1

9 2

(11) P1 0920028-2 B1 ‘I m

* B R

P o oo -

28081

(22) Data do Depdésito: 30/09/2009

Republica Federativa do Brasil (45) Data de Concess&o: 21/08/2018
Ministério da IndGstria, Comércio Exterior

e Servigos
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: PROCESSO PARA A DETERMINAGAO DA QUANTIDADE DE DI-
HIDROTESTOSTERONA NAO DERIVATIZADA (DHT) EM UMA AMOSTRA

(51) Int.Cl.: C12Q 1/02

(30) Prioridade Unionista: 06/10/2008 US 61/103,202, 17/11/2008 US 12/272,663
(73) Titular(es): QUEST DIAGNOSTICS INVESTMENTS LLC

(72) Inventor(es): AMIT GHOSHAL; NIGEL J. CLARKE; RICHARD REITZ

(85) Data do Inicio da Fase Nacional: 05/04/2011



10

15

20

25

30

1/32

Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "PROCESSO
PARA A DETERMINAGAO DA QUANTIDADE DE DI-
HIDROTESTOSTERONA NAO DERIVATIZADA (DHT) EM UMA
AMOSTRA".

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido de patente reivindica prioridade ao Pedido de Paten-
te US n°® 12/272.663, depositado em 17 de novembro de 2008 e reivindica o
beneficio do Pedido de Patente Provisério US n° 61/103.202 depositado em
6 de outubro de 2008, dos quais cada um é incorporado aqui como referén-
cia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengao refere-se a detecg¢ao de di-hidrotestostero-
na (DHT). Em um aspecto particular, a invengéao refere-se a métodos para a
detecgao de di-hidrotestosterona (DHT) por espectrometria de massa.
ANTECEDENTES DA INVENGAO

A descrigdo a seguir do fundamento da invengao é fornecida
simplesmente como um auxiliador para o entendimento da invengao e nao é
admitido descrever ou constituir a arte anterior a invengao.

A di-hidrotestosterona (DHT) [(17R-hidroxi-5a-androstan-3-ona)] é
um horménio esteroide com um peso molecular de 290,4 Daltons. A DHT € um
androgénio potente sintetizado por tecidos periféricos partindo da testosterona. A
secrecao excessiva de DHT pode produzir acne, hirsutismo e virilizagao através
da conversao em testosterona. A DHT é um agente causal na hiperplasia da
prostata e medidas no sangue podem ser utilizadas para avaliar a compatibilida-
de e a resposta aos inibidores de testosterona para a conversao em DHT.

Foram relatados os métodos de espectrometria de massa para a
medida de DHT em uma amostra. Ver, por exemplo, Chang, Y. e outros, Analyst
2003, 128:363-8; Caruso, D. e outros, Neurochem Int 2008, 52:560-8; Wang, C. e
outros, Steroids 2008, XXXXXX-XXX (doi:10.1016/j.steroids.2008.05.004);
Zhao, M. e outros, Steroids 2004, 69:721-6; Janzen, N. e outros, J Chroma B
2008, 861:117-22; Licea-Perez, H. e outros, Steroids 2008, 73:601-10; Kas-
hiwagi, B. e outros, J Andrology 2005, 26:586-91; Kashiwagi, B. e outros,
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Urology 2005, 66:218-23; Umera, M. e outros, Cancer Sci 2007, 99:81-86; e
Mohler e outros, Pedido de Patente U.S. N°. 11/973.127 (depositado em 8
de outubro de 2007).
SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengao fornece métodos para a detecgao da quan-
tidade de di-hidrotestosterona (DHT) em uma amostra por espectrometria de
massa, incluindo a espectrometria de massa em tandem. Preferencialmente,
os métodos da invengao nao incluem a derivatizagdo de DHT em uma amos-
tra antes da analise por espectrometria de massa.

