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USO PREVISTO

O Kit ELISA para Teste PLAC® da diaDexus é um imunoensaio enzimatico para a determinaco
guantitativa de Lp-PLA, (fosfolipase A, associada a lipoproteina) em plasma e soro humanos, para uso
em conjunto com avaliacdo clinica e avaliacdo de risco do paciente, bem como material de apoio a
previsdo de risco de doenga cardiaca corondria e AVC isquémico associado a aterosclerose.

RESUMO E EXPLICACAO

A Lp-PLA, € uma lipase sérica associada a lipoproteina de baixa densidade (LDL) e, em menor grau, a
lipoproteina de alta densidade (HDL) no plasma e no soro humanos [1], distinguindo-se de outras
fosfolipases, como cPLA, e sPLA, [2]. A Lp-PLA, é produzida por macréfagos e outras células
inflamatdrias e se expressa em concentracdes mais altas em lesGes ateroscleréticas avangadas do que
em lesdes em estagio inicial [3,4]. Diversas linhas de evidéncia sugerem que a oxidacdo da LDL é uma
etapa crucial para o desenvolvimento e a progressdo da aterosclerose [5,6]. A Lp-PLA, participa da
modificacdo oxidativa da LDL hidrolizando a fosfatidilcolina oxidada, gerando lisofosfatidilcolina e acidos
graxos livres oxidados, ambos os quais sdo produtos antiinflamatérios potentes que contribuem para a
formacéo de placas ateroscleréticas [7,8,9]. A Lp-PLA, tem demonstrado modesta variacdo intra e inter-
individuos, comensuravel a outros marcadores lipidicos cardiovasculares e substancialmente menor do
gue a proteina C-reativa (PCR). Além disso, a Lp-PLA, ndo se eleva em condi¢Bes inflamatérias
sistémicas e pode ser um marcador mais especifico de inflamacdo vascular. A variacdo bioldgica
relativamente pequena da Lp-PLA, e sua especificidade séo valiosas para a deteccdo e monitorizagdo
do risco cardiovascular [10,11].

Niveis elevados de Lp-PLA,, conforme medidos pelo imunoensaio, foram encontrados em pacientes com
doenca cardiaca coronéria (DCC) comprovada angiograficamente, quando comparados com controles de
mesma idade [1]. Em um estudo de controle de caso retrospectivo, usando amostras de homens
hipercolesterolémicos (n = 1740) do Estudo de Prevengdo Coronaria da Escocia Ocidental (West of
Scotland Coronary Prevention Study, WOSCOPS), observou-se um risco 2 vezes maior de doenca
cardiaca coronéria em pacientes no quintil mais alto dos niveis de Lp-PLA, na comparagdo com o quintil
mais baixo [12]. Ademais, a associacdo de risco de DCC da Lp-PLA, mostrou-se independente da LDL e
de outros marcadores de inflamacéo: proteina C-reativa, contagem de leucdcitos e fibrinogénio. Os autores
do estudo afirmaram, em suas conclusdes, que “niveis elevados de fosfolipase A, associada & lipoproteina
parecem ser um grande fator de risco para doenc¢a cardiaca coronédria, um achado que tem implicaces
para a aterogénese e a avaliagdo do risco”. Em outro relatério, usando amostras do estudo Risco de
Aterosclerose nas Comunidades (Atherosclerosis Risk in Communities, ARIC), que acompanhou 12.819
homens e mulheres de meia idade (45 a 64 anos) aparentemente saudaveis por seis a oito anos, a Lp-
PLA, foi considerada um preditor importante de risco de DCC. Em individuos com LDL inferior a 130 mg/dl,
a Lp-PLA, esteve associada, de maneira significativa e independente, com um risco 2 vezes maior de
eventos de DCC, inclusive a necessidade de revascularizagado, infarto do miocardio e morte por doenca
cardiaca [13].

O estudo ARIC foi reanalisado para determinar o risco associado a niveis elevados de Lp-PLA,. Um total
de 223 eventos de AVC foi identificado no grupo do estudo, dos quais 194 (87%) eram AVC isquémico
associado a aterosclerose, conforme classificados pelos investigadores do ARIC. Essa propor¢do de
AVC isquémico em relacdo ao total & consistente com o percentual encontrado na populac¢éo geral [14].
Os resultados desse estudo indicaram que a Lp-PLA, foi um forte preditor de AVCs isquémicos, com um
risco quase 2 vezes mais elevado, mesmo apdés o0 ajuste em vista da presséo arterial, lipidios, diabetes,
massa corporal e outros marcadores inflamatoérios [15].

