquanto o projeto de cada iniciador ou sonda de alelo especifico depende das
variaveis tais como a composi¢do precisa das sequéncias nucleotidicas flanqueando uma
posicdo de SNP em uma molécula de acido nucléico alvo, e o comprimento do iniciador ou
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sonda, outro fator no uso de iniciadores e sondas é a severidade da condi¢do sob a qual a
hibridizagdo entre a sonda ou o iniciador e a sequéncia alvo é desempenhado. Condigcbes
de maior severidade utilizam tampdes com menos intensidade idnica e/ou uma maior
temperatura de reacédo, e tendem a requerer um acoplamento mais perfeito entre a sonda /
iniciador e uma sequéncia alvo a fim de formar um dlplex estavel. Se a severidade for muito
alta, portanto, a hibridizag&o pode n&o ocorrer como por completa. Em contraste, condigdes
menores de severidade utilizam tampbGes com maior intensidade idnica e/fou uma
temperatura de reagdo menor, e permitem a formacgéo de dUplexes estaveis com bases mais
incompativeis entre uma sonda / primer e uma sequéncia alvo. A titulo de exemplo e ndo
limitagdo, condicdes exemplares para condicdes de hibridizagdo de severidade alta
utilizando uma taxa de sonda de alelo especifica como segue: Pré-hibridizacdo com uma
solugdo contendo 5X solugéo salina padrédo de fosfato-EDTA (SSPE), 0,5% de NaDodSO,
(SDS) a 55 °C, e sonda incubadora com moléculas de acido nucléico alvo na mesma
solugdo a mesma temperatura, seguida por lavagem com uma solugdo contendo 2X SSPE,
e 0,1% SDS a 55 °C ou temperatura ambiente.

Condigdes moderadas de hibridizacdo de severidade podem ser utilizadas para
reagoes de extens&o iniciadora de alelo especifico com uma solugdo contendo, por
exemplo, cerca de 50 mM de KCl a cerca de 46 °C. Alternativamente, a reagdo pode ser
realizada a uma temperatura elevada tal como 60 °C. Em outra modalidade, uma condigéo
de hibridizagdo moderadamente severa para reagdes de ensaio de ligagdo de
oligonucleotideo (OLA) em que duas sondas sdo ligadas caso elas estejam completamente
complementares a sequéncia alvo, pode utilizar uma solugdo de cerca de 100 mM de KCl a
uma temperatura de 46°C.

Em um ensaio baseado na hibridizagdo, as sondas de alelo especifico podem ser
designadas para que hibridizem a um segmento de DNA alvo proveniente de um individuo,
mas ndo hibridizem ao segmento correspondente proveniente de outro individuo devido a
presenca de diferentes formas polimoérficas (por exemplo, alelos / nucleotideos de SNP
alternativos) nos segmentos de DNA correspondentes provenientes de dois individuos. As
condigbes de hibridizagdo deveriam ser suficientemente severas para que exista uma
diferenca detectavel significante na intensidade de hibridizagdo entre alelos, e
preferencialmente uma resposta essencialmente bindria, segundo o qual uma sonda
hibridiza para apenas um dos alelos ou de forma significante mais fortemente a um alelo.
Enquanto uma sonda pode ser designada para hibridizar para uma sequéncia alvo que
contem um sitio de SNP tal que o sitio de SNP alinhe em qualquer lugar ao longo da
sequéncia da sonda, a sonda é preferencialmente designada a hibridizar para um segmento
da sequéncia alvo tal que o sitio de SNP alinha com uma posigdo central da sonda (por
exemplo, uma posicdo dentro da sonda que seja pelo menos trés nucleotideos do final da
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sonda). Este projeto de sonda geraimente alcanga boa discriminagéo na hibridizagéo entre
diferentes formas alélicas.

A sequéncia de nucleotideos (polinucleotideo ou oligonucleotideo) pode ser de
RNA ou pode ser de DNA, a qual pode ser um gene ou uma parte do mesmo, um cDNA,
uma sequéncia de acido polideoxirribonucléico sintético, ou similares, e pode‘ser de cadeia
simples ou de cadeia dupla, bem como um DNA / RNA hibrido. Em vérias modalidades, um
polinucleotideo, incluindo um oligonucleotideo (por exemplo, uma sonda ou um iniciador)
pode conter nucleosideos ou nucleotideos analogos, ou uma outra ligagdo da espinha dorsal
que ndo uma ligagdo de fosfodiéster. Em geral, os nucleotideos compreendendo um
polinucleotideo estdo ocorrendo naturalmente em deoxirribonucleotideos, tais como
adenina, citosina, guanina ou timina ligadas a 2’- desoxirribose, ou ribonucleotideos tais
como adenina, citosina, guanina ou uracila ligadas ribose. No entanto, um polinucleotideo ou
oligonucleotideo também podem conter nucleotideos andalogos, incluindo ocorréncia nio-
naturalmente de nucleotideos sintéticos ou ocorréncia naturalmente modificada de
nucleotideos. Tais nucleotideos analogos sdo bem-conhecidos na técnica e comercialmente
disponiveis, como s&o polinucleotideos contendo tais nucleotideos analogos (Lin et al., Nucl.
Acids Res. 22: 5220 - 5234(1994); Jellinek et al., Biochemistry 34: 11363 - 11372 (1995);
Pagratis et al., Nature Biotechnol. 15:68 - 73 (1997), cada um dos quais é incorporado aqui
por referéncia).

A ligagéo covalente ligando os nucleotideos de um polinucleotideo geralmente é
uma ligagdo de fosfodiéster. No entanto, a ligagdo covalente também pode ser qualquer de
numerosas outras ligagbes, incluindo uma ligagdo de tiodiéster, uma ligagdo de
fosforotioato, uma ligagdo tipo peptideo ou qualquer outra ligagdo conhecida aqueles
versados na técnica como util para ligar nucleotideos para produzir polinucleotideos
sintéticos (ver, por exemplo, Tarn et al., Nucl. Acids Res. 22: 977 - 986 (1994); Ecker and
Crooke, BioTechnology 13:351360 (1995), cada um dos quais é aqui incorporado por
referéncia). A incorporagdo de ocorréncia ndo-naturalmente de nucleotideos anélogos ou
ligagbes ligando os nucleotideos ou andlogos pode ser particularmente util onde o
polinucleotideo estiver para ser exposto a um ambiente que contenha uma atividade
nucleotidica, incluindo, por exemplo, um meio de cultura de tecido ou ao administrar a um
individuo vivo, uma vez que os polinucleotideos modificados possam ser menos suscetiveis
a degradacao.

Um polinucleotideo ou oligonucleotideo compreendendo nucleotideos de ocorréncia
natural e ligagbes de fosfodiéster podem ser quimicamente sintetizadas ou pode ser
produzido utilizando métodos de DNA recombinantes, utilizando um polinucleotideo
apropriado como um modelo. Em comparagdo, um polinucleotideo ou oligonucleotideo
compreendendo nucleotideos anéalogos ou outras ligagdes covalentes que ndo as ligagdes
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de fosfodiéster de um modo geral sdo quimicamente sintetizadas, embora uma enzima tal
como T7 polimerase possa incorporar certos tipos de nucleotideos analogos em um
polinucleotideo e, portanto, pode ser utilizado para produzir tal polinucleotideo de forma
recombinante a partir de um modelo apropriado (Jellinek et al., supra, 1995). Desse modo, o
termo polinucleotideo como utilizado aqui inclui moléculas de acido nucléico ocorrendo
naturalmente, as quais podem ser isoladas de uma célula, bem como de moléculas
sintéticas, que podem ser preparadas, por exemplo, através de métodos de sintese quimica
ou atraves de métodos enzimaticos tais como por reagdo de cadeia de polimerase (PCR).

A amostra de teste de acido nucléico é convenientemente uma amostra de sangue,
fluido de lavagem broncoalveolar, expectoragéo, ou outro fluido corporal ou tecido obtido a
partir de um individuo (por exemplo, humano). Sera apreciado que a amostra de teste possa
ser igualmente uma sequéncia de acido nucléico correspondendo a sequéncia na amostra
de teste, que é para dizer que toda ou uma parte da regido na amostra de acido nucléico
pode primeiramente ser amplificada utilizando qualquer técnica conveniente, por exemplo,
PCR, antes da analise de variagdo alélica.

Em varias modalidades, pode ser util rotular de forma detectavel um polinucleotideo
ou oligonucleotideo. A rotulagdo de forma detectavel de um polinucleotideo ou de um
oligonucleotideo é bem-conhecida na técnica. Exemplos especificos ndo-limitantes de
rétulos dectaveis incluem rétulos de quimiluminescéncia, radiorotulacéo, enzimas,

Um método de identificar um polimorfismo pode também ser desempenhado
utilizando um membro de par de ligagdes especifico. Como utilizado aqui, o termo “membro
de par de ligagdes especifico” se refere a uma molécula que se liga especificamente ou se
hibridiza seletivamente a outro membro de um par de ligagdes especifico. Os membros de
par de ligagdes especifico incluem, por exemplo, sondas, iniciadores, polinucleotideos,
anticorpos, etc. Por exemplo, um membro de par de ligagdes especifico inclui um iniciador
ou uma sonda que se hibridiza seletivamente a um polinucleotideo que inclua um ponto de
polimorfismo, ou que se hibridiza a um produto de amplificacdo gerado utilizando o
polinucleotideo alvo como um modelo. .

Como utilizado aqui, o termo “interagé@o especifica”, ou “se liga especificamente” ou
os similares significa que duas moléculas formam um complexo que é relativamente estavel
sob condigbes fisioldgicas. O termo é utilizado aqui em referéncia a varias interagdes,
incluindo, por exemplo, a interagdo de um anticorpo que se liga a um polinucleotideo que
inclua um sitio de polimorfismo; ou a interagdo de um anticorpo que se liga a um
polipeptideo que inclua um aminoacido que seja codificado por um cddon que inclua um sitio
de polimorfismo. v

De acordo com os métodos da invengdo, um anticorpo pode se ligar seletivamente

a um polipeptideo que inclua um aminoéacido especifico codificado por um cédon que inclui
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um sitio de polimorfismo. Alternativamente, um anticorpo pode se ligar preferencialmente a
um nucleotideo modificado especifico que seja incorporado em um sitio de polimorfismo
para somente certas ocorréncias de nucleotideos no sitio de polimorfismo, por exemplo,
utilizando um ensaio de extensédo de iniciador.

Uma interagdo especifica geralmente é estavel sob condigdes fisioldgicas,
incluindo, por exemplo, condigdes que ocorrem em um individuo vivo tal como um humano
ou outro vertebrado ou invertebrado, bem como condigdes que ocorrem em uma cultura
celular tal como utilizado para manter células mamiferas ou células provenientes de outros
organismos vertebrais ou um organismo invertebral. Os métodos para determinar se duas
moléculas especificamente se interagem sdo bem-conhecidos e incluem, por exemplo,
dialise de equilibrio, ressonancia da superficie de plasma, e os similares.

Nimeros métodos sé@o conhecidos na técnica para determinar a ocorréncia de
nucleotideo para um polimorfismo especifico em uma amostra. Tais métodos podem utilizar
uma ou mais sondas ou iniciadores de oligonucleotideos, incluindo, por exemplo, um par
iniciador de amplificagdo, que se hibridiza seletivamente a um polinucleotideo alvo, que
contém um ou mais polimorfismo no gene Apo(a).