Em um aspecto, sao fornecidos métodos para a determinagao
da quantidade de di-hidrotestosterona nao derivatizada (DHT) em uma a-
mostra de fluido corporal. Os métodos deste aspecto incluem: (@) a purifica-
¢ao de DHT em uma amostra de fluido corporal por extragao em fase soélida;
(b) a ionizacao de DHT proveniente da amostra de fluido corporal para pro-
duzir um ou mais ions de DHT detectaveis por espectrometria de massa, em
que os ions produzidos sao selecionados do grupo que consiste em um ion
precursor de DHT com uma razao de massa em relagao a carga de 291,10 +
0,50 e um ou mais ions de fragmentos de DHT selecionados do grupo que
consiste em 255,20 + 0,50 e 79,20 + 0,50; e (c) a detecgao da quantidade de
um ou mais ions de DHT por espectrometria de massa. Uma vez que a
quantidade do um ou mais ions de DHT & medida, a quantidade de ion(s) de
DHT é utilizada para calcular a quantidade de DHT nao derivatizada na a-
mostra de teste. Em algumas modalidades, a espectrometria de massa € a
espectrometria de massa em tandem. Em algumas modalidades, a extragao
em fase sélida e a analise por espectrometria de massa sao realizadas de
uma maneira on-line. Em algumas modalidades, a extragao em fase sélida é
realizada na forma de cromatografia liquida de alta turbuléncia (HTLC). Em
algumas modalidades, os métodos compreendem ainda a purificagao de
DHT em uma amostra de fluido corporal antes da espectrometria de massa
com cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC); preferencialmente
com processamento on-line. Em algumas modalidades, a amostra de fluido

corporal é plasma ou soro. Em algumas modalidades, os métodos possuem
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um limite de quantificagao dentro da faixa de 5 ng/dL até 200 ng/dL, inclusi-
ve. Em algumas modalidades, a quantidade de um ou mais ions de DHT de-
tectados por espectrometria de massa € utilizada para calcular a quantidade
de DHT nao derivatizada em uma amostra de teste através da comparagao
com um padrao interno; preferencialmente 16, 16, 17-d; di-hidrotestosterona.
As caracteristicas das modalidades listadas anteriormente podem ser com-
binadas sem limitagao para uso nos métodos da presente invencao.

Em um segundo aspecto, sao fornecidos métodos para a deter-
minagao da quantidade de di-hidrotestosterona nao derivatizada (DHT) em
uma amostra de teste por espectrometria de massa. Os métodos deste as-
pecto incluem: (a) a purificagao de DHT em uma amostra de teste com cro-
matografia liquida de alta turbuléncia (HTLC); (b) a ionizagao de DHT prove-
niente de uma amostra de teste para produzir um ou mais ions de DHT de-
tectaveis por espectrometria de massa; e (c) a deteccao da quantidade de
um ou mais ions de DHT por espectrometria de massa. Nestes métodos, a
quantidade do(s) ion(s) de DHT medida é utilizada para calcular a quantida-
de de DHT na amostra de teste. Em algumas modalidades, a espectrometria
de massa é espectrometria de massa em tandem. Em algumas modalida-
des, a purificacao de DHT em uma amostra de teste compreende a purifica-
cao com cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC); preferencial-
mente configurada para processamento on-line. Em algumas modalidades, a
amostra de teste € uma amostra de fluido corporal; preferencialmente plas-
ma ou soro. Em algumas modalidades, os ions de DHT detectaveis por es-
pectrometria de massa incluem um ou mais ions selecionados do grupo que
consiste em ions com uma razao de massa/carga de 291,10 + 0,50, 255,20
+ 0,50 e 79,20 + 0,50. Em algumas modalidades, a etapa de ionizagao de
DHT inclui a produgao de um ion precursor com uma razao de massa/carga
de 291,10 + 0,50 e a produgao de um ou mais ions de fragmentos selecio-
nados do grupo que consiste em ions com uma razao de massal/carga de
255,20 £ 0,50 e 79,20 £ 0,50. Em algumas modalidades, os métodos possu-
em um limite de quantificacdo dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 200 ng/dL,

inclusive. Em algumas modalidades, a quantidade de um ou mais ions de
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DHT detectados por espectrometria de massa é utilizada para determinar a
quantidade de DHT nao derivatizada em uma amostra de teste através da
comparagao com um padrao interno; preferencialmente 16, 16, 17-ds di-
hidrotestosterona. As caracteristicas das modalidades listadas anteriormente
podem ser combinadas sem limitagao para uso nos métodos da presente
invengao.