PRINCIPIO DO TESTE

O Kit ELISA para Teste PLAC da diaDexus é um imunoensaio enzimatico tipo "sanduiche”, que usa dois
anticorpos monoclonais altamente especificos para a medicdo direta da concentracdo de Lp-PLA, em
plasma e soro humanos. O sistema de ensaio utiliza anticorpos monoclonais anti-Lp-PLA, (2C10)
diretamente contra a Lp-PLA, para imobilizacdo da fase sélida na placa de micropocos. A amostra é
adicionada & placa e incubada por 10 minutos entre 20 e 26 °C. Um segundo anticorpo monoclonal anti-
Lp-PLA, (4B4), rotulado com a enzima peroxidase de raiz forte (HRP), é adicionado em seguida,



reagindo com o antigeno imobilizado, entre 20 e 26 °C, por 180 minutos, o que faz com que as
moléculas de Lp-PLA, sejam capturadas entre a fase sélida e os anticorpos rotulados com a enzima. Os
pocos sdo lavados com uma solugdo-tampéo fornecida para remocao dos anticorpos que nao se ligaram.
O substrato tetrametilbenzidina (TMB) €&, entdo, adicionado e incubado entre 20 e 26 °C por 20 minutos,
0 que resulta no desenvolvimento de uma cor azul. O desenvolvimento da cor é interrompido com a
adicao da Solucédo de Parada, que faz a cor mudar para amarelo. A absorvancia da alteracéo enzimatica
do substrato é determinada por espectrofotometria a 450 nm e é diretamente proporcional a
concentracdo de Lp-PLA, presente. Um conjunto de Calibradores de Lp-PLA, é usado para tracar uma
curva padrao de absorvancia em relagdo a concentragdo de Lp-PLA,, a partir da qual é possivel
determinar a concentracdo de Lp-PLA, da amostra em teste. Dois niveis de Controles séo fornecidos
para monitorar o desempenho do ensaio dentro de sua faixa clinica.

REAGENTES E MATERIAIS

Materiais fornecidos com o kit: (suficientes para 96 pocos)
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DESCRIGCAO DO COMPONENTE

Placa Revestida com Anticorpos
Placa de micropocos revestida com
anticorpos monoclonais anti-Lp-PLA;
(2C10) de camundongo

Calibradores
(0, 50, 100, 250, 500 e 1.000 ng/ml)

Antigeno recombinante de diaDexus
Lp-PLA, (DDX-RA) em um diluente
estabilizador de proteina

Solugdo-Tampéo de Lavagem 20X
Detergente ndo ibnico em uma solugéo-
tampao

Conjugado

Anticorpo monoclonal anti-Lp-PLA, (4B4)
de camundongo conjugado com
peroxidase de raiz forte em um reagente-
tampao com proteinas de transporte
bovinas e murinas

Reagente TMB
3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina em solucéo-
tampao levemente acidifera

Solucéo de Parada
1IN HCI

Controle Baixo (~150 ng/ml)
Antigeno recombinante de diaDexus
Lp-PLA, (DDX-RA) em matriz-tampéao
liquida protéica (BSA)

Controle Alto (~350 ng/ml)

Antigeno recombinante de diaDexus
Lp-PLA, (DDX-RA) em matriz-tampé&o
liquida protéica (BSA)

Certificado de Analise — Faixa de
Controle

As faixas de controle do lote estdo
indicadas no Certificado de Analise

QUANTIDADE
1

1 conjunto,
0,25 ml cada

50 ml

23 ml

11 ml
11 ml
1 garrafa,

0,5 ml

1 garrafa,
0,5 ml

1 cada



Materiais necessarios, mas nao fornecidos:

Pipetador de precisdo monocanal e multicanal: 0,02, 0,10, 0,20 ml

Pontas de pipeta descartaveis (uma ponta de pipeta nova deve ser usada para cada adi¢do de
amostras ou reagentes diferentes durante o procedimento de ensaio)

Misturador de vértice ou equivalente

Agua deionizada

Um leitor de placa de micropocos com largura de banda de 10 nm ou menos e faixa de
densidade otica (D.O.) de 3 ou mais a 450 nm

Software de computador capaz de ajustar curva ponto a ponto para calcular a concentracdo de
analito a partir da densidade 6tica (opcional)

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

Para uso diagnostico in vitro.

Trate todas as amostras de sangue como material de potencial risco bioldgico.

A exposicdo das amostras a temperatura ambiente deve ser minimizada a menos de 6 horas
(incluindo coleta, processamento, tempo de transporte e analise laboratorial da amostra de
sangue). Isto ndo inclui a incubacéo na placa ELISA.

N&o se recomenda armazenar amostras a -20 °C por mais de 24 horas.

Alguns componentes estdo rotulados com precaugcbes de seguranca. Consulte a secao
"Informagbes de seguranca do produto”.

Descarte os reagentes de maneira compativel com as regulamenta¢des relevantes.

N&o use reagentes com data de validade vencida.