Um iniciador de alelo especifico é utilizado, geralmente junto com um iniciador
constante, em uma reagdo de amplificagdo tal como uma reagdo PCR, que prové a
discriminacgéo entre alelos através da amplificagdo seletiva de um alelo em uma posigédo de
sequéncia especifica, por exemplo, como utilizado para ensaios ARMS™. O iniciador de
alelo especifico é preferencialmente de 17 a 50 nucleotideos, mais preferencialmente de
cerca de 17 a 35 nucleotideos, mais preferencialmente de cerca de 17 a 30 nucleotideos.

Um iniciador de alelo especifico preferencialmente corresponde de forma exata ao
alelo a ser detectado, porém derivados do mesmo sdo também contemplados em que cerca
de 6 a 8 dos nucleotideos na terminagdo 3’ corresponde ao alelo a ser detectado e em que
até 10, tal como até 8, 6, 4, 2, ou 1 dos nucleotideos restantes podem ser variados sem
afetar significativamente as propriedades do iniciador.

Os iniciadores podem ser manufaturados utilizando qualquer método convencional
de sintese. Exemplos de tais métodos podem ser encontrados em livros escolares padréo,
por exemplo "Protocols for Oligonucleotides and Analogues; Synthesis and Properties,”
Methods in Molecular Biology Series; Volume 20; Ed. Sudhir Agrawal, Humana ISBN: 0-
89603-247-7, 1993; 1st Edition. Se requerido(s), o(s) iniciador(s) pode(m) ser rotulado(s)
para facilitar a detecgao.

Uma sonda de oligonucleotideo de alelo especifico pode ser utilizada para detectar
o polimorfismo do gene Apo(a) na posicdo definida aqui. O projeto de tais sondas sera
aparente aos versados na técnica de biologia molecular. Tais sondas sdo de qualquer
comprimento conveniente tal como até 50 bases, até 40 bases, mais convenientemente até
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30 bases em comprimento, tal como, por exemplo, 8 a 25 ou 8 a 15 bases em comprimento.
Em geral, tais sondas irdo compreender sequéncias de bases inteiramente complementares
aos correspondentes tipos selvagens ou locus variantes no gene. No entanto, se requerido
uma ou mais incompatibilidades podem ser introduzidas, providas para que a poténcia de
discriminagdo da sonda de oligonucleotideo ndo seja desnecessariamente afetada. As
sondas da inveng&o podem carregar um ou mais rétulos para facilitar a detecgéo.

As sondas de oligonucleotideos Uteis na pratica de um método da invengdo podem
incluir, por exemplo, um oligonucleotideo que seja complementar a e atravesse uma parte
do polinucleotideo, incluindo a posigdo do polimorfismo, em que a presenca de um
nucleotideo especifico na posicdo é detectada através da presenca ou auséncia de
hibridizagdo seletiva da sonda. Tal método pode ainda incluir contatar o polinucleotideo alvo
e o oligonucleotideo hibridizado com uma endonuclease, e detectar a presenga ou auséncia
de um produto de clivagem da sonda, dependendo de se a ocorréncia de nucleotideo no
sitio de polimorfismo é complementar ao nucleotideo correspondente da sonda.

Um ensaio de ligagdo de oligonucleotideo pode também ser utilizado para
identificar uma ocorréncia de nucleotideo em uma posi¢éo polimérfica, em que um par de
sondas que se hibridizam seletivamente a montante e adjacente a e a jusante e adjacente
ao sitio do polimorfismo, € em que uma das sondas inclui um nucleotideo terminal
complementar a uma ocorréncia de nucleotideo do polimorfismo. Onde o nucleotideo
terminal da sonda for complementar & ocorréncia de nucleotideo, a hibridizagdo seletiva
inclui o nucleotideo terminal tal que, na presenga de uma ligase, os oligonucleotideos a
montante e a jusante estdo ligados. Como tal, a presenga ou auséncia de um produto de
ligagdo é indicativa da ocorréncia de nucleotideo no sitio de polimorfismo.

Um oligonucleotideo também pode ser util como um iniciador, por exemplo, para
uma reagédo de extenséo de iniciador, em que o produto (ou auséncia do produto) da reagéo
de extens&o € indicativo de ocorréncia de nucleotideo. Além disso, um par iniciador Gtil para:
amplificar uma parte do polinucleotideo incluindo o sitio SNP pode ser (til, em que o produto
de amplificagdo € examinado para determinar a ocorréncia de nucleotideo no sitio de
polimorfismo. Métodos particularmente UGteis incluem aqueles que sdo prontamente
adaptaveis ao formato de alto rendimento, ao formato multiplex, ou a ambos. A extensdo
iniciadora ou produto de amplificagdo pode ser detectado diretamente ou indiretamente e/ou
pode ser sequenciado utilizando varios métodos conhecidos na técnica. Os produtos de
amplificagdo que atravessam um l6cus de polimorfismo pode ser sequenciado utilizando
metodologias tradicionais de sequéncia (por exemplo, 0 “método de terminagdo de cadeia
mediada por didedxi”, também conhecido como “Método Sanger” (Sanger, F., et al., J.
Molec. Biol. 94: 441 (1975); Prober et al. Science 238: 336-340 (1987) ) e o "método de
degradagéo quimica" também conhecido como " método Maxam-Gilbert" (Maxam, A. M., et
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al., Proc. Natl. Acad. Sci. (U. S. A)) 74: 560 (1977) ), ambas as referéncias sdo aqui
incorporadas por referéncia) para determinar a ocorréncia de nucleotideo no loci de SNP.

Métodos que podem determinar a identidade de um nucleotideo no gene Apo(a)
incluem utilizar um método de “microssequenciamento”. Os métodos de
microssequenciamento determinam a identidade de apenas um Unico nucleotideo em um
sitio “predeterminado”. Tais métodos possuem utilidade especifica na determinacdo da
presenca e identidade de polimorfismos em um polinucleotideo alvo.

Tais métodos de microssequenciamento, bem como outros métodos para
determinar a ocorréncia de nucleotideo em um loci de polimorfismo sdo discutidos em
Boyce-Jacino, et al., Pat. U.S. No. 6,294,336, incorporado aqui por referéncia.

Os metodos de microssequenciamento incluem o método Genetic Bit Analysis
descrito por Goelet, P. et al. (WO 92/15712, aqui incorporado por referéncia).
Adicionalmente, procedimentos de incorporagdo de nucleotideo guiado pelo iniciador para
sitios polimérficos de ensaio no DNA foram também descritos (Komher, J. S. et al, Nucl.
Acids. Res. 17. 7779 - 7784 (1989); Sokolov, B. P., Nucl. Acids Res. 18: 3671 (1990);
Syvanen, A. - C, et al., Genomics 8: 684-692 (1990); Kuppuswamy, M. N. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (U. S. A.) 88: 1143 - 1147 (1991); Prezant, T. R. et al., Hum. Mutat. 1 : 159 - 164
(1992); Ugozzoli,L. et al., GATA 9: 107-112 (1992); Nyren, P. et al., Anal. Biochem. 208: 171
- 175 (1993); e Wallace, W089/10414). Estes métodos diferem do Genetic Bit. Andlises em
que eles todos contam com a incorporagdo de deoxinucleotideos rotulados para discriminar
entre as bases em um sitio polimérfico. Em tal formato, uma vez que o sinal é proporcional
ao numero de deoxinucleotideos incorporados, os polimorfismos que ocorrem na execugao
do mesmo nucleotideo podem resultar em sinais que sdo proporcionais ao comprimento da
execugdo (Syvanen, A. -C, et al. Amer. J. Hum. Genet. 52: 46 - 59 (1993)).

Métodos de microssequenciamento forma providos por Mundy, C. R. (Pat. U.S. No.
4,656, 127) e Cohen, D. et al. (French Patent 2,650, 840; PCT ApplIn. No.W091/02087) que
discutem um método baseado na solugdo para determinar a identidade do nucleotideo de
um sitio polimérfico. Como no método de Mundy da Pat. U.S. No. 4,656,127, um iniciador é
empregado para que seja complementar as sequéncias alélicas 3’ imediatamente ao sitio
polimorfico.

Em resposta as dificuldades encontradas no emprego de eletroforeses de gel para
sequéncias de andlise, métodos alternativos para microssequenciamento foram
desenvolvidos. Macevicz (Pat.U.S. No. 5,002,867), por exemplo, descreve um método para
determinar a sequéncia de &cido nucléico via hibridizagdo com mdltiplas misturas de sondas
de oligonucleotideos. De acordo com tais métodos, a sequéncia de um polinucleotideo alvo
é determinada permitindo o alvo hibridizar sequenciaimente com conjuntos de sondas
possuindo um nucleotideo variante em uma posigdo, e um nucleotideo variante em outras



10

15

20

25

30

35

21

posi¢des. O método de Macevicz determina a sequéncia de nucleotideo do alvo hibridizando
0 alvo com um conjunto de sondas, e entdo determinando o nimero de sitios que pelo
menos um membro do conjunto é capaz de se hibridizar ao alvo (isto é, o nimero de
“‘acoplamentos”). Este procedimento é repetido até que cada membro de um conjunto de
sondas tenha sido testado.

Boyce-Jacino, et al., Pat. U.S. No. 6,294,336 prové um método de sequenciamento
de fase sdlida para determinar a sequéncia de moléculas de 4cido nucléico (tanto DNA ou
RNA) utilizando um iniciador que liga seletivamente a polinucleotideo alvo a um sitio em que
0 SNP é o nucleotideo 3’ mais seletivamente ligado ao alvo.

Do mesmo modo, utilizando os métodos descritos acima, o alelo de haplotipo
relacionado & resposta ao acido acetilsalicilico ou a ocorréncia de nucleotideo do SNP
relacionado a resposta ao acido acetilsalicilico pode ser identificado utilizando uma reagéo
de amplificagdo, uma reacgédo de extens&o do iniciador, ou um imunoensaio

O alelo de haplotipo relacionado a resposta ao acido acetilsalicilico ou a ocorréncia
de nucleotideo do SNP relacionado a resposta ao acido acetilsalicilico pode ser identificado
contactando polinucleotideos na amostra ou derivados de polinucleotideos provenientes da
amostra, com um membro do par de ligagcdes especifico que se hibridiza seletivamente a
uma regido de polinucleotideo compreendendo o SNP relacionado & resposta ao acido
acetilsalicilico, sob condigdes em que o membro do par de ligagdes se liga espécificamente
a ou proximo ao SNP relacionado a resposta ao acido acetilsalicilico. O membro do par de
ligagdes especifico pode ser um anticdrpo ou um polinucleotideo.

Os anticorpos que séo utilizados nos métodos da invengéo incluem anticorpos que
ligam especificamente polinucleotideos que englobam polimorfismos no gene Apo(a). Além
disso, os anticorpos ligam polipeptidios que incluem um aminoéacido codificado por um
cédon que inclui o polimorfismo. Estes anticorpos se ligam a um polipeptideo que inclui um
aminoacido que Seja codificado em parte pelo polimorfismo. Outros métodos que podem ser
utilizados incluem métodos de genotipagem que incorporam um nucleotideo modificado que
seja subsequentemente reconhecido por um anticorpo tal como, por exemplo, lllumina's
Infinium Il Assay.

Os anticorpos especificamente se ligam a um polipeptideo que inclua um primeiro
aminoacido codificado por um cédon que inclui o loci de polimorfismo, porém néo liga, ou
liga de forma mais fraca a um polipeptideo que inclua um segundo aminoacido codificado
por um codon que inclui uma ocorréncia de nucleotideo diferente no gene Apo(a).