Em um terceiro aspecto, sao fornecidos métodos para a deter-
minagao da quantidade de di-hidrotestosterona nao derivatizada (DHT) em
uma amostra de fluido corporal por espectrometria de massa em tandem. Os
métodos deste aspecto incluem: (a) a purificagcdo de DHT proveniente de
uma amostra de fluido corporal por cromatografia liquida de alta turbuléncia
(HTLC); (b) a produgao de um ion precursor da dita DHT que possui uma
razao de massa/carga de 291,10 + 0,50; (c) a produgao de um ou mais ions
de fragmentos de um ion precursor, em que pelo menos um do dito um ou
mais ions de fragmentos compreendem um ion de fragmento selecionado do
grupo de ions de fragmentos que possuem uma razao de massa/carga de
255,20 + 0,50 e 79,20 + 0,50; e (d) a detecgao da quantidade de um ou mais
dos ditos ions gerados na etapa (b) ou (c) ou ambas. A quantidade de ions
detectados é utilizada para calcular a quantidade de DHT nao derivatizada
em uma amostra de fluido corporal. Em algumas modalidades, a purificagao
de DHT proveniente de uma amostra de teste compreende ainda cromato-
grafia liquida de alto desempenho (HPLC); preferencialmente configurada
para processamento on-line. Em algumas modalidades, a amostra de fluido
corporal é plasma ou soro. Em algumas modalidades, os métodos possuem
um limite de quantificagao dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 200 ng/dL, inclu-
sive. Em algumas modalidades, a quantidade de um ou mais ions de DHT
detectados por espectrometria de massa é utilizada para calcular a quanti-
dade de DHT nao derivatizada na amostra de teste através da comparagao
com um padrao interno; preferencialmente 16, 16, 17-d3 di-hidrotestosterona.
As caracteristicas das modalidades listadas anteriormente podem ser com-
binadas sem limitagao para uso nos métodos da presente invengao.

Os métodos da presente invengao envolvem a combinagcao de
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cromatografia liquida com espectrometria de massa. Em modalidades prefe-
ridas, a cromatografia liquida € HPLC. Uma modalidade preferida utiliza H-
PLC sozinha ou em combinagao com um ou mais métodos de purificagao
tais como, por exemplo, HTLC e/ou precipitagao e filtragao de proteinas, pa-
ra purificar DHT em amostras. Em outra modalidade preferida, a espectro-
metria de massa é espectrometria de massa em tandem (MS/MS).

Em certas modalidades preferidas dos métodos divulgados aqui,
a espectrometria de massa é realizada no modo de ions positivos. Alternati-
vamente, a espectrometria de massa é realizada no modo de ions negativos.
Varias fontes de ionizagao, incluindo, por exemplo, ionizagdo quimica com
pressao atmosférica (APCI) ou ionizagao por eletrospray (ESI) podem ser
utilizadas nas modalidades da presente invencao. Em certas modalidades
preferidas, a DHT é medida utilizando APCI no modo de ions positivos.

Em modalidades preferidas, os ions de DHT detectaveis em um
espectrometro de massa sao selecionados do grupo que consiste em ions
positivos com uma razao de massa/carga (m/z) de 291,10 + 0,50, 255,20
0,50 e 79,20 + 0,50. Em modalidades particularmente preferidas, um ion
precursor de DHT possui m/z de 291,10 + 0,50 e um ou mais ions de frag-
mentos sao selecionados do grupo que consiste em ions que possuem m/z
de 255,20 + 0,50 e 79,20 + 0,50.

Em modalidades preferidas, é fornecido um padrao interno de-
tectavel separadamente na amostra, cuja quantidade também é determinada
na amostra. Nestas modalidades, todos ou uma parte de tanto DHT endége-
na quanto o padrao interno presentes na amostra € ionizada para produzir
um grande numero de ions detectaveis em um espectrometro de massa e
um ou mais ions produzidos provenientes de cada um sao detectadas por
espectrometria de massa.