N&o misture reagentes de kits com nimeros de lote diferentes.

Se houver evidéncia de contaminagao, ndo use.

Hemodlise pode afetar os resultados. Ndo teste amostras hemolisadas.

E recomendavel incluir ambos os Controles, alto e baixo, em cada ciclo. Se os valores de
controle ndo estiverem dentro dos limites de aceitacdo, repita 0o ensaio. Pode ser necessario
teste adicional de controle de qualidade, de acordo com as exigéncias estaduais e locais.

Para evitar resultados errbneos, armazene o material como indicado.

As faixas de controle fornecidas se derivam de testes de replicacdo dos lotes de controle
especificos, usando os Kits ELISA para Teste PLAC, e devem ser usados como guias. As
médias laboratoriais individuais podem variar em relagdo aos valores discriminados. Variacdes
entre laboratérios podem ser causadas por diferencas técnicas ou variabilidade dos reagentes.
Recomenda-se que cada laboratério estabeleca suas proprias faixas aceitaveis.

PREPARACAO E ARMAZENAGEM DOS REAGENTES

Armazene os kits de teste fechados entre 2 e 8 °C assim que os receber. Além disso, mantenha a placa
de micropocos vedada no saco laminado com dessecante, para minimizar a exposicao a umidade. Kits
de teste abertos devem permanecer estaveis até a data de validade indicada, desde que sejam
armazenadas conforme o descrito acima.

Prepare 1X de Solugcdo-Tampao de Lavagem, diluindo Solu¢do-Tampdo de Lavagem 20X em agua
deionizada, na proporgdo 1:20. Misture 1 parte da Solucdo-Tampao de Lavagem em 19 partes de agua
deionizada. Armazene a temperatura ambiente (20 a 26 °C). Use 1X de Solu¢do-Tampao de Lavagem
em até quatro semanas apés a preparacgdo. Se for visto crescimento microbiano, descarte.



COLETA E ARMAZENAGEM DE ESPECIMES

e Jejum nédo é necessario.
e Colete amostras de sangue em:
o tubos de separacgéo para soro ou plasma com gel;
o tubos de coleta de plasma com heparina ou EDTA,;
o qualquer tubo de coleta de soro.
e Processe as amostras usando procedimentos de separacéo padréo.
o As amostras devem ser centrifugadas e separadas em até quatro horas da venopuncao,
de acordo com as boas praticas laboratoriais, mas ndo mais do que 36 horas apés a
coleta do sangue. As amostras devem ser armazenadas sob refrigeracdo (2 a 8 °C).
e Amostras de sangue ndo processadas:
o Armazene e transporte em bolsas térmicas (entre 2 e 8 °C) e processe em até 36 horas
da coleta.
¢ Amostras processadas:
o As amostras devem ser armazenadas sob refrigeracédo entre 2 e 8 °C por, no minimo, 24
horas apds a coleta antes de se fazer o teste.
o As amostras podem ser testadas até 7 dias apds a coleta, quando armazenadas entre 2
e 8°C.
o Em caso de prazo de armazenagem mais longo, as amostras de soro/plasma devem ser
armazenadas a -70 °C ou menos. Uma vez degelada, a amostra pode ser testada em
até 7 dias, quando armazenada entre 2 e 8 °C. As amostras podem ser congeladas e
degeladas duas vezes sem prejuizo da quantificacdo de Lp-PLA..

PROCEDIMENTO DE ENSAIO
Calibracéao

Cada ciclo de placa ou lamina deve ser calibrado com o uso de uma curva completa de calibracao (de 6
pontos). Uma curva padréo é gerada por meio de um modelo de ajuste de curva ponto a ponto. Verifique
a curva de calibracdo com, pelo menos, dois niveis de Controles, de acordo com as exigéncias do
laboratério. Calibre e execute os Controles para cada ciclo de placa.

Controle de qualidade

Teste os Controles Alto e Baixo em cada ciclo. Se os valores de controle ndo estiverem dentro dos
limites de aceitac@o, repita 0 ensaio. Pode ser necessario teste adicional de controle de qualidade, de
acordo com as regulamentacdes locais, estaduais e/ou federais ou por exigéncias de credenciamento.

Etapas preparatdrias

1. Traga a placa de micropocos, o Conjugado, a Solugdo-Tampé&o de Lavagem e o TMB a temperatura
ambiente (20 a 26 °C) antes de usar.

2. Remova a moldura da placa e o nimero necessério de tiras de micropog¢o do saco laminado. Vede
totalmente outra vez o saco laminado, se ainda contiver tiras ndo utilizadas, com o dessecante
fornecido com o saco, e armazene-o entre 2 e 8 °C.