Os anticorpos incluem, mas ndo estdo limitados a, anticorpos policional,
monoclonal, multiespecifico, humano, humanizado ou quimérico, anticorpos de cadeia
simples, fragmentos Fab, fragmentos F (ab'), fragmentos produzidos por uma biblioteca de
expresséo Fab, anticorpos anti-idiotipicos (anti-Id) (incluindo, por exemplo, anticorpos anti-Id
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para os anticorpos da invengéo), e fragmentos de ligagéo epitope de quaisquer dos acima.
As moléculas de imunoglobulina da invengdo podem ser de qualquer tipo (por exemplo, IgG,
IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), classe (por exemplo, IgGl, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgAl e IgA2) ou
subclasse de moléculas de imunoglobulina.

Os anticorpos incluem fragmentos de anticorpos que incluem, mas ndo estio
limitados a, Fab, Fab' e F (ab') 2, Fd, Fvs (scFv) de cadeia simples, anticorpos de cadeia
simples, Fvs(sdFv) ligado a dissulfeto e fragmentos compreendendo um dominio VL ou VH.
Os fragmentos de anticorpos de ligagdo de antigeno, incluindo anticorpos de cadeia simples,
podem compreender a(s) regido(des) variavel(is) sozinhas ou em combinagdo com inteira ou
parte da seguinte: regido de articulagdo, dominios de CH1, CH2, e CH3. Também estdo
incluidos os fragmentos de ligagdo de antigeno também compreendendo qualquer
combinagéo de regido(des) variavel(is) com uma regido de articulagdo, dominios de CH1,
CH2, e CH3. Os anticorpos podem ser provenientes de qualquer origem de animal incluindo
passaros e mamiferos. Preferencialmente, os anticorpos sdo humanos, murinos (por
exemplo, camundongos e ratazanas), burro, coelho de navio, cabra, porquinho da india,
camelo, ou galinha. Os anticorpos podem ser monoespecificos, biespecificos, triespecificos
ou de maior multiespecificidade.

Os anticorpos podem ser gerados através de qualquer método conhecido na
técnica. Os anticorpos policlonais para um interesse de antigeno podem ser produzidos
atraves de varios procedimentos bem-conhecidos na técnica. Por exemplo, um polipeptideo
da invengéo pode ser administrado a varios animais hospedeiros incluindo, mao nao limitada
a, coelhos, ratinhos, ratazanas, etc. para induzir a produgdo de soro contendo anticorpos
policlonais especificos para o antigeno. Varios adjuvantes podem ser utilizados para
aumentar a resposta imunoldgica, dependendo das espécies de hospedeiros, e inclui, mas
n&o esta limitado a, geles minerais de Freund (completo e incompleto), tais como hidréxido
de aluminio, substincias de superficie ativa tal como lisolecitina, polidis plurdnicos,
polianions, peptideos, emulsées oleosas, hemocianinas de lapa pessoal (keyhole limpet
hemocyanins), dinitrofenol, e adjuvantes humanos potencialmente Uteis tal como BCG
(bacille Calmette-Guerin) e Corynebacterium parvum. Tais adjuvantes sdo também bem-
conhecidos na técnica.

Os anticorpos monoclonais podem ser preparados utilizando uma ampla variedade
de técnicas conhecidas na arte incluindo o uso de tecnologias de hibridoma, recombinantes,
e de exibicdo de fago, ou uma combinagdo dos mesmos. Por exemplo, os anticorpos
monoclonais podem ser produzidos utilizando técnicas de hibridoma incluindo aquelas
conhecidas na técnica e ensinadas, por exemplo, em Harlow et al., Antibodies: A Laboratory
Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988); Hammerling, et al., in:
Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N. Y., 1981) (as ditas
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referéncias incorporadas aqui por referéncia em sua totalidade). O termo "anticorpo
monoclonal” como utilizado aqui ndo é limitado a anticorpos produzidos através de
tecnologia de hibridoma. O termo “anticorpo monoclonal” se refere a um anticorpo que é
derivado de um unico clone, incluindo qualquer eucariético, procariético, ou clone de fago, e
n&o o método pelo qual é produzido.

Apbs toda a informagdo do fenétipo e g’enétitbb relevantes ter sido obtida, analises
estatisticas séo realizadas para determinar se existe qualquer correlagéo significante entre a
presenca de um alelo ou um genétipo com as caracteristicas de fenotipo de um individuo.
Frequéncias alélicas, estaticas de equilibrio de Hardy- Weinberg, e desequilibrio de
ligamento (LD) entre SNPs podem ser calculados. Haplotipos podem entéo ser calculados,
por exemplo, um algoritmo EM (Excoffier and Slatkin, Mol Biol Evol. 1995 Sep; 12 (S): 921 -
7). Existem também outros métodos para inferior haplotipos que néo utilizam a abordagem
EM para estimar a frequéncia. Estes métodos sdo baseados nas reconstrugdes de histéria
evolucionaria, incluindo recombinagdo e o coalescente, e sdo representados em, por
exemplo, o programa PHASE (Stephens, M., Smith, N., and Donnelly, P. American Journal
of Human Genetics, 68, 978-989, 2001). Em adicdo a varios pardmetros tais como
coeficientes de desequilibrio de ligamento, frequéncias de alelo, estatisticas qui-quadradas e
outros pardmetros genéticos da populagdo tais como indices Palmiticos podem ser
calculados para controlar étnico, ancestral ou outras variagbes sistematicas entre o caso e 0
grupo de controle.

Preferencialmente, a inspegdo e clareza de dados sdo primeiro desempenhados
antes de realizar testes estatisticos para associagdo genética. Dados epidemiolégicos e
clinicos das amostras podem ser resumidos através de estatisticas descritivas com tabelas
e graficos. A validagdo de dados é preferencialmente desempenhada para verificagdo para
finalizag&o de dados, entradas inconsistentes, e valores extremos. Teste qui-quadrados e t-
testes (teste da soma dos nimeros de ordem de Wilcoxon se as distribuigdes néo estiverem
normais) podem ser utilizadas para verificar para diferengas significantes entre os casos e
controles para variaveis continuas e discretas, respectivamente. Para assegurar a qualidade
da genotipagem, testes de desequilibrio de Hardy- Weinberg podem ser desempenhados
nos casos e controles separadamente. O desvio significante do equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) em ambos os casos e controles para marcadores individuais pode ser
indicativo de erro de genotipagem. Se o HWE for violado em uma maioria de marcadores, é
indicativo de subestrutura de populagdo que seria adicionalmente investigado. Além disso, o
desequilibrio de Hardy- Weinberg nos casos somente pode indicar associagédo genética dos
marcadores com a doencga (Genetic Data Analysis, Weir B., Sinauer (1990)).

Para testar se um alelo de um uUnico SNP esta associado ao status de caso ou
controle de um trago fenotipico, um versado na técnica pode comparar frequéncias de alelo
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nos casos e controles. Os testes qui-quadrados padréo e teste exatos de Fisher podem ser
realizados em uma tabela 2 X 2 (alelos de 2 SNP resultam no trago categoérico de interesse).
Para testar se os genotipos de um SNP estéo associados, testes qui-quadraticos podem ser
realizados em uma tabela 3 X 2 (resulta em 3 genétipos X2). Os testes de pontuagdo séo
também realizados para associagdo genotipica para contrastar as trés frequéncias
genotipicas (maiores homozigotos, heterozigotos e menores homozigotos) nos casos e
controles, e buscar por diregcbes utilizando 3 diferentes modos de heranga, a saber
dominante (com coeficientes de contraste 2, -1, -1), aditivos (com coeficientes de contraste
1, 0, -1) e recessivos (com coeficientes de contraste 1, 1, -2). Razbes impares para
variantes de heterozigotos e homozigotos versus os genétipos tipo selvagem séo calculadas
com os limites confidentes desejados, usualmente 95%.

Os polimorfismos com valor para distinguir a matriz do caso a partir do controle, se
houver, podem ser apresentados na forma matematica descrevendo qualquer
relacionamento e acompanhados por estatisticas de associagdo (teste e efeito). Um
resultado da analise estatistica que mostra uma associagdo de um marcador de
polimorfismo com uma resposta de acido acetilsalicilico com pelo menos 80%, 85%, 90%,
95%, ou 99%, mais preferencialmente 95% de confiangca, ou alternativamente uma
probabilidade de menos insignificancia que 0,05, podem ser utilizadas.

Em um aspecto, os métodos de diagnostico da invengdo sdo utilizados para
acessar os farmacogenéticos do tratamento com acido acetilsalicilico para reduzir o risco de
um evento cardiovascular futuro. Individuos que carregam variantes alélicos especificos do
gente Apo(a) pode, por conseguinte, exibir capacidades alteradas para reagir a diferentes
agentes ou terapias tais como tratamento com acido acetilsalicilico. Isto pode ter um efeito
direto na resposta de um individuo a terapia de farmaco. Os métodos de diagndstico podem
ser Uteis tanto para prever a resposta clinica ao tratamento com acido acetilsalicilico como
para determinar a dose terapéutica.

Desse modo, a presente invengdo prové métodos para selecionar ou formular um
regime de tratamento (por exemplo, métodos para determinar se administra ou ndo &cido
acetilsalicilico a individuo os métodos para selecionar um regime de tratamento especifico
tal como dosagem e frequéncia de administragéo de acido acetilsalicilico, ou selecionar um
tratamento antitrombotico alternativo (isto é, outro que néo o Aacido acetilsalicilico) para
individuos que sao previstos serem improvaveis de responder ao tratamento com &acido
acetilsalicilico, e métodos para determinar a probabilidade de experimentar toxidade ou
outros efeitos laterais indesejaveis provenientes do tratamento com acido acetilsalicilico,
etc.). A presente invengdo também prové métodos para selecionar individuos para quem o
tratamento com acido acetilsalicilico ou outro tratamento sera administrado com base no
gendtipo do individuo, e métodos para selecionar individuos para um ensaio clinico de um
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tratamento com é&cido acetilsalicilico ou outro agente terapéutico baseado nos genétipos dos
individuos (por exemplo, selecionar individuos para participarem no ensaio que sejam mais
provaveis de responder positivamente ao tratamento com acido acetilsalicilico).

Os SNPs da presente inven¢do podem também ser utilizados para identificar novos
alvos terapéuticos. Por exemplo, genes contendo o polimorfismo ou seus produtos, bem
como genes ou seus produtos que sdo diretamente ou indiretamente regulados por ou
interagidos com estes polimorfismos ou seus produtos, podem ser almejados para o
desenvolvimento de terapéuticos. Os métodos da invengdo sao utilizados no
desenvolvimento de novas terapias de farmacos que almejam seletivamente uma ou mais
variantes do gene Apo(a). A identificagdo de um elo entre uma variante especifica e
predisposi¢cdo ao desenvolvimento de doenga ou resposta ao tratamento com farmaco pode
ter um impacto significante no projeto de novos farmacos. Os farmacos podem ser
designados para regularem a atividade biolégica de variantes implicadas nos processos da
doenga. Os terapéuticos podem ser compostos de, por exemplo, moléculas pequenas,
proteinas, fragmentos ou peptideos de proteinas, anticorpos, acidos nucléicos, ou seus
derivados ou miméticos que modulam as fungdes ou niveis dos genes alvo ou produtos do
gene.