Um padrao interno preferido é 16, 16, 17-d3 di-hidrotestosterona
(16, 16, 17-d3 DHT). Em modalidades preferidas, os ions detectaveis do pa-
drao interno em um espectrometro de massa sao selecionados do grupo que
consiste em ions positivos com m/z de 294,10 £ 0,50 e 258,20 + 0,50. Em

modalidades particularmente preferidas, um ion precursor do padrao interno
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possui m/z de 294,10 + 0,50; e um ion de fragmento de padrao interno pos-
sui m/z de 258,20 + 0,50.

Em modalidades preferidas, a presenga ou a quantidade do ion
de DHT esta relacionada a presenga ou a quantidade de DHT em uma a-
mostra de teste através da comparagao com uma referéncia tal como 16, 16,
17-d; di-hidrotestosterona.

Em certas modalidades preferidas, o limite de quantificagcao
(LOQ) de DHT esta dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 200 ng/dL, inclusive;
preferencialmente dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 100 ng/dL, inclusive; pre-
ferencialmente dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 50 ng/dL, inclusive; prefe-
rencialmente dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 25 ng/dL, inclusive; preferenci-
almente dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 15 ng/dL, inclusive; preferencial-
mente dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 10 ng/dL, inclusive; preferencialmen-
te aproximadamente 5,0 ng/dL.

Como utilizado aqui, a nao ser que seja citado de outra maneira,
as formas no singular "um", "uma", "o" e "a" incluem referéncia no plural. As-
sim, por exemplo, uma referéncia a "uma proteina" inclui um grande namero
de moléculas de proteina.

Como utilizado aqui, "derivatizagao" significa a reagao de duas
moléculas para formar uma nova molécula. A derivatizagao uma molécula de
um androgénio, tal como uma molécula de DHT, pode ser realizada com va-
rios reagentes de derivatizagdao bem conhecidos na arte. Ver, por exemplo,
Kashiwagi, B. e outros, J Andrology 2005, 26:586-91 e Kashiwagi, B. e ou-
tros, Urology 2005, 66:218-23, que relatam a derivatizagcado de DHT com sul-
fonato de fluoro-1-metilpiridinio-P-toluleno antes da extragao. Como utilizado
aqui, "ndo derivatizado" significa nao derivatizado. Assim, a di-
hidrotestosterona (DHT), sem indicagao de derivatizagao, € DHT nao deriva-
tizada.

Como utilizado aqui, o termo "purificagdo" ou "purificando" nao
se refere a remocgao de todos os materiais da amostra sem ser o(s) analito(s)
de interesse. Ao invés disso, a purificagao refere-se a um procedimento que

enriquece a quantidade de um ou mais analitos de interesse em relagao a
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outros componentes na amostra que podem interferir com a detecgao do
analito de interesse. A purificagdo da amostra através de varios meios pode
permitir a redugao relativa de uma ou mais substancias interferentes, por
exemplo, uma ou mais substancias que podem ou nao interferir com a de-
teccao dos ions parentais ou filhos de DHT selecionados por espectrometria
de massa. A redugao relativa como este termo é utilizado nao requer que
qualquer substéncia, presente com o analito de interesse no material que
sera purificado, seja inteiramente removida por purificagao.

Como utilizado aqui, o termo "amostra de teste" refere-se a
qualquer amostra que possa conter DHT. Como utilizado aqui, o termo "flui-
do corporal” significa qualquer fluido que possa ser isolado do corpo de um
individuo. Por exemplo, "fluido corporal" pode incluir sangue, plasma, soro,
bile, saliva, urina, lagrimas, suor e similares.

Como utilizado aqui, o termo "cromatografia" refere-se a um pro-
cesso em que uma mistura quimica carregada por um liquido ou um gas é
separada em componentes como um resultado da distribuicao diferencial
das entidades quimicas a medida que fluem ao redor ou através de uma fa-
se liquida estacionaria ou sélida.

Como utilizado aqui, o termo "cromatografia liquida" ou "LC" sig-
nifica um processo de retardo seletivo de um ou mais componentes de uma
solugao fluida a medida que o fluido sofre percolagao uniforme através de
uma coluna de uma substancia finamente dividida ou através de passagens
capilares. O retardo resulta da distribuicdo dos componentes da mistura en-
tre uma ou mais fases estacionarias e o fluido de massa, (isto &, fase moével),
a medida que o fluido se move em relagao a(s) fase(s) estacionaria(s). Os
exemplos de "cromatografia liquida" incluem cromatografia liquida em fase
inversa (RPLC), cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e croma-
tografia liquida de alta turbuléncia (HTLC).