3. Prepare 1X de Solugdo-Tampéo de Lavagem, diluindo Solucdo-Tampao de Lavagem 20X em agua
deionizada, na proporcado 1:20 (1 parte de Solugdo-Tampédo de Lavagem e 19 partes de agua
deionizada). Armazene a temperatura ambiente (20 a 26 °C). Use 1X de Solucdo-Tampao de
Lavagem em até quatro semanas ap0s a preparacao.

4. Permita que as amostras do paciente degelem até entre 2 e 8 °C, se necessario, e coloque-as em
gelo ou entre 2 e 8 °C téo logo degelem.

5. Armazene os Controles entre 2 e 8 °C ou em gelo até sua utilizacao.

6. Turbilhone as amostras e os Controles para misturar bem. Evite fazer espuma.



Incubacéo das amostras

1.

Usando um pipetador e uma ponta com a precisdo de baixo volume adequada, sirva 20 pl de
Calibradores, amostras e Controles nos poc¢os correspondentes apos turbilhonar. Use uma pipeta
calibrada e uma ponta de pipeta nova para cada Calibrador, Controle ou amostra.

Aguarde 10 + 2 minutos para que as amostras incubem na placa, antes de adicionar o Conjugado.
Pipete 200 pl de Conjugado a temperatura ambiente nos pocos correspondentes da placa de
micropocos revestida. Evite contaminacéo, adicionando o Conjugado sem tocar as amostras com as
pontas de pipeta. Se houver cruzamento, troque as pontas e continue adicionando Conjugado aos
pogos.

Incube por 3 horas, a temperatura ambiente.

Ao final do periodo de incubacao, lave os micropogos 4 (quatro) vezes com, no minimo, 300 pl da
Solugdo-Tampao de Lavagem 1X fornecida, a temperatura ambiente. (NAO USE AGUA ENCANADA
ou DESTILADA.)

Encubra a placa com papel absorvente apés a ultima lavagem. Imediatamente (em menos de 2
minutos), proceda a etapa seguinte. Nao permita que a placa de micropogos se seque.

Incubacéo do substrato

No

Pipete 100 ul de Reagente TMB a temperatura ambiente, para dentro de cada poco.

Rodopie a placa delicadamente sobre uma superficie plana por 10 a 15 segundos, para garantir a
misturacao.

Incube a placa a temperatura ambiente por 20 minutos, no escuro.

Interrompa a reac¢éo, adicionando 100 pl de Solucdo de Parada, a temperatura ambiente, em cada
poco.

Rodopie a placa delicadamente sobre uma superficie plana por 20 a 30 segundos, para garantir a
misturacdo. E importante se certificar de que a cor azul mude totalmente para amarelo.

Seque a umidade da parte de baixo da placa usando uma toalha de papel.

Em 15 minutos da adi¢do da Solucdo de Parada, leia a densidade ética (D.O.) a 450 nm, usando um
leitor de placa de micropocos.

NOTAS PROCEDIMENTAIS

e Armazene todos os reagentes de teste entre 2 e 8 °C. Exceto para os Calibradores e Controles,
aguarde os reagentes se equilibrarem a temperatura ambiente antes de usar. Uma garrafa de
23 ml de reagente pode exigir uma hora ou mais para atingir a temperatura ambiente. Mantenha
os Calibradores e Controles entre 2 e 8 °C ou em gelo até sua utilizac&o.

e Traga a placa de micropogos a temperatura ambiente antes de abrir a bolsa. Armazene as tiras
no saco laminado com dessecante, para minimizar a exposi¢do a umidade. Sempre conserve as
tiras de micropogo néo utilizadas no saco laminado, com o dessecante.

e Tenha sempre o reagente da etapa seguinte ja pronto 2 a 3 minutos antes da etapa de lavagem.

e Para a medicdo precisa das amostras, a adicdo de amostras, Calibradores e Controles deve ser
precisa. Pipete cuidadosamente, usando apenas equipamento calibrado.

e Este ensaio pode ser realizado por meio de qualquer método de lavagem validado.

¢ Nao use selantes de placa durante as incubacdes.

e N3&o use um agitador de placa nas etapas de incubacéo.

CALCULO DOS RESULTADOS

1.

Monte uma curva de calibragcéo padréo, tragcando a absorvancia obtida em cada Calibrador no eixo y
em relacdo a concentracao de Lp-PLA,, em ng/ml, no eixo x. Use um ajuste de curva ponto a ponto
do software de computador apropriado para montar a curva de calibracdo padréo.

Usando o valor de absorvancia de cada amostra e Controle, determine a concentracéo
correspondente de Lp-PLA,, em ng/ml, a partir da curva de calibracéo.



EXEMPLO DE CURVA DO CALIBRADOR

Os resultados de uma curva de calibragdo padrao tipica, com leituras de D.O. a 450 nm, sdo mostrados
no eixo y em relacdo as concentracdes de Lp-PLA, (ng/ml) mostradas no eixo x. Esta curva de
calibracdo tem fins meramente ilustrativos. Uma curva de calibracdo padrdo deve ser gerada pelo
usuario para cada ensaio realizado.