De acordo com outro aspecto da invengdo, existe provido um kit diagnostico
compreendendo uma sonda de nucleotideo de alelo especifico da invengdo e/ou um
iniciador de alelo especifico da invengdo. Os kits diagnésticos podem compreender
empacotamento apropriado e instrugbes para uso nos métodos da invengdo. Tais kits
podem ainda compreender tamp&do(des) apropriado(s) e polimerase(s) tais como
polimerases termoestaveis, por exemplo, polimerase taq.

Em outro aspecto da invencdo, os polimorfismos de Unico nucleotideo desta
invengédo podem ser utilizados como marcadores genéticos em estudos de ligamento. Isto
particularmente se aplica os polimorfismos de frequéncias relativamente altas.
Polimorfismos de baixa frequéncia podem ser particularmente Uteis para haplotipagem como
descrito abaixo. Uma haplotipagem €& um conjunto de alelos encontrados nos sitios
polimérficos ligados (tais como dentro de um gene) ou um Unico cromossomo (paternal ou
maternal). Se a recombinagdo dentro do gene for aleatéria, pode haver tanto quanto 2°
haplotipos, onde 2 é o nimero de alelos em cada SNP e n é o nimero de SNPs. Uma
aproximagéo para identificar mutagdes ou polimorfismos que sejam correlacionadas com
resposta clinica é realizar um estudo da associagdo utilizando todos os haplotipos que
podem ser identificados na populacdo de interesse. A frequéncia de cada haplotipo é
limitada pela frequéncia de seu alelo mais raro, para que os SNPs sem alelos de baixa
frequéncia sejam particularmente uteis como marcadores de haplotipos de baixa frequéncia.
Como mutagdes ou polimorfismos especificos associados a certas caracteristicas clinicas
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séo provaveis de serem de baixa frequéncia dentro da populagédo, SNPs de baixa frequéncia
podem ser particularmente Uteis na identificagcdo destas mutagdes.

De acordo com outro aspecto da presente invengéo existe provido um método de
tratamento. O método de tratamento compreende selecionar um individuo humano com
base em que o individuo humano possua um polimorfismo de Apo(a) caracterizado por
citosina ou guanina no cromossomo 6:160880877 (Montagem de Margco de 2006 - NCBI
construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI) e administrar ao individuo uma dose
especifica de acido acetilsalicilico (por exemplo, um agente antitrombdético tal como uma
tienopiridina ou um derivado de tienopiridina) para reduzir o risco de um evento
cardiovascular adverso devido ao individuo possuir o polimorfismo.

Preferencialmente, a determinacdo do status do individuo humano é clinicamente
atil. Exemplos de utilidade clinica incluem decidir que farmaco antitrombético ou farmacos
administrar e/ou em decidir sobre a quantidade eficaz do farmaco ou farmacos. Exemplos de
agentes antitrombéticos sdo providos acima.

A invengdo refere-se a métodos para avaliar uma receptividade do individuo
humano ao tratamento com &cido acetilsalicilico para reduzir o risco de um evento
cardiovascular futuro. Os métodos da invengdo sdo baseados, em parte, determinando a
identidade de um nucleotideo na posi¢do 6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 -
NCBI construgéo 36.1 ; rs3798220 dbSNP @ NCBI) de um gene Apo(a) do individuo que,
sozinho ou em combinag&o, permite uma inferéncia a ser desenhada como para a resposta
ao acido acetilsalicilico do individuo. A resposta ao acido acetilsalicilico pode ser uma
redug&o no risco de um distarbio cardiovascular. Como tal, as composi¢des e métodos da
invengdo séo uteis, por exemplo, para identificar individuos ou pacientes que sejam mais ou
menos provaveis a responder ao tratamento com acido acetilsalicilico ou ao tratamento com
um outro agente antitrombético que ndo o acido acetilsalicilico. As composigdes e métodos
da invengdo sdo também uteis para predizer ou determinar que um individuo ou paciente
possa requerer uma dose alterada de acido acetilsalicilico ou de um outro agente
antitromboético que ndo o 4cido acetilsalicilico para reduzir o risco de um distirbio
cardiovascular.

De acordo com outro aspecto da invengdo, um ensaio é provido. O ensaio envolve
blindagem por um agente que se liga preferencialmente a proteina de Apo(a) (por exemplo,
proteina de Apo(a) isolada) ou a Lp(A) codificada por um gente Apo(a) possuindo citosina ou
guanina no cromossomo de posi¢do 6:160880877(Montagem de Margo de 2006 - NCBI
construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI.

A invengéo também prové outro ensaio. O ensaio envolve a blindagem por um
agente que se liga preferencialmente a proteina de Apo(a) (por exemplo, proteina de Apo(a)
isolada) ou a Lp(a) codificada por um gene Apo(a) possuindo timina ou adenina no
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cromossomo de posigéo 6: 160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo
36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI.

Os ensaios de blindagem podem ser utilizados para selecionar dentre aqueles
agentes antitrombéticos que preferencialmente se ligam a um polimorfismo. O projeto de
farmaco racional pode ser realizado através de alteragéo ou fabricando versdes de agentes
antitrombdticos existentes e entdo testa a capacidade relativa de tais versdes para ligarem
preferencialmente um ou outro polimorfismo no ensaio de projegédo da inveng&o. Bibliotecas
quimicas semelhantes de existéncia ou novos agentes podem ser blindadas para tais
ligagdes.

O versado na técnica é familiar com as metodologias de blindagem. Os ensaios de
blindagem incluem ensaios que medem a capacidade de um agente se ligar a uma proteina
Lp(a). Por exemplo, blindagem por um agente que se liga preferencialmente a um
polimorfismo de Lp(a) que compreende contatar o agente com o polimorfismo de uma Lp(a),
determinar a ligagdo do agente ao polimorfismo de uma Lp(a), comparar a ligagédo do agente
ao polimorfismo de uma Lp(a) ndo contendo o polimorfismo, em que uma ligagéo
aumentada do agente a um polimorfismo de uma Lp(a) comparada a ligagdo do agente ao
polimorfismo de uma Lp(a) ndo contendo o polimorfismo indica que o agente é um agente
antitrombético com eficicia aperfeigoada no polimorfismo de uma Lp(a) e em que uma
ligacdo diminuida do agente a um polimorfismo de uma Lp(a) comparada a ligagdo do
agente ao polimorfismo de uma Lp(a) ndo contendo o polimorfismo indica que o agente é
um agente antitrombdtico com eficacia reduzida para o polimorfismo da Lp(a). O versado na
técnica é familiar com esta e outras metodologias de blindagem incluindo, mas néo limitado
a ensaios de ligagdo direta, ensaios de ligagdo competitiva, ensaios de ligagdo n&o-
competitivas, ensaios de inibigdo funcional, ensaios de blindagem de aito rendimento e os
similares.

A invengéo é ilustrada, mas néo limitada pelas referéncias aos Exemplos a seguir:

Exemplos

Exemplo 1:

Lipoproteina(a) [Lp(a)] € uma fragdo do plasma que consiste em uma Unica
molécula de (Apo(a)) ligada covalentemente através de uma ligagdo de dissulfeto a uma
molécula de apolipoproteina B-100 juntamente com lipidios ricos em colesterol (7).
Enquanto as fungbes biolégicas de Lp(a) permanegam incertas (2, 3), altos niveis de Lp(a)
foram associados ao risco cardiovascular aumentado (CV), particularmente quando LDL-C
for também elevado (4 a 6). Os aspectos de comportamento de colesterol de Lp(a) possuem
investigagdo amplamente focada de risco cardiovascular associado na biologia baseada em
lipidio (7 a 11). No entanto, apolipoproteina(a) é também aitamente homoéloga a
plasminogénio, e apesar de uma falta de atividade proteolitca reconhecida na
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apoliproteina(a), esta homologia possui investigagbes alternativas focadas de risco
cardiovascular na fungdo da Lp(a) em hemostases, fungdo de plaquetas, e trombose (12 a
18).

O locus da apolipoproteina(a) esta dentre os mais polimérfico no genoma humano.
A variagdo genética da apolipoproteina(a) foi associada com a ampla faixa de niveis de
Lp(a) e conta amplamente para a hereditariedade de Lp(a) (19-22). A maioria das variagdes
conhecidas que influenciam os niveis de Lp(a) tomam a forma de entre 3 e 40 repeti¢des do
dominio de Kringle (Kr) IV tipo 2 localizado na dire¢do do término de amino da proteina (1,
23). Este alto nivel de polimorfismo de Kr IV tipo 2 teve apresentado um desafio para medir
os niveis de plasma de Lp(a) até que o desenvolvimento recente de reagentes de ensaio
que reconhecem.o dominio Unico de Kr V da apolipoproteina(a) e ndo reage de forma
cruzada com as repeticbes de Kr IV tipo 2 (24, 25). Outras variagdes do gene da
apolipoproteina(a) que foram associadas aos niveis de Lp(a) incluem polimorfismos de Unico
nucleotideo (SNP) bem como polimorfismos de delegéo de insergdo, notavelmente de uma
sequéncia de pentanucleotideo, TTTTA, no promotor (26 a 28). Em adig&o, o polimorfismo
do locus da apolipoproteina(a) parece envolver variagdo do nimero de cépias (29).

Recentemente, o SNP rs3798220, encodifica uma isoleucina para substituicdo de
metionina no dominio de plasminogénio tipo protease da apolipoproteina(a), foi sugerido
como um novo candidato para associagdo com ambos os niveis de Lp(a) e doengas
cardiovasculares prevalentes (Luke et al., submitted (30)). O genétipo deste polimorfismo foi
portanto determinado dentre 26,274 inicialmente mulheres saudaveis do Women's Health
Study (WHS) que foram aleatoriamente alocadas para dose de aspirina ou placebo e entdo
seguida durante um periodo de 10 anos para incidente de eventos cardiovasculares (31).
Este ajuste permitiu a oportunidade por estimagédo prospectiva ndo somente de associa¢éo
de rs3798220 com niveis de Lp(a) e risco vascular, mas também de uma interagdo entre
efeitos da aspirina e genéticos no risco. Embora a maioria dos participantes do estudo
fossem Caucasianos, houve numeros suficientes de participantes nio-Caucasianos para
locais de influéncias especificas de populagdo entre rs3798220 e niveis de Lp(a), como foi
encontrado em prévias comparagdes de outras variantes da apoliproteina(a) dentre as
populagbes com diferentes ancestrais biogeograficos (32 a 36).

Dentre 25,038 participantes Caucasianos no WHS, o menor alelo de rs3798220 no
gene da apoliproteina(a) foi carregado por 904 (3,6%) heterozigotos e 15 (0,06%)
homozigotos para uma frequéncia menos de alelo de 1,9%. Estes genétipos representam
um desvio da divisdria do equilibrio de Hardy- Weinberg (p = 0,048) devido & leve deficiéncia
de heterozigotos e excesso de homozigotos do menos alelo. Idade, IBM, taxas de fumo, uso
de terapia de reposi¢do de horménio, e status de menopausa bem como incidéncia de
hipertensdo e diabetes nédo foram diferentes dentre as trés classes genotipicas (Tabela 1).
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No entanto, niveis médios de Lp(a) em heterozigotos (79,3 mg/dL) e veiculos homozigotos
do menor alelo (153,9 mg/dL) foram respectivamente oito e 15 vezes maior que os niveis de
Lp(a) em ndo-veiculares (10,0 mg/dL, p «0,001) (Tabela 1, Figura 1A, B). Este efeito parece
0 mais modesto subjacente, porém elevagdes significantes do colesterol total das fragbes de
plasma relacionados, LDL-C, e apoliproteina B como julgado pela eliminagdo de
significAncia ap6s ajuste para os niveis de Lp(a). Outros biomarcadores, incluindo
marcadores de inflamagéo e outras fragdes de lipidio, ndo foram associados ao genétipo
rs3798220. Essencialmente resultados idénticos foram encontrados na analise combinando
os heterozigotos com os veiculos homozigotos do menor alelo em comparacbes de
caracteristicas clinicas com néo-veiculos (dados ndo mostrados).