Como utilizado aqui, o termo "cromatografia liquida de alto de-
sempenho" ou "HPLC" refere-se a cromatografia liquida em que o grau de
separagao & maior forgando a fase mével sob pressao ao longo de uma fase

estacionaria, tipicamente uma coluna densamente compactada.
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Como utilizado aqui, o termo "cromatografia liquida de alta turbu-
Iéncia" ou "HTLC" refere-se a uma forma de cromatografia que utiliza o es-
coamento turbulento do material que sera analisado através da coluna com-
pactada como a base para a realizagao da separagao. A HTLC foi aplicada
na preparagao de amostras contendo dois farmacos nao demoninados antes
da analise por espectrometria de massa. Ver, por exemplo, Zimmer e outros,
J Chromatogr A 854: 23-35 (1999); ver também, Patentes U.S. Nos.
5.968.367, 5.919.368, 5.795.469 e 5.772.874, que explicam adicionalmente
a HTLC. Os peritos comuns na arte entendem "escoamento turbulento".
Quando o fluido escoa lenta e suavemente, o fluxo & chamado de "fluxo la-
minar". Por exemplo, o fluido que se move ao longo de uma coluna de HPLC
em vazoes baixas é laminar. No fluxo laminar o movimento das particulas de
fluido é ordenado com as particulas que se movem geralmente em linhas
retas. Em velocidades maiores, a inércia da agua vence as forgas de fricgao
do fluido e resulta no escoamento turbulento. O fluido que nao esta em con-
tato com o limite irregular "ultrapassa" aquele que é retardado pela fricgao ou
desviado por uma superficie irregular. Quando um fluido escoa de forma tur-
bulenta, este flui em redemoinhos e voltas rapidas (ou vértices), com mais
"arrasto" que quando o fluxo é laminar. Muitas referéncias estao disponiveis
para auxiliar na determinagao de quando o fluxo & laminar ou turbulento (por
exemplo, Turbulent Flow Analysis: Measurement and Prediction, P.S. Ber-
nard & J.M. Wallace, John Wiley & Sons, Inc., (2000); An Introduction to Tur-
bulent Flow, Jean Mathieu & Julian Scott, Cambridge University Press
(2001)).

Como utilizado aqui, o termo "cromatografia a gas" ou "GC" re-
fere-se a cromatografia em que a mistura de amostras é vaporizada e injeta-
da em uma corrente de gas carreador (como nitrogénio ou hélio) que se mo-
ve ao longo de uma coluna que contém uma fase estacionaria composta de
um liquido ou um solido particulado e é separada em seus compostos com-
ponentes de acordo com a afinidade dos compostos pela fase estacionaria.

Como utilizado aqui, o termo "coluna de particulas grandes" ou

"coluna de extragao" refere-se a uma coluna para cromatografia que contém
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um diametro médio de particula maior que aproximadamente 50 pm. Como
utilizado neste contexto, o termo "aproximadamente" significa + 10%.

Como utilizado aqui, o termo "coluna analitica" refere-se a uma
coluna para cromatografia que possui placas cromatograficas suficientes
para realizar uma separagcao de materiais em uma amostra que sao eluidos
da coluna suficientes para permitira uma determinagao da presenga ou da
quantidade de um analito. Tais colunas sao frequentemente distinguidas das
“colunas de extragao”, que possuem a finalidade geral de separar ou de ex-
trair o material retido dos materiais nao retidos com a finalidade de obter
uma amostra purificada para analise adicional. Como utilizado neste contex-
to, o termo "aproximadamente” significa + 10%. Em uma modalidade preferi-
da a coluna analitica contém particulas de aproximadamente 4 ym de dia-
metro.