Lp-PLA; Absorvéancia
(ng/ml) (D.O. a 450 nm)
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LIMITACOES

Procedimento

e Resultados confiaveis e reprodutiveis serdo obtidos quando o procedimento de ensaio for
realizado com total compreensdo das instru¢cdes no encarte e a observacdo das boas praticas
laboratoriais.

e Os procedimentos de lavagem sado cruciais. Lavagem insuficiente ocasionard ma preciséo e
leituras de absorvancia falsamente elevadas.

e Como em qualquer sistema de imunoensaio, particularmente os que empregam anticorpos
monoclonais de camundongo, existe a possibilidade de interferéncia por anticorpos humanos
anticamundongo (HAMA) ou outras interferéncias heterofilicas presentes na amostra, que podem
causar valores falsamente altos ou baixos.

e Como em qualquer método analitico, existe a possibilidade de que substancias e/ou fatores nédo
testados (p.ex., técnicos ou procedimentais) possam interferir no teste e causar resultados
falsos. Os resultados devem ser considerados em conjunto com outros métodos clinicos e
analiticos.



Interpretacéo clinica

e Os niveis de Lp-PLA, devem ser interpretados em conjunto com os achados clinicos e outros
testes diagnésticos.

e Este teste ndo substitui os testes de colesterol sanguineo ou outros fatores de risco tradicionais
identificados para doenca cardiaca coronaria ou AVC isquémico.

VALORES ESPERADOS

Amostras de homens (n = 251) e mulheres (n = 174) aparentemente saudaveis, na faixa etaria
clinicamente relevante de 40 a 70 anos, foram avaliadas com o Kit ELISA para Teste PLAC da diaDexus.
A populacdo de referéncia foi representada pelos seguintes perfis étnicos: afro-americanos n = 26;
caucasianos n = 390; hispanicos n = 8; e ndo especificados n = 1. As distribuicdes dos valores de
Lp-PLA, entre a populacdo como um todo e dividida por sexo sédo dadas no final da tabela a seguir:

Lp-PLA; (ng/ml)
Percentil Todos (n =425) Mulheres (n = 174) Homens (n = 251)
5 126 120 131
20 174 169 179
33 201 188 205
50 235 228 244
67 262 252 268
80 289 285 293
95 369 342 376

Estas faixas de referéncia sdo fornecidas como meros pardmetros de orientacdo e ndo se pretendem
“valores criticos” ou limites para decisdo médica. Cada laboratério deve estabelecer seus préprios
intervalos de referéncia. OrientacBes para estabelecer intervalos de referéncia encontram-se no Padrao
CLSI C28-A2 (How to Define and Determine Reference Intervals in the Clinical Laboratory; Approved
Guideline - Second Edition - "Como definir e determinar intervalos de referéncia no laboratério clinico;
diretriz aprovada - segunda edi¢cdo"). Com base na concentracdo de Lp-PLA, de 235 ng/m da populacdo
mediana, sugeriu-se usar esse valor como limiar para decisdo clinica [16]. Mais recentemente, um
quadro de especialistas em consenso sugeriu aplicar um limiar de decisdo de 200 ng/ml, tendo por base
um corpus significativo de literatura publicada sobre a avaliagdo do risco pela Lp-PLA; [17].

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Sensibilidade

O limite minimo de detecc¢do é de 0,34 ng/ml, conforme calculado pela interpolacdo da média mais dois
desvios padrdo de 20 réplicas do calibrador de 0 ng/ml de Lp-PLA,.



Precisdo do ensaio

A variabilidade intraensaio e entre ensaios foi determinada testando-se quatro "pools" séricos humanos
com concentragdes de Lp-PLA, distribuidas por toda a faixa de calibracdo do ensaio. Os "pools" séricos
foram testados com o uso de um Unico lote de reagentes, em duplicata, em dois pocos separados por
dia, durante 5 dias, a razéo de quatro placas por dia. Os dados sdo resumidos abaixo:

"Pool" Concentracdo média | CV intraensaio (%) | CV entre ensaios (%) CV total (%)
sérico de Lp-PLA;, (ng/ml) n =80 n=20 n =80

1 143 6,2 4,6 7,7

2 211 4,1 51 6,6

3 368 51 8,5 9,9

4 830 9,5 8,7 12,8

Em um estudo de repetibilidade conduzido com uma série de 108 amostras séricas, os resultados do
ensaio determinados pelos primeiros pocos (ensaio de ponto U(nico) foram comparados com o0s
resultados médios de duas medi¢des sucessivas (pocos duplicados). Os niveis de Lp-PLA, das amostras
variaram de 87 a 575 ng/ml, e o CV (%) médio entre as réplicas foi de 2,3%. Em analise de regressao
linear, os resultados do ponto Unico revelaram-se altamente correlacionados aos resultados da média
duplicada: coeficiente de correlagéo r = 0,997 (inclinacdo 1,0 e interceptacéo -1,3 ng/ml).