A distribui¢do de niveis de Lp(a) dentre heterozigotos Caucasianos foi inteiramente
diferente daquela dentre nédo-veiculos e teve um padrdo totalmente bimodal que permitiu
estratificagdo desta subpopulagdo em um grupo com Lp(a) maior que 27,9 mg/dL (média
92,4 mg/dL, N = 627) e um segundo grupo com menos Lp(a) que 27,9 mg/dL (média 5,0
mg/dL, N = 260) (Figura 1A-C). Todos os veiculos homozigotos do menor alelo tiveram
niveis de Lp(a) maiores que 27,9 mg/dL, porém houveram muito poucos individuos neste
grupo para avaliar a forma de distribui¢do de Lp(a) (Figura 1B). A distribuicdo bimodal de
Lp(a) dentre os heterozigotos rs3798220 foi confirmada em uma segunda populagdo néo-
relacionada de 1058 homens Caucasianos do Physicians' Health Study (PHS) onde a
frequéncia do menor alelo de rs3798220 foi 1,8%, similar a sua frequéncia no WHS de
mulheres Caucasianas (Figura 1D).

Os niveis naturais de Lp(a) dentre heterozigotos Caucasianos poderia ndo ser
explicado pelas caracteristicas clinicas padrdo. Por exemplo, ndo houve diferengas
significantes na comparagéo de mulheres heterozigotas Caucasianas com Lp(a) baixa ou
alta em termos de idade, BMI, fumo, diabetes, status de menopausa, hipertensdo histérico
familiar de doencga cardiaca, ou uso de terapia de reposi¢cdo de horménio. Similarmente,
HDL-C, apoliproteina A1, triglicerideos, proteina reativa C, ICAM-I soltvel, fibrinogénio,
creatinina, homocisteina, e HbA1c foram todos comparaveis nas duas subpopula¢des dos
heterozigotos, e similares ao nivel dentre homozigotos para o maior alelo. Além disso,
atribuigbes geograficas brutas através dos Estados Unidos ndo sugerem uma base regional
para os niveis de Lp(a) bimodal. Niveis de LDL-C, colesterol total, e apoliproteina B foram
significativamente elevados em heterozigotos com Lp(a) alto comparado com baixo Lp(a)
(meédias: LDL-C, 130,5 mg/dL v. 122,5 mg/dL; colesterol total, 219,0 mg/dL v. 210,4 mg/dL;
apolipoproteina B, 109,9 mg/dL v. 103,1 mg/dL; todo p < 0,01), porém as diferencas n&o
foram novamente significantes ap6s ajuste através de Lp(a). Desse modo, os maiores niveis
destes lipidios observados pelo todo dentre heterozigotos podem ser explicados pelo
aumento na Lp(a). As distribuigdes bimodais ndo foram observadas por quaisquer destes
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lipidios dentre os participantes do WHS heterozigotos Caucasianos.

Uma simples copia do menor alelo de rs3798220 em heterozigotos conferiu um
aumento aproximado de 50% no risco de um evento vascular futuro dentre os 24,320
participantes do estudo Caucasiano que coletivamente experimentaram 825 casos de um
primeiro' evento de ponto final do compésito CVD total durante o periodo seguido até 10
anos(Tabela 2; idade ajustada HR 1,50, 95% CI: 1,09 - 2,05, p = 0,012). Nenhum dos
eventos ocorridos dentre os 15 veiculos homozigotos do menor alelo consistentes com a
taxa geral de incidéncia baixa, e, portanto, estes poucos individuos foram executados a
partir de analise do risco de doenga incidente futura. A magnitude do efeito de rs3798220 foi
similar aos pontos de terminagéo especifica de MI, acidente vascular cerebral isquémico, e
revascularizagdo. Desse modo, para os pontos de terminagdo mais clinicamente relevantes
de maiores eventos vasculares (Ml ndo-fatal, acidente vascular cerebral isquémico ndo-fatal,
e morte cardiovascular), a razéo de perigo ajustada a idade foi 1,58 (95% CI: 1,07 - 2,33, p
= 0,021). Estes efeitos permaneceram estatisticamente significantes apés o ajuste para
fatores de risco cardiovascular tradicional para que a razdo de perigo totalmente ajustada
para eventos totais vasculares foi de 1,50 (1,07 — 2,10, p = 0,009), e a razdo de perigo
totalmente ajustada para o maior evento vascular foi de 1,54 (Cl:1,01 — 2,35, p = 0,043).
Dentre todos os riscos aumentados dentre heterozigotos foi limitado aqueles com niveis de
Lp(a) elevados (Tabela 2). Por exemplo, para maiores eventos cardiovasculares, a razdo de
perigo ajustado a idade para os heterozigotos com Lp(a) alto [1,78 (CI: 1,26 — 2,51, p =
0,001)] foi maior e mais significante que para todos os heterozigotos, enquanto a ragdo de
perigo para heterozigotos com baixo Lp(a) [0,84 (ClI:0,84 — 1,77, p = 0,65)] foi menor que e
nao estatisticamente diferentes do risco dentre os ndo-veiculos (Tabela 2).

O risco aumentado de eventos cardiovasculares incidentes dentre heterozigotos
Caucasianos de rs3798220 foi amplamente negado pela alocagdo para tratamento com
baixa dose de aspirina (Figura 2). Especificamente, dentre os heterozigotos, a atribuigéo
aleatéria para aspirina foi associada com uma redugéo de 59 % em risco relativo de maiores
eventos cardiovasculares (95 % CI: 0,81 — 0,10, p = 0,025), enquanto que dentre alocagéo
aleatéria de ndo-veiculos para aspirina ndo tiveram efeito significante (redugdo relativa de
risco de 9 %, 95 % Cl: 0,023 a -0,09, p = 0.,1) (Figura 2A). Formalmente, esta interacédo de
aspirina e gendtipo foi significante (p = 0,05, modelo ajustado a idade). Os efeitos
diferenciais de aspirina dentre subgrupos de genétipos foram também observados para o
ponto de terminagdo de MI e acidente vascular cerebral isquémico (eventos clinicos
associados a ruptura da placa e trombose oclusiva). Desse modo o efeito genético de rede
para heterozigotos na auséncia de aspirina foi uma duplicagdo aproximada do risco geral
para maior incidente de eventos cardiovasculares combinados (HR ajustado & idade de
2,43, 95 % CI: 1,23 - 4,80, p = 0,01) e acidente vascular cerebral isquémico (HR ajustado a
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idade de 2,41, 95 % CI: 1,26 — 4,59, p = 0,008) (Figura 2A-C). No entanto, o efeito da
aspirina foi atenuado para o ponto de terminagdo da revascularizagdo coronaria (eventos
clinicos associados a progressdo da doenga subjacente sem oclusdo aguda; relativo risco
relativo 36 %, 95 % Cl: 0,89 a -0,44, p = 0,28).

A interagdo de aspirina com o gendtipo rs3798220 pareceu estar relacionada em
parte a uma interagéo similar de aspirina com niveis elevados de Lp(a) em geral. Dentre os
ndo-veiculos Caucasianos do menor alelo de rs3798220, a aspirina reduziu o risco relativo
de eventos dentre aqueles com niveis de Lp(a) acima de 90° percentual (65,1 mg/dL)
enquanto que o efeito minimo foi observado dentre aqueles com niveis de Lp(a) abaixo de
90° percentual (Figura 2D). Para o ponto terminal de revascularizagéo, os efeitos da aspirina
dentre Caucasianos com niveis de Lp(a) acima de 90° percentual (reducéo relativa de risco
39 %, 95 % CI: 0,64 — 0,05, p = 0,03) foi comparavel em magnitude ao efeito da aspirina
dentre os heterozigotos Caucasianos.

A prevaléncia do menor alelo de rs3798220 marcadamente diferente entre
Caucasianos (MAF = 1,9%) e WHS n&o-Caucasianos. Especificamente, a variagdo em
rs3798220 foi quase ausente dentre America-Africanos auto-identificados (MAF = 0,5 %).
Em contraste, o menor alelo foi mais prevalente que entre os Caucasianos para America-
Asianos (MAF = 7,6%), Hispanicos (MAF = 15,1 %), e Americanos nativos (MAF = 9,1 %)
(Tabela 3). As diferengas na frequéncia de alelos comparada com Caucasianos foram todas
significantes, como foram diferentes entre America-Africanos e Hispanicos, America-
Asianos, ou Americanos nativos e entre Hispanicos e Asianos. O projeto de genotipagem de
Hapmapa detectou o menor alelo em Asianos (CHB + JPT, MAF = 5,6%), porém n&o em
Caucasianos (CEU) ou Africanos (YRI) (37). A frequéncia entre Asianos do Hapmapa néo foi
significantemente diferente da frequéncia na subpopulagdo de America-Africanos (p = 0,59).
Dentre os Caucasianos, as diferengas regionais na frequéncia de alelo potencialmente
relacionada aos graus de variagdo de mistura ndo poderia ser detectado pela classificagdo
geografica bruta através dos Estados Unidos. Em contraste ao encontrado em Caucasianos,
os niveis de Lp(a) ndo foram elevados nem bimodais nas subpopulagdes de heterozigotos
dos America-Asianos ou Hispanicos do WHS, ambos os quais tiveram nGimeros suficientes
de participantes para avaliar a distribuigdo de Lp(a). Similarmente, ndo deveria parecer ser
uma associagéo entre rs3798220 e incidentes de CVD nestas populagdes, embora a
poténcia fosse limitada.

Neste estudo de grande escala de mulheres saudaveis inicialmente dos Estados
Unidos, veiculos Caucasianos do menor alelo do polimorfismo de rs3798220 no gene da
apolipoproteina(a) (30) tiveram niveis amplamente elevados de Lp(a) bem como um dobro
do risco de maiores eventos vasculares. No entanto, dentre os heterozigotos aleatoriamente

alocados para aspirina de baixa dose, este risco aumentado de eventos vasculares futuros
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foi eficazmente abolido (reducéo relativa do risco com aspirina 59 %, p = 0,025). Dentre néo-
veiculos, por contraste, houve evidencia minima de um beneficio a partir da terapia com
aspirina (reducgéo relativa de risco com aspirina 9 %, p = 0,31). No contexto da atividade
antitrombotica de aspirina, este resultado farmacogenético é consistente com a fungéo direta
de Lp(a) em trombose, talvez, através do dominio similar a protease de plasminogénio ou
fungdes de ligagdo de lisina do dominio Kr como foi sugerido previamente (13, 38). A
descoberta de que os efeitos de aspirina na associagdo de rs3798220 com infarto do
miocardio e acidente vascular cerebral foram maiores que seus efeitos em revascularizagéo
coronaria levanta a possibilidade intrigante que uma interagéo entre aspirina e derivado de
Lp(a) de um alelo da apoliproteina(a) especifico pode ser mais relevante para ruptura de
placas agudas e oclusdo de vasos que a progressdo da doenga. Caso o efeito
farmacogenético de rs3798220 também envolva possivel reducdo dependente de alelo da
expressdo de apoliproteina(a) através de aspirina continua desconhecida (39, 40). Ainda,
estes dados provéem um método genético direto para definir subpopulagdes com mais ou
menos beneficios de terapia de aspirina, um problema pertinente para a escolha controversa
de aspirina ou alternativas de aspirina tais como tienopiridinas na prevencgéo e tratamento de
doenga vascular (31, 41, 42).