Como utilizado aqui, o termo "on-line" ou "em linha", por exem-
plo, como utilizado em "de maneira automatizada on-line" ou "extragao on-
line" refere-se a um procedimento realizado sem a necessidade de interven-
¢ao do operador. Em contraste, o termo "desconectado" como utilizado aqui
se refere a um procedimento que requer intervengcao manual de um opera-
dor. Assim, se as amostras forem submetidas a precipitacao e os sobrena-
dantes forem entao carregados manualmente em um injetor automatico, as
etapas de precipitagao e de carga sao desconectadas das etapas subse-
quentes. Em varias modalidades dos métodos, uma ou mais etapas podem
ser realizadas de maneira automatizada on-line.

Como utilizado aqui, o termo "espectrometria de massa" ou "MS"
refere-se a uma técnica analitica para identificar compostos através de sua
massa. A MS refere-se a métodos de filtragao, detecgao e medida de ions
com base em sua razao de massa em relagao a carga ou "m/z". A tecnologia
de MS inclui geralmente (1) a ionizagdo dos compostos para formar compos-
tos carregados; e (2) a detecgao do peso molecular dos compostos carrega-
dos e o calculo de uma razao de massa em relagédo a carga. Os compostos
podem ser ionizados e detectados através de quaisquer meios adequados.

Um "espectrometro de massa" geralmente inclui um ionizador e um detector
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de ions. Em geral, uma ou mais moléculas de interesse sao ionizadas e os
ions sao subsequentemente introduzidos em um instrumento espectrografico
de massa em que, devido a uma combinagao de campos magnéticos e elé-
tricos, os ions seguem um caminho no espac¢o que é dependente da massa
("m") e da carga ("z"). Ver, por exemplo, as Patentes U.S. Nos. 6.204.500,
intitulada "Mass Spectrometry From Surfaces"; 6.107.623, intitulada "Me-
thods and Apparatus for Tandem Mass Spectrometry”; 6.268.144, intitulada
"DNA Diagnostics Based On Mass Spectrometry"; 6.124.137, intitulada "Sur-
face-Enhanced Photolabile Attachment and Release For Desorption and De-
tection Of Analytes"; Wright e outros, Prostate Cancer and Prostatic Disea-
ses 1999, 2: 264-76; e Merchant e Weinberger, Electrophoresis 2000, 21:
1164-67.

Como utilizado aqui, o termo "operando no modo de ions negati-
vos" refere-se aos métodos de espectrometria de massa em que os ions ne-
gativos sao gerados e detectados. O termo "operando no modo de ions posi-
tivos" como utilizado aqui, se refere aos métodos de espectrometria de mas-
sa em que os ions positivos sao gerados e detectados.

Como utilizado aqui, o termo "ionizagao" ou "ionizando" refere-se
ao processo de produgao de um ion de analito que possui uma carga elétrica
liquida igual a uma ou mais unidades de elétrons. Os ions negativos sao a-
queles que possuem uma carga negativa liquida de uma ou mais unidades
de elétrons, enquanto que os ions positivos sao aqueles que possuem uma
carga positiva liquida de uma ou mais unidades de elétrons.

Como utilizado aqui, o termo "ionizagao de elétrons" ou "EI" refe-
re-se a métodos em que um analito de interesse em uma fase gasosa ou de
vapor interage com um fluxo de elétrons. O impacto dos elétrons com o ana-
lito produz ions do analito, que podem entao ser submetidos a uma técnica
de espectrometria de masas.

Como utilizado aqui, o termo "ionizagao quimica" ou "CI" refere-
se a métodos em que um gas reagente (por exemplo, aménia) & submetido
ao impacto de elétrons e os ions do analito sao formados pela interagao dos

ions de gas reagentes e as moléculas de analito.
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Como utilizado aqui, o termo "bombardeio rapido de atomos" ou
"FAB" refere-se a métodos em que um feixe de atomos de alta energia (fre-
quentemente Xe ou Ar) sofre impacto sobre uma amostra nao volatil, remo-
vendo uma substancia do absorvente e ionizando as moléculas contidas na
amostra. As amostras de teste sao dissolvidas em uma matriz liquida visco-
sa tal como glicerol, tioglicerol, alcool m-nitrobenzilico; 18-coroa-6 coroa é-
ter, éter 2-nitrofeniloctilico, sulfolano, dietanolamina e trietanolamina. A esco-
lha de uma matriz apropriada para um composto ou uma amostra € um pro-
cesso empirico.