Linearidade

Seis amostras de soro com altos niveis conhecidos de Lp-PLA, foram misturadas a seis amostras de
soro com baixos niveis conhecidos de Lp-PLA,. A recuperacao percentual foi determinada como o valor
medido, dividido pelo valor esperado, multiplicado por 100. A recuperacdo media foi de 93%,
demonstrando linearidade das amostras diluidas em uma faixa de 151 a 810 ng/ml de Lp-PLA..

Substancias interferentes

Substancias enddgenas encontradas no sangue e substancias exdégenas (medicamentos comuns e de
prescricdo médica) foram avaliadas quanto a interferéncia no ensaio. Cinco amostras de soro individuais,
com valores de Lp-PLA, variando de 163 a 908 ng/ml, foram injetadas com possiveis interferentes.
Nenhuma interferéncia discernivel foi observada, nos niveis injetados testados, no que se refere as
substancias a seguir.
Endbégenas Exdgenas (medicamentos isentos de
receita, etc.)

Possivel Concentracdo de teste  Possivel Concentracéo de teste
interferente interferente
Bilirrubina 20 mg/dl Acetaminofeno 1,66 pmol/l
Colesterol 500 mg/dl Aspirina 3.300 pmol/l
Hemoglobina 1.250 mg/dI Atorvastatina 20 pmol/l
Triglicérides 3.000 mg/dl Bissulfato de clopidogrel 140 pmol/l
Albumina total* ~6.500 mg/dI Difenidramina 19,6 pmol/l
Fenofibrato 125 pmolll
Lisinopril 0,74 pmol/l
* 2,5 g/dl de albumina adicionada ao "pool' Metformina 310 pmol/l
plasmatico de, presumivelmente, 4 g/dl de Niacina 6.500 pumol/l
albumina Pravastatina 10 pmol/l
Tolbutamida 2.400 pmol/l
Vitamina C 227 pmol/l
Varfarina 64,9 umol/l



ESTUDOS CLINICOS
Doenca cardiaca coronéria

Para determinar a eficacia do Kit ELISA para Teste PLAC da diaDexus como preditor do risco de doenga
cardiaca coronaria (DCC), foram medidos os niveis de Lp-PLA, em 1.348 amostras de plasma em EDTA
armazenadas em banco de sangue de um grande estudo epidemioldégico multicéntrico, o estudo Risco
de Aterosclerose em Comunidades (Atherosclerosis Risk in Communitites, ARIC), patrocinado pelo
Instituto Nacional do Coracédo, Sangue e Pulmé&o dos Institutos Nacionais de Saude (National Institutes of
Health’s National Heart, Lung, and Blood Institute) dos Estados Unidos. Os participantes foram
acompanhados quanto ao desenvolvimento de DCC por seis a oito anos. As amostras usadas no Teste
PLAC provinham de participantes com idade entre 47 e 69 anos, sem DCC no momento da coleta do
sangue. Trata-se de um estudo de caso-coorte no qual as amostras de todos os casos de DCC (607)
foram testadas juntas com 741 participantes adequadamente selecionados sem DCC no momento do
censor (controles)*.

Os modelos de regresséo de Cox foram usados para avaliar a associacdo entre Lp-PLA, e DCC em uma
andlise univariada (Modelo 1), uma analise univariada ajustada a demografia (Modelo 2) e um modelo
multivariado ajustado a demografia e outros fatores prognésticos (Modelo 3). Usando pontos de corte por
tercis de Lp-PLA, altos e baixos, gerados a partir do conjunto de dados do ARIC (420 e 310 ng/ml, os 67°
e 33° percentis, respectivamente), as razdes de risco das analises de regressdo de Cox demonstraram
gue a Lp-PLA, foi um preditor significativo do risco de DCC, para os niveis mais altos e intermediarios,
guando comparados com o nivel mais baixo de Lp-PLA,, para todos os participantes (vide Tabela 1).
Deve-se notar que pontos de corte diferentes podem ser apropriados para populacdes clinicas distintas.

* NOTA: 86 resultados (5,5%) ficaram fora dos critérios de aceitagdo do ensaio e foram excluidos das
andlises de dados.