A base molecular da relagdo complexa entre a substituicdo ndo-sindnima codificada
por rs3798220 e niveis de Lp(a) e risco cardiovascular ira requerer elucidagdo adicional. Em
particular, os efeitos genéticos nos niveis e distribuicdo de Lp(a) os fazem dificeis de
distinguir os efeitos no risco e a resposta de aspirina somente relacionada aos niveis
elevados de Lp(a) provenientes dos efeitos relacionados a atividade bioldgica intrinseca
transmitidos através da substituicdo de aminoacido, que pode também contribuir
diretamente para Lp(a) elevado. Similarmente, relagdes entre o rs3798220 e haplotipos no
locus da apolipoproteina(a) ndo séo claros, porém podem envolver ligamento a um alto alelo
de expresséo do I6cus da apolipoproteina(a) em Caucasianos, por exemplo comum nimero
néo-usual de dominios de Kringle IV tipo 2 (43, 44). Esta hipotese deve explicar
adicionalmente o padréo bimodal da distribuigdo de Lp(a), especiaimente se o rs3798220
estiver ligado a dois ou mais haplotipos direcionando diferentes niveis de Lp(a).

A andlise de frequéncia de alelo é consistente com pelo menos uma origem de
rs3798220 na Asia, porém nio localiza a presenga desta variante em Caucasianos. Dada a
frequéncia moderada de rs3798220 nos Caucasianos e a falta de polarizagédo regional
aparente em sua distribuicdo através dos Estados Unidos, a mistura com populagbes
America-Asianos parece uma explicagdo improvavel. No entanto, enquanto a maioria da
variag&o privada para populagdes ndo-Africanas pode ter aparecido através de processos
estocasticos em vez de selegdo positiva (45), a associagdo de rs3798220.com niveis de
Lp(a) combinados com sua frequéncia significativamente diferente nos Caucasianos e
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outras populagdes n&do-Africanas levantam a possibilidade de que ambos a selegdo e
direcdo podem ser responsaveis por sua distribuicdo biogeografica. Ambos estes processos
s&o consistentes com o alto nivel de variagéo genética especifica de populagéo e expresséo
no lécus da apoliproteina(a) bem como especulagéo a cerca da fungdo de Lp(a) (3).

Além de fornecer pistas sobre as propriedades bioldgicas de Lp(a), as associagdes
de rs3798220 com niveis de Lp(a), risco cardiovascular, e os efeitos do tratamento com
aspirina ilustram o potencial de aproximagdes genéticas no entendimento comum de
doengas complexas. A respeito disso, os resultados oferecem ndo somente uma estratégia
farmacogenética para gerenciar um tipo especifico de risco de CVD devido & variagéo
genética, mas também a maior esperanga de administrar a salde com a precisdo mais
possivel atraves da medicina personalizada com base no gene.
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Materiais e Métodos

Populagdes de estudo: a populagdo de estudo primario derivada do Women's

Health Study (WHS), um ensaio randomizado de aspirina (100 mg oralmente em dias

alternados) e placebo na prevengdo primaria de doengas cardiovasculares conduzidas
dentre mulheres inicialmente saudaveis com idade de pelo menos 45 no registro que foram
acompanhadas por um periodo de 10 anos (1, 2). No registro, os participantes proveram
informagdo demografica e clinica de linha de base. 28,345 participantes de WHS proveram
sangue para analise genético e de plasma. Dentre estas amostras, os niveis de Lp(a) da
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linha de base foram medidos com um ensaio turbidimétrico que no ¢é afetado pelo nimero
de dominios de Kr IV tipo - 2 repetidos no analisador Hitachi 917 (Roche Diagnostics,
Indianapolis, ID) (3). A medida da linha de base de outras fragdes de lipidios, biomarcadores
de inflamag&o, e outros componentes do plasma foram descritos anteriormente (4). O total
de eventos cardiovasculares incidentes determinados durante o periodo de
acompanhamento incluiu aqueles tipicamente associados com ruptura de placas e oclusdo
de vasos tais como infarto do miocardio (Ml), acidente vascular cerebral isquémico, € morte
cardiovascular, bem como aqueles tipicamente associados com progressdo de doenga
aterosclerética subjacente definida como revascularizagdo por angioplastia coronaria
transluminal percutdnea (PTCA) ou corrupgdo do desvio da artéria coronaria (CABG). Os
maiores incidentes de eventos cardiovasculares foram definidos como infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral isquémico, ou morte cardiovascular. Em adi¢do, a associagdo
entre o rs3798220 e os niveis de Lp(a) do plasma foi avaliada em um grupo independente
de 1058 homens Caucasianos que participaram do Physicians Health Study (PHS) (5).
Dentre estes participantes do PHS, niveis de Lp(a) foram determinados com um método
clinico padréo baseado em ELISA (6).

Genotipagem: Gendtipos para rs3798220 nos participantes de WHS participantes
foram determinados através de um procedimento de ligagdo de oligonucleotideo que
combinou amplificagdo PCR das sequéncias alvo de 3ng do DNA gendémico com ligagdo
subsequente de oligonucleotideo de alelo especifico (7). Os produtos de ligagdo dos dois
alelos foram entdo separados por hibridizagdo para oligonucieotideos de produtos
especificos, cada um acoplado as microesferas Luminex®100TM x MAP espectralmente
distintas (Luminex, Austin, TX). Os produtos capturados foram rotulados fluorescentemente
com streptavidin R- phycoerythrin (Prozyme, San Leandro, CA), classificados com base no
espectro de microesfera, e detectados por um instrumento Luminex® 100TM (8). Os
genotipos no rs3798220 no PHS foram determinados com um método de amplificacédo de
DNA em tempo real, de alelo especifico, baseado em fluorescéncia como descrito (ABI,
Foster City) (9). Para as populagdes do WHS e PHS respectivamente, as fragbes de
amostras com determinagdo bem-sucedida de genétipos foram de 96,3 % e 97,8 %. Das
27,289 mulheres com amostras de DNA para genotipagem, a verificagdo completa para o
gendtipo rs3798220, niveis de Lp(a), idade, e ocorréncia de incidente de eventos
cardiovasculares estiveram disponiveis para 25,436. Destes, 24,320 eram Caucasianos, 468
eram America-Africanos, 282 eram America-Asianos, 262 eram Hispanicos, 62 eram
Americanos nativos, e 42 tinham ancestrais desconhecidos. ' ‘

Metodos Estatisticos: Os desvios do equilibrio de Hardy- Weinberg foram avaliados
utilizando um teste de relagéo log-probabilidade. Diferengas em co-variantes clinicos dentre
as trés classes de gendtipos foram avaliados através de procedimentos ANOVA para
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caracteristicas distribuidas de forma normal, através do teste de Kruskal-Wallis para
caracteristicas distribuidas de forma ndo-normal, e através de um teste qui-quadrado de
proporgdes para caracteristicas categéricas. Similarmente, a significancia de diferengas em
frequéncias de alelo entre os pares de populagbes com diferentes ancestrais biogeograficos
foi determinada com um teste Qui-Quadrado. Para andlise de desvio geografico em niveis
de Lp(a) e na frequéncia do menos alelo dos alelos de rs3798220, local de residéncia no
registro foi classificado em um de seis grupos correspondentes ao Nordeste, Sul, Centro-
Oeste, Sudoeste, zonas de montanha, e areas do extremo oeste dos Estados Unidos. A
significdncia destas atribuicdes em explicar niveis de Lp(a) ou frequéncia de alelo foi
determinada com regresséo logistica ou andlise qui-quadratica. A avaliagdo prospectiva da
associagéo entre rs3798220 e o risco de CVD incidente foi desempenhada com modelos de
riscos proporcionais de Cox ajustados por idade ou co-variantes de risco tradicionais (idade,
pressdo sanguinea, histérico de diabetes, status de fumo, histérico familiar de infarto do
miocardio, LDL-C, e HDL-C. Em todas as andlises registradas, o pressuposto de
proporcionalidade nos modelos de Cox n&o poderia ser rejeitado (p > 0,05). As diferengas
no risco associado com tratamento com aspirina foram determinadas incluindo um termo de
interagé&o nos modelos de Cox ou por analise que participantes estratificaram de acordo com
sua atribuigdo para aspirina ou placebo.

O exame de niveis de Lp(a) dentre rs3798220 Caucasianos heterozigotos
revelaram uma clara distribuicdo bimodal. Um subgrupo teve niveis de Lp(a) menores com
uma distribuicdo aproximadamente log-normal que é também observada para n&do-veiculos
do menor alelo, enquanto o outro subgrupo teve maiores niveis de Lp(a) com uma
distribuigdo aproximadamente normal. Por conseguinte, estes participantes foram
classificados em subgrupos baixos ou altos de Lp(a) modelando a distribuicdo bimodal
observada como uma mistura de log-normal independente [para Lp(a)] baixo e normal [para
distribuicbes de Lp(a)] altas que foram ajustadas para valores de Lp(a) com um algoritmo
maximo de expectativa (EM) (10). Um nivel de Lp(a) de 27.9 mg/dL correspondente a um
valor de responsabilidade de 0,5 no algoritmo EM foi utilizado para descriminar o grupo
Lp(a) alto do grupo Lp(a) baixo. A classificagdo destes dois modelos de distribuigdo foi
essencialmente ambigua naquele de 806 atribuigdes fora de 887 (91 %) tiveram valores de
responsabilidade que foram pelo menos 95 % de certeza.
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10 Tabela 1. Perfil clinico de linha de base para participantes do WHS por genétipo
Genétipo
153798220
TT (N=24119) TC (N=904) CC (N=15) p-valor
caracteristicas clinicas
idade (anos) 52(48.0 - 59.0) 52.0(48-0-58.0) 52(49.5-55.0) 0.352
BMI (kg/m"2) 24.9(22.5-28.3) 24.7(22.4-283) 249 (22.1 - 0.758
28.9)
histdrico de hipertensao (%) 5950 (24.7) 237.(26.2) 3 (20.0) 0.530
histérico familiar MI (%) 2801 (12.9) 127(15.3) 2(154) 0.077
fumoatual (%), 2795 (11.6). 109 (12.1) 2(13.3) 0.912
diabetes (%) 614 (2.5) 22249 0 (0.0) 0.944
HRT (%) 10472 (43.5) 419.(46.5) 9(60.0) 0.100
menopausa (e) 13139 (54.6) 486 (53.8) 8(53.3) 0.907
caolesterol total de : )
biomarcadores de {mg/dL) 208.0 (184.0 - 215.0(189.0 - 229 (208.5 0.00031%
lipidio 235.0) 241.0) 250.0)
LDL-C (mg/dL). 121.3 (1004 - 126.5 (105.5 - 137.6(118.8 - 0.00022*
144.2) 149.2) 157.4) _
apoliproteina. B 100.0 (83.8 - 107.3 (87.1 - 109.8 (1004 - 0.00001%
{mg/dL) 121.3) 125.1) 127.0)
HDL-C (mg/dL) 51.8(43.1-62.2) 51.8(43.5-62.4) 51.7:(46.0 - 0.600
66.8).
apoliprotena Al 148.9 (132.3 - 148.2 (133.4 - 145.2 (135.9 - 0.983
{mg/dL). 167.9) 166.3) 168.3)
triglicerideos {mg/dL. 119 (84 - 176) 117.0 (83.0:- 104 (90.0 - 0.890
177.2) 149.0)
Lp(a) (mg/dL) 10.0(4.2-285) 793(13.7-102.1) 153.9(105.6 = <<0.001*
’ ' 215.0)
protefnia Creativa de ) )
biomarcadores de inflamagdo 2.0(0.8 - 4.4) 2.0(0.8-4.2) 1.1 (0.9 -2.4) 0.342
(mg/L)
ICAM-1 soltivel (ng/m1) 342.9(301.8 - 343.8(301.4 - 349.4:(295.6 - 0.961
394.8) - 396.4) 399.2)
fibrinogénio (mg/L) 349.9 (307.0 - 348.9(307.6 - 343.5(318.4 - 0.851
. » 401.1) 401.7) 382.7)
outros biomarcadores
creatinina (mg/dL) 0.7 (0.6 -0.8) 0.7 (0.6-0.8) 0.7 (0.7 -0.8) 0.402
homocisteina (umol/dL.) 10.5 (8.7 - 12.9) 10.5(8.7-12.8) 11.6(86-12.7) 0.468
HbAlc (%) 50¢(4.8-52) 5.0(5.8-58.2) 49(4.8-52) 0.658