Como utilizado aqui, o termo "“ionizagdo com dessorgao a laser
auxiliada por matriz" ou "MALDI" refere-se a métodos em que uma amostra
nao volatil & exposta a irradiacido com laser, que remove do absorvente e
ioniza analitos na amostra através de varias vias de ionizagao, incluindo fo-
toionizagao, protonagao, deprotonacao e decaimento de clusters. Para
MALDI, a amostra é misturada com uma matriz que absorve energia, que
facilita a dessorgao das moléculas de analito.

Como utilizado aqui, o termo "“ionizagao de dessorgao a laser in-
tensificada na superficie" ou "SELDI" refere-se a outro método em que uma
amostra nao volatil é exposta a irradiagao com laser, que remove do absor-
vente e ioniza os analitos na amostra através de varias vias de ionizagao,
incluindo fotoionizagao, protonagao, deprotonacao e decaimento de clusters.
Para SELDI, a amostra é tipicamente ligada a uma superficie que mantém
preferencialmente um ou mais analitos de interesse. Como em MALDI, este
processo também pode empregar um material de absor¢cao de energia para
facilitar a ionizagao.

Como utilizado aqui, o termo "ionizagao por eletrospray" ou "E-
SI", refere-se a métodos em que uma solugao é passada ao longo de um
comprimento curto de um tubo capilar, até o final onde é aplicado um poten-
cial elétrico positivo ou negativo alto. A solugao que atinge o final do tubo é
vaporizada (nebulizada) em um jato ou um spray de goticulas muito peque-
nas de solugao no vapor de solvente. Esta névoa de goticulas escoa ao lon-

go de uma camara de evaporagao, que € aquecida ligeiramente para preve-
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nir a condensagéo e evaporar o solvente. A medida que as goticulas ficam
menores a densidade da carga de superficie elétrica aumenta até o momen-
to tal que a repulsao natural entre as cargas similares faz com que os ions
bem como as moléculas neutras sejam liberados.

Como utilizado aqui, o termo "ionizagdo quimica com pressao
atmosférica" ou "APCI", refere-se a métodos de espectrometria de massa
que sao similares a ESI; entretanto, APCI produz ions através de reagdes de
ion-molécula que ocorrem dentro de um plasma a pressao atmosférica. O
plasma é mantido por uma descarga elétrica entre o capilar de spray e um
eletrodo contador. Entao os ions sao tipicamente extraidos dentro do anali-
sador de massa através do uso de um conjunto de estagios de escumadeira
bomboeados diferencialmente. Um contrafluxo de gas N, seco e pré-
aquecido pode ser utilizado para aumentar a remogao do solvente. A ioniza-
¢ao da fase gasosa em APCI pode ser mais eficiente que em ESI para a a-
nalise de espécies polares.

O termo "fotoionizagdo com pressao atmosférica" ou "APPI" co-
mo utilizado aqui se refere a forma de espectrometria de massa em que o
mecanismo para a fotoionizagao da molécula M é a absorgao de fétons e a
expulsao de elétrons para formar o ion molecular M+. Devido ao fato de que
a energia de fétons fica tipicamente logo acima do potencial de ionizagao, o
ion molecular € menos susceptivel a dissociagao. Em muitos casos pode ser
possivel analisar as amostras sem a necessidade de cromatografia, econo-
mizando assim tempo e custos significativos. Na presenga de vapor de agua
ou solventes proéticos, o ion molecular pode extrair H para formar MH+. Isto
tende a ocorrer se M tiver uma alta afinidade por prétons. Isto nao afeta a
acuracia da quantificacao porque a soma de M+ e MH+ é constante. Os
compostos de farmacos em solventes préticos sdao geralmente observados
na forma de MH+, enquanto que os compostos nao polares tais como nafta-
leno ou testosterona geralmente formam M+. Ver, por exemplo, Robb e ou-
tros, Anal. Chem. 2000, 72(15): 3653-3659.