Tabela 1. Razdes de risco de DCC para pacientes em todos os niveis de LDL

Razéo de risco da Lp-PLA; (IC 95%, valor p)*
Lp-PLA; Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3
N° casos DCCl/total 127/366 192/444 288/538
de pacientes na (34,7%) (43,2%) (53,5%)
categoria
Modelo 1 1,0 1,49 2,50
(1,11 21,99, p = 0,008) (1.89 a 3,31, p < 0,001)
Modelo 2 1,0 1,24 1,76
(0,92 21,66, p = 0,154) (1,32 a 2,36, p < 0,001)
Modelo 3 1,0 1,71 2,12
(1,06 a 2,75, p = 0,029) (1,29 a 3,48, p = 0,003)

*0 tercil mais baixo com valores de Lp-PLA; < 310 ng/ml foi usado como grupo de referéncia.

Modelo 1: analise univariada

Modelo 2: ajustado para idade, raga e sexo

Modelo 3: Modelo 2, mais ajuste para condicao de fumante/ndo fumante atual, presséo arterial, diabetes, HDL,
LDL, PCR e interagéo Lp-PLA; - LDL

Uma interacao estatistica foi encontrada entre a Lp-PLA, e a LDL. Portanto, era apropriado avaliar as
razdes de risco da Lp-PLA; nos subgrupos com LDL alta e baixa. O valor médio de LDL da populagao e
coorte era de 130 mg/dl. Isto definiu os subgrupos com LDL baixa e alta. As Tabelas 2a e 2b
representam a andlise univariada das razdes de risco nos subgrupos com LDL alta e baixa. As razdes de
risco foram calculadas pela regressdo de Cox, empregando-se o0 método de caso-coorte ponderado com
ajuste de Barlow, n = 1.348.
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Tabela 2a. Razbes de risco de DCC para pacientes com LDL < 130 mg/dl

Razéo de risco da Lp-PLA, (Cl 95%)*
Lp-PLA,' Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3
Razéo de risco 1,0 2,17 3,52
(1,41 a 3,36) (2,25 a 5,49)
N° casos DCC/total 51/215 75/195 77/163
de pacientes na (23,7%) (38,5%) (47,2%)
categoria

*0 tercil mais baixo com valores de Lp-PLA; < 310 ng/ml foi usado como grupo de referéncia.
"Pontos de corte da Lp-PLA; baseados na populagéo do estudo ARIC com todos os niveis de LDL.

Tabela 2b. Razbes de risco de DCC para pacientes com LDL > 130 mg/dl

Razéao de risco da Lp-PLA, (Cl 95%)*
Lp-PLA,' Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3
Razéo de risco 3,15 3,66 5,10
(2,08 24,77) (2,43 a5,51) (3,43a7,57)
N° casos DCCltotal 110/234 126/247 169/294
de pacientes na (47,0%) (51,0%) (57,5%)
categoria

*0 tercil mais baixo do subgrupo com LDL < 130, com valores de Lp-PLA; < 310 ng/ml, foi usado como grupo de referéncia.
TPontos de corte de Lp-PLA, baseados na populacéo do estudo ARIC com LDL > 130 mg/dl.

No subgrupo com LDL alta, os grupos de tercis especificos aos subgrupos geraram pontos de corte de
350 e 460 ng/ml; a razdo de risco aumentou com valores mais altos de Lp-PLA,. Logo, para individuos
com LDL alta, deve-se considerar um ponto de corte de Lp-PLA, mais alto. Justifica-se pesquisa
adicional para avaliar a interagdo Lp-PLA, - LDL no subgrupo com LDL alta. Para a populagéo total, a
Lp-PLA, foi um preditor significativo do risco de DCC para os grupos de Lp-PLA; alta e intermediaria, em
comparacéao com o grupo de baixa Lp-PLA; (grupo de referéncia).

AVC isquémico

Os niveis de Lp-PLA, foram avaliados no estudo ARIC para determinar sua eficacia como preditor do
risco de AVC. Um total de 223 eventos de AVC foi identificado no grupo do estudo, dos quais 194 (87%)
eram AVC isquémico associado a aterosclerose, conforme classificados pelos investigadores do ARIC.
Um estudo de caso-coorte similar foi concebido, no qual as amostras de todos os casos de AVC
isquémico disponiveis (194) foram testadas junto com 762 participantes adequadamente selecionados
sem DCC ou AVC no momento do censor (controles).