* Média (amplitudes interquartis para caracteristicas quantitativas de N (%) para caracteristicas discretas

*Analiico p=4.7x10™"’

# Nao significanté apds ajuste para niveis Lp(a).

Tabela 2. Associagdo de rs3798220 com eventos cardiovasculares entre

Caucasianos
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gendtipo 13798220 e niveis de Lp(a)

Lp(a) alto: Lp(g)baixo )
iits HRCI) p HRCI) p HRET I3
ingidente totat de CVD 825 1.502.05) 0.012 1.782.51) 0,001 0.841.77) 0.65¢.
Maior incidente d& CVD 521 1.582.33) 0.021 1.852.83) 0.005° 0.962.33) 0.93¢C
Intdrta do Miocardio. 211 {.572.88) 0.150 1.833.57) 0,076 0.953.83) 0.94¢
Derrame isquénico: 221 1.813.17) 0.039 2.013.79) 0.031 1.364.25) 0.60¢
Revasoularizagao 415 1.432.18) 0.092 1.792.80) 0.011 0.621.93) 0.41C
is de:Cox' i ‘a0s de ta para gendtipos de alelos maiores (TT),

in.é!uindége@gfgg poi r‘l'dad-e
Tabela 3. Frequéncia de alelo menor de rs3798220 em WHS e subpopulagbes de

HapMap
grupo N* MAE HWEp Hisp: AAm As N.Am. CHB+JPT CEU YRI
WHS: Todos: 26495 0.021 0.002 - .- - - - - .
‘WHS Caucasianos 25038 0.019 0.048 <0.001 0.001 <0.001 0.001 <0.001 0.002 0.002
WHS Hispéanicos 275 0.151 0.901 - <0.001.  <0.001 0.017 0.005 0.000 0.000:
WHS America-. . 486 0.008 0.872 - - <0.001 0.001 <0.001 0.274 0272
Africano:
WHS -Asiano 360 0.076 0.940 - - - 0.244 0.593 0.005 0.005
WHS: Americano 66 0.091 0273 - - _ . - 0.808 0.004 0.005
nativo )
HapMap CHB+JPT 89 0.056 0.440 - - - - - 0.056 0.055
‘HapMap.CEU’ 60 0.000 » - s « . - - NA
HapMap YRI. 80 0.000 = = - - - - - -

*Ntimero de individuos em cada subpopulacao cony gendtipo bem-sucedidido-para 1s3798220
NA; no.aplicdvel.

Exemplo 2: Genotipagem de 40 SNPs adicionais em e préximo ao locus LPA nas
amostras de WHS para determinar a variagdo de SNP no LD com rs3798220 em America-
Europeus, America-Asianos, e Americanos Hispanicos.

Foram genotipados 40 SNPs adicionais no gene LPA (o gene para apolipoproteina
(a)) e loci vizinhanga em um individuo em um subconjunto de amostras provenientes do
WHS escolhido nas bases de ambos os gendtipos rs3798220 e ancestrais auto-registrados
(America-Europeus (isto €, Branco ou Caucasiano), ou Americanos Hispanicos). Foi entdo
estimado desequilibrio de ligamento (LD) entre estes novos SNPs e rs378220. Devido as
amostras nao terem sido escolhidas de forma aleatéria, mas ao invés da base do gendtipo
rs3798220, ndo poderia simplesmente estimar a frequéncia de alelo e LD da amostra
diretamente porém teve que inferir nas frequéncias do alelo e LD minimizando a diferenca
entre os genoétipos observados e previstos dadas as estratégias de amostragem com base
no rs379220. Os resultados mostraram que:

1) dois SNPs (rs9457931 dbSNP@NCBI (polimorfismo de Unico nucleotideo no
cromossomo de posigéo 6:160849894 NCBI construgdo 128) e rs9457927 dbSNP@NCBI
(polimorfismo de unico nucleotideo no cromossomo de posigdo 6:160830272 NCBI
construgdo 128)) foram quase completo em LD com rs3798220 entre os WHS Caucasianos
(America-Europeus). Ambos os SNPs estdo em genes LPAL2 vizinhos (Lipoproteina, Lp(a)-
tipo 2 gene precursor, adjacente ao gene para apoLipoproteina(a));

2) outros SNPs tiveram uma faixa de LD para rs3798220; e

3) houve um padrdo muito diferente de LD nas subpopulagbes de n&do-europeus.
Estes resultados foram interpretados para sugerir que os efeitos descritos no Exemplo 1
fossem relacionados a um alelo carregando todos os trés SNPs (rs3798220, rs9457931,
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rs9457927).

Exemplo 3: A relagéo entre o genétipo rs3798220, nimero de repeti¢cdes de Kringle
IV tipo 2 e expressé@o de Lp(a) nos trés subgrupos de Dallas Heart Study com ancestrais
distintos.

Foram genotipados os rs3798220 em Dallas Heart Study (DHS) (The American
Journal of Cardiology Volume 93, Issue 12, 15 June 2004, Pages 1473-1480 ) para o qual o
numero de repetigdes de Kr IV, tipo 2 (KrlV2r's) no componente da apolipoproteina(a) da
Lp(a) do plasma (isto &, proteina apo(a) expressa) foi determinada anteriormente
(Circulation. 2005 ;111 :1471 - 1479). Esta populagédo inclui homens e mulheres, dentre
Brancos ndo-Hispéanicos (ancestrais Europeus), Negros (ancestrais Africanos), e Hispanicos,
totalizando 3529 amostras. A andlise buscou identificar a correspondéncia entre o menor
alelo de rs3798220 e o numero de KrlV2r's expressos com possivel dependéncia nos
ancestrais. A andlise foi desempenhada de duas maneiras. Primeiramente, todos os
individuos foram considerados, e cada alelo KrlV2r do individuo (no nivel do DNA) foi
assumido para ser equivalente aos alelos expressos (no nivel da proteina). Isto &, individuos
com somente um KrlV2r expresso foi assumido para ter duas copias daquele alelo no locus
LPA (3529 individuos). Em segundo, foi considerado somente individuos com dois alelos de
KrlV2r distintos (total de 2859), excluindo 668 com somente um alelo KrlV2r expresse a
partir da analise. As conclusGes foram muito similares para ambos. A saber, 1) entre
brancos ndo-hispanicos, o menor alelo de rs3798220 foi fortemente correlacionado com 17
KrlV2r's e a um menor grau de 16 ou 18 repeticdes (embora a diferenca entre 16, 17 e 18
repeticdes poderiam relacionar a resolugdo do ensaio para o nimero de KriV2r) (Figura 3);
2) entre brancos n&o-hispanicos, alelos com um nimero menor de KrlV2r geralmente
expressa niveis maiores de Lp(a) (Figura 4); 3) brancos ndo-hispanicos expressando 17
KrlV2r's possuem niveis altos de Lp(a), individuos que, em adigéo, também carregam uma
copia do menor alelo de rs3798220 possuem niveis mesmo significativamente maiores de
Lp(a) (pagina 11, direita inferior) (Figura 5); e 4) a distribuigdo de KrlV2r's, sua correlagéo
com o nivel de expressédo, e sua correlagdo com rs3798220 ¢ diferente nos grupos de
ancestrais diferentes para que a correlagdo de rs3798220 e niveis extremos de Lp(a)
observou brancos ndo-hispanicos ndo estdo nos grupos dos outros ancestrais.
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REIVINDICACOES
1. Método para avaliar a receptividade de um individuo humano ao tratamento com

acido acetilsalicilico para reduzir o risco de um evento cardiovascular future
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

determinar a identidade de um polimorfismo de Unico nucleotideo no cromossomo
de posigéo 6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgéo 36.1; rs3798220
dbSNP @ NCBI) do gene da apolipoproteina(a) (Apo(a)) do individuo humano.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que a
presenca de um polimorfismo caracterizado por citosina ou guanina no cromossomo de
posicdo 6:160880877 indica receptividade ao acido acetilsalicilico.

3. Método, de acordo com a reivindicagédo 1 ou reivindicagdo 2, CARACTERIZADO
pelo fato de que adicionalmente compreende determinar um nivel de Lipoproteina(a) (Lp(a))
em uma amostra de sangue proveniente do individuo.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 3, CARACTERIZADO pelo fato de que o
individuo possui um nivel elevado de Lp(a) no sangue.

5. Método, de acordo com a reivindicagéo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que o
nivel de Lp(a) é cerca de 10 mg/dl ou maior na amostra de sangue proveniente do individuo.

6. Método, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que o
nivel de Lp(a) é cerca de 15 mg/dl ou maior na amostra de sangue proveniente do individuo.

7. Método, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que o
nivel de Lp(a) é cerca de 20 mg/dl ou maior na amostra de sangue proveniente do individuo.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que o
nivel de Lp(a) é cerca de 25 mg/dl ou maior na amostra de sangue proveniente do individuo.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que a
presenga de um polimorfismo caracterizado por timina ou adenina no cromossomo de
posicao 6:160880877 néo indica receptividade ao acido acetilsalicilico.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o evento cardiovascular é infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, sindrome
coronariana aguda, isquemia do miocardio, angina de peito estavel cronica, angina de peito
instavel, morte cardiovascular, reestenose coronaria, reestenose do stent coronario, re-
trombose do stent coronario, revascularizagédo, angioplastia, ataque isquémico transitério,
embolismo pulmonar, oclus&o vascular, ou trombose venosa.

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a identidade do polimorfismo é determinada contactando um acido nucléico obtido a partir
do individuo com uma sonda de acido nucléico.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a identidade polimorfismo é determinada através da hibridizagdo da sonda de alelo



10

15

20

25

30

35

especifico, extensdo iniciadora de alelo especifica, amplificagdo de alelo especifica,
digestdo de 5' nuclease, ensaio de sinalizador molecular, ensaio de ligadura de
oligonucleotideo, analise de tamanho, e polimorfismo de conformacéo de filamento Gnico.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a identidade do polimorfismo é determinada seqlenciando um &cido nucléico obtido a partir
do individuo.