Como utilizado aqui, o termo "plasma acoplado de forma induzi-

da" ou "ICP" refere-se a métodos em que uma amostra interage com um gas
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parcialmente ionizado a uma temperatura suficientemente alta de forma que
a maioria dos elementos é atomizada e ionizada.

Como utilizado aqui, o termo "dessor¢ao do campo" refere-se a
métodos em que uma amostra nao volatil de teste & colocada sobre uma
superficie de ionizagao e um campo elétrico intenso é utilizado para gerar
ions do analito.

Como utilizado aqui, o termo "dessorgao" refere-se a remogao
de um analito de uma superficie e/ou a entrada de um analito em uma fase
gasosa. A dessorgao térmica com dessorgao a laser € uma técnica em que
uma amostra que contém o analito & removida do absorvente termicamente
para dentro da fase gasosa por um pulso de laser. O laser atinge a parte
posterior de uma placa de 96 pogos produzida especialmente com uma base
de metal. O pulso de laser aquece a base e o aquecimento faz com que a
amostra seja transferida para dentro da fase gasosa. A amostra na fase ga-
sosa é entao puxada para dentro do espectrometro de massa.

Como utilizado aqui, o termo "monitoramento seletivo de ions" é
um modo de detecgao para um instrumento espectrométrico de massa em
que apenas os ions dentro de uma faixa de massa relativamente limitada,
tipicamente aproximadamente uma unidade de massa, sao detectados.

Como utilizado aqui, "modo de reagao multipla“, algumas vezes
conhecido como "monitoramento selecionado de reagao", € um modo de
detecgao para um instrumento espectrométrico de massa em que um ion
precursor e um ou mais ions de fragmentos sao seletivamente detectados.

Como utilizado aqui, o termo "limite de quantificagao" ou "LOQ"
refere-se ao ponto em que as medidas ficam quantificativamente significati-
vas. A resposta do analito neste LOQ pode ser identificada, separada e re-
produzida com um desvio padrao relativo (RSD %) de 20% e uma acuracia
de 80% até 120%.

Como utilizado aqui, o termo "limite de detecg¢ao" ou "LOD" é o
ponto em que o valor medido € maior que a incerteza associada ao mesmo.
O LOD é o ponto em que um valor esta além da incerteza associada com

sua medida e é definido como duas vezes o RSD da média na concentragao
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zero.

Como utilizado aqui, uma "quantidade" de DHT em uma amostra
de fluido corporal refere-se geralmente a um valor absoluto que reflete a
massa de DHT detectavel no volume de fluido corporal. Entretanto, uma
quantidade também considera uma quantidade relativa em comparagao com
outra quantidade de DHT. Por exemplo, uma quantidade de DHT em um
fluido corporal pode ser uma quantidade que € maior que um controle ou um
nivel normal de DHT normalmente presente.

O termo “"aproximadamente" como utilizado aqui em referéncia
as medidas quantitativas nao incluindo a medida da massa de um ion, refe-
re-se ao valor indicado mais ou menos 10%. Os instrumentos de espectro-
metria de massa podem variar ligeiramente na determinagao da massa de
certo analito. O termo "aproximadamente" no contexto da massa de um ion
ou da razao de massa/carga de um ion refere-se a +/- 0,50 unidade de mas-
sa atdmica.

O sumario da invengao descrito acima nao é limitante e outras
caracteristicas e vantagens da invengao serao evidentes partindo da descri-
cao detalhada a seguir da invengao e das reivindicagées.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

A figura 1 mostra uma representagao grafica do coeficiente de
variagao dos ensaios de um branco e cinco padrées utilizados para determi-
nar o limite de quantificagao do ensaio de DHT. Os detalhes sao discutidos
no Exemplo 5.

A figura 2 mostra a linearidade da quantificagdo de DHT em a-
mostras de estoque diluidas em série utilizando um ensaio de LC-MS/MS.
Os detalhes sao descritos no Exemplo 6.

As figuras 3A e 3B mostram a correlagdo da determinagao de
DHT por um exemplo de método de HPLC-MS da presente invengao com a
determinagao de DHT através de um método de radioimunoensaio de refe-
réncia (RIA). A correlagdo mostrada na figura 3A foi determinada por regres-
sao linear. A correlagao mostrada