Assim como no estudo de risco de DCC, os modelos de regressdo de Cox foram usados para avaliar a
associacdo entre Lp-PLA, e AVC em uma andlise univariada (Modelo 1), uma andlise univariada
ajustada a demografia (Modelo 2), um modelo multivariado ajustado a demografia e outros fatores
prognésticos (Modelo 3) e todos os fatores incluindo a condicdo de DCC (Modelo 4). Os mesmos pontos
de corte por tercis (420 e 310 ng/ml, os 67° e 33° percentis, respectivamente) foram aplicados ao estudo,
assim como nas analises precedentes. A prépria condicdo de DCC se revelou um preditor do risco, com
razdo de risco de 2,26 em um modelo totalmente ajustado. As razdes de risco das andlises de regressdo
de Cox demonstraram que a Lp-PLA, foi um preditor significativo e independente do risco de AVC
isquémico para o tercil mais alto, quando comparado ao tercil mais baixo de Lp-PLA,, para todos os
participantes, com um aumento de até quase 2 vezes, mesmo apés o ajuste para diabetes, lipidios,
pressdo arterial, condi¢cdo de fumante/ndo fumante, indice de massa corporal (IMC) e outros marcadores
inflamatdrios e condigdo de DCC (vide Tabela 3).
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Tabela 3. Razbes de risco de AVC isquémico para todos os pacientes

Razéao de risco da Lp-PLA, (IC 95%, valor p)*
Lp-PLA, Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3
N° casos AVC 47/283 44/305 103/368
isquémicol/total (16,6%) (14,4%) (28,0%)
de pacientes
Modelo 1 1,0 0,85 1,79
(0,57a1,29, p=0,45) (1,27 a 2,52, p = 0,0010)
Modelo 2 1,0 0,89 2,09
(0,59 a1,35, p=0,58) (1,46 a 3,01, p = 0,0001)
Modelo 3 1,0 0,89 1,81
(0,58 a 1,36, p =0,59) (1,22 a 2,69, p = 0,0034)
Modelo 4 1,0 0,86 1,75
(0,56a1,31, p=0,48) (1,18 a 2,60, p = 0,0057)

*0 tercil mais baixo com valores de Lp-PLA; < 310 ng/ml foi usado como grupo de referéncia.

Modelo 1: analise univariada

Modelo 2: ajustado para idade, raga e sexo

Modelo 3: Modelo 2, mais ajuste para diabetes, LDL, HDL, pressao arterial, fumante/ndo fumante, IMC e PCR
Modelo 4: Modelo 3, mais ajuste para DCC

Andlises adicionais foram realizadas para determinar se a Lp-PLA, era preditiva de AVC isquémico em
toda a faixa de presséo arterial (PAS) da populac¢édo, bem como para determinar se a pressao arterial e a
Lp-PLA, seriam cumulativas na avaliagdo do risco de AVC isquémico. Os pontos de corte por tercis de
pressdo arterial sistolica foram atribuidos pelos 33° e 67° percentis da populagéo (113 e 130 mmHg,
respectivamente). A populagdo do estudo foi dividida nas faixas baixa, intermediaria e alta (1°, 2° e 3°
tercis) de PAS e nas faixas baixa e alta de Lp-PLA, (abaixo e acima da média de 377 ng/ml do estudo
ARIC). O risco relativo de cada grupo foi comparado com o risco de eventos associados ao grupo no 1°
tercil de PAS e ao grupo abaixo da média de Lp-PLA, (Tabela 4).

Tabela 4. Razdes de risco de AVC isquémico: efeitos cumulativos de Lp-PLA; e presséo
arterial sistélica

Lp-PLA,
Abaixo da Acima da
média media
PAS N° casos AVC 68/478 126/478
(mmHg) isquémico/total de (14,2%) (26,4%)
pacientes na
categoria
<113 29/270 1,00 2,29
(10,7%) (p =0,03)
113a130 60/337 2,05 3,53
(17,8%) (p = 0,06) (p = 0,0004)
> 130 105/349 3,52 6,75
(30,1%) (p = 0,0005) (p < 0,0001)

Os individuos acima da média de concentracdo de Lp-PLA; no estudo ARIC e no tercil superior de
presséo arterial sistolica (> 130 mmHg) tiveram razéo de risco de 6,75 (p < 0,0001), em comparac¢do com
os individuos abaixo da média de Lp-PLA, e no tercil mais baixo de pressao arterial. Tais resultados
indicam que a Lp-PLA, e a pressao arterial foram cumulativas na capacidade de predizer o risco e que
os individuos nos grupos mais altos de ambas as variaveis tiveram o risco mais alto de sofrer um AVC
isquémico associado a aterosclerose.
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INFORMACOES DE SEGURANCA DO PRODUTO

Conjunto de Calibradores | Solu¢do-Tampao de Solucgéo de Parada Conjugado, Reagente
(1 a 6), Controles Baixo e | Lavagem 20X R34/41 T™MB
Alto R36/38 @ . S26/36/37/39
@ _ R36/38 @ _ S26/36/37/39 (Xil @ _
X 526/36/37/39 [Xil [Xil
R34 Causa queimaduras
R36 Irritante para os olhos
R38 Irritante para a pele
R41 Risco de lesdes graves aos olhos
S26 Em caso de contato com os olhos, enxague imediatamente com agua abundante e consulte um
médico
S36/37/39 Usar roupas de protecéo, luvas e protecdo ocular/facial adequadas
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