14. Ensaio, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

contatar um agente com uma proteina da apolipoproteina(a) (Apo(a)) codificada por
um gene (Apo(a)) possuindo nucleotideos citosina ou guanina no cromossomo 6:160880877
(Montagem de Margo de 2006-NCBI construgédo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI), |

 avaliar a ligagdo do agente para a proteina de Apo(a) isolada ou para

Lipoproteina(a) (Lp(a)), e

comparar a ligagao a um controle.

15. Ensaio, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

contatar um agente com uma proteina da Apo(a) codificada por um gene da
apolipoproteina(a) possuindo nucleotideo adenina ou timina no cromossomo 6:160880877
(Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgédo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI),

avaliar a ligagédo do agente para a proteina da Apo(a) isolada, e

comparar a ligacdo a um controle. A

16. Ensaio, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 14 ou 15,
CARACTERIZADO pelo fato de que o controle compreende uma medida da ligagédo de
acido acetilsalicilico a proteina de Apo(a) isolada & Lp(a) ou as plaquetas, ou uma medida
da interagéo de acido acetilsalicilico com as plaquetas.

17. Método de tratamento, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

selecionar um individuo humano baseado em que o individuo humano possua um
polimorfismo de Apo(a) caracterizado por citosina ou guanina no cromossomo 6:160880877
(Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgédo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI), e

administrar ao individuo acido acetilsalicilico para reduzir o risco de um futuro
evento cardiovascular devido ao individuo possuir o polimorfismo.

18. Método, de acordo com a reivindicagdo 17, CARACTERIZADO pelo fato de que
o individuo humano também possui um nivel elevado de Lipoproteina(a) (Lp(a)) no sangue.

19. Método, de acordo com a reivindicagdo 18, CARACTERIZADO pelo fato de que
o nivel de Lp(a) é cerca de 10 mg/dl ou maior em uma amostra de sangue proveniente do
individuo.

20. Método, de acordo com a reivindicagédo 19, CARACTERIZADO pelo fato de que
o nivel de Lp(a) é cerca de 15 mg/dl ou maior em uma amostra de sangue proveniente do
individuo.
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21. Método, de acordo com a reivindicagdo 18, CARACTERIZADO pelo fato de que
o nivel de Lp(a) € cerca de 20 mg/dl ou maior em uma amostra de sangue proveniente do
individuo.

22. Método, de acordo com a reivindicagdo 18, CARACTERIZADO pelo fato de que
o nivel de Lp(a) é cerca de 25 mg/dl ou maior na amostra de sangue proveniente do
individuo.

23. Método, de acordo com a reivindicagdo 17, CARACTERIZADO pelo fato de que
o‘ evento cardiovascular é infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, sindrome
coronariana aguda, isquemia do miocardio, angina de peito estavel crénica, angina de peito
instavel, morte cardiovascular, reestenose coronaria, reestenose do stent coronario, re-
trombose do stent coronario, revascularizagéo, angioplastia, ataque isquémico transitério,
embolismo pulmonar, oclusdo vascular, ou trombose venosa.

24. Método de tratamento, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

selecionar um individuo humano com base em que o individuo humano possua um
polimorfismo de Apo(a) caracterizado por timina ou adenina no cromossomo 6:160880877
(Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI), e

administrar ao individuo um agente antiplaquetario ou um outro agente
antitrombético que ndo o acido acetilsalicilico para reduzir o risco de um futuro evento
cardiovascular devido ao individuo possuir o polimorfismo.

25. Método, de acordo com a reivindicagdo 24, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 agente antitrombotico € uma tienopiridina ou um derivado de tienopiridina.

26. Metodo, de acordo com a reivindicagdo 25, CARACTERIZADO pelo fato de que
a tienopiridina ou o derivado de tienopiridina é clopidogrel, bissulfato clopidogrel, ticlopidina,
prasugrel (CS-747, ou LY 640315), SR 25989, ou PCR 4099.

27. Método, de acordo com a reivindicagdo 24, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 agente antitrombético é sédio cenoxaparin, ximelagatrano, abciximab ou tirofiban.

28. Método para avaliar a receptividade de um individuo humano ao tratamento
com acido acetilsalicilico para reduzir o risco de um futuro evento cardiovascular
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

detectar a presenga ou auséncia de um marcador genético ligado ou em
desequilibrio de ligamento com um polimorfismo de Unico nucleotideo (SNP) no
cromossomo de posigdo 6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgdo
36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI) do gene da apolipoproteina(a) (Apo(a)) do individuo
humano.

29. Metodo, de acordo com a reivindicagdo 28, CARACTERIZADO pelo fato de que
o marcador genético é um alelo, a SNP, um polimorfismo de comprimento dos fragmentos

de restrigdo (RFLP), um DNA polimérfico amplificado aleatério (RAPD), um polimorfismo de
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comprimento dos fragmentos amplificados (AFLP), ou um marcador microssatélite (SSR).

30. Método, de acordo com a reivindicagdo 28, CARACTERIZADO pelo fato de que
o marcador genetico € um SNP no cromossomo de posigéo 6:160849894 (NCBI construgdo
128; rs9457931 dbSNP@NCBI).

31. Método, de acordo com a reivindicagdo 28, CARACTERIZADO pelo fato de que
o marcador genético € um SNP no cromossomo de posi¢éo 6:160830272 (NCBI construgdo
128; rs9457927 dbSNP@NCBI).

32. Método, de acordo com a reivindicagédo 28, CARACTERIZADO pelo fato de que
o ligamento € entre 16, 17, ou 18 repeti¢des do dominio de Kringle (Kr) IV tipo 2.

33. Método, de acordo com a reivindicagdo 28, CARACTERIZADO pelo fato de que
a presenga de um polimorfismo caracterizado por citosina ou guanina no cromossomo de
posi¢ao 6:160880877 indica receptividade ao acido acetilsalicilico.

34. Método, de acordo com a reivindicagdo 28, CARACTERIZADO pelo fato de que
a presenca de polimorfismo caracterizado por timina ou adenina no cromossomo de posigédo
6:160880877 néo indica receptividade ao acido acetilsalicilico.

35. Método, de acordo com a reivindicagdo 28, CARACTERIZADO pelo fato de que
adicionalmente compreende determinar um nivel de Lipoproteina(a) (Lp(a)) em uma amostra
de sangue proveniente do individuo.

36. Método, de acordo com a reivindicagdo 28, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 evento cardiovascular é infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, sindrome
coronariana aguda, isquemia do miocardio, angina de peito estavel cronica, angina de peito
instavel, morte cardiovascular, reestenose corondria, reestenose do stent coronario, re-
trombose do stent coronario, revascularizagdo, angioplastia, ataque isquémico transitério,
embolismo pulmonar, oclusdo vascular, ou trombose venosa.

37. Método de tratamento CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

selecionar um individuo humano com base em que o individuo humano possui um
marcador genético ligado ou em desequilibrio de ligamento com um polimorfismo de Apo(a)
caracterizado por citosina ou guanina no cromossomo 6:160880877 (Montagem de Margo
de 2006 - NCBI construgdo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI), e

administrar ao individuo o acido acetilsalicilico para reduzir o risco de um futuro
evento cardiovascular devido ao individuo possuir o polimorfismo.

38. Método de tratamento, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

selecionar um individuo humano com base em que o individuo humano possui um
marcador genetico ligado ou em desequilibrio de ligamento com um polimorfismo de Apo(a)
caracterizado por timina ou adenina no cromossomo 6:160880877 (Montagem de Margo de
2006 - NCBI construgéo 36.1; rs3798220 dbSNP @ NCBI), e

administrar ao individuo um outro agente antitrombético que ndo o &cido
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acetilsalicilico para reduzir o risco de um futuro evento cardiovascular devido ao individuo
possulir o polimorfismo.

39. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 37 ou 38,
CARACTERIZADO pelo fato de que o marcador genético € um alelo, um SNP, um
polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo (RPLP), um DNA polimérfico
amplificado aleatério (RAPD), um polimorfismo de comprimento dos fragmentos
amplificados (AFLP), ou um marcador microssatélite (SSR).

40. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 37 ou 38,
CARACTERIZADO pelo fato de que o individuo humano também possui um nivel elevado
de Lipoproteina(a) (Lp(a)) no sangue.

41. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 37 ou 38,
CARACTERIZADO pelo fato de que o evento cardiovascular é infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral, sindrome coronariana aguda, isquemia do miocardio, angina de
peito estavel cronica, angina de peito instavel, morte cardiovascular, reestenose coronaria,
reestenose do stent coronario, re-trombose do stent coronario, revascularizagéo,
angioplastia, ataque isquémico transitério, embolismo pulmonar, oclusdo vascular, ou
trombose venosa.

42. Método para avaliar um risco do individuo humano de um evento cardiovascular
futuro CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

determinar a identidade de um polimorfismo de Gnico nucleotideo no cromossomo
de posigéo 6:160880877 (Montagem de Margo de 2006 - NCBI construgéo 36.1; rs3798220
dbSNP @ NCBI) do gene da apolipoproteina(a) do individuo humano, e

determinar um nivel de Lipoproteina(a) (Lp(a)) em uma amostra de sangue
proveniente do individuo humano.

43. Método, de acordo com a reivindicagdo 42, CARACTERIZADO pelo fato de que
a presenca de um polimorfismo caracterizado por citosina ou guanina no cromossomo de
posigdo 6:160880877 e a presenga de um nivel elevado de Lp(a) na amostra de sangue
proveniente do individuo indica que o individuo estd em um risco elevado de um evento
cardiovascular futuro.

44. Método, de acordo com a reivindicagdo 43, CARACTERIZADO pelo fato de que
o nivel de Lp(a) é cerca de 10 mg/dl ou maior na amostra de sangue proveniente do
individuo.

45. Método, de acordo com a reivindicagdo 43, CARACTERIZADO pelo fato de que
o nivel de Lp(a) é cerca de 15 mg/dl ou maior na amostra de sangue proveniente do
individuo.

46. Método, de acordo com a reivindicagdo 43, CARACTERIZADO pelo fato de que
o nivel de Lp(a) é cerca de 20 mg/dl ou maior na amostra de sangue proveniente do



individuo.

47. Método, de acordo com a reivindicagdo 43, CARACTERIZADO pelo fato de que
o nivel de Lp(a) é cerca de 25 mg/dl ou maior na amostra de sangue proveniente do
individuo.

48. Meétodo, de acordo com a reivindicagdo 42, CARACTERIZADO pelo fato de que
o evento cardiovascular € infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, morte
cardiovascular, reestenose coronaria, reestenose do stent coronario, re-trombose do stent

coronario, revascularizagdo, embolismo pulmonar, ou trombose venosa.
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RESUMO
“POLIMORFISMO NA RECEPTIVIDADE PREVISTA DO GENE APO(A) AO
TRATAMENTO COM ACIDO ACETILSALICILICO”
A presente invengéo refere-se a polimorfismos de nucleotideo nos genes Apo (a) de
humanos e ao uso de polimorfismos de nucleotideo de Apo (a) na identificagdo de se um

humano ird responder ou n&o ao tratamento com acido acetilsalicilico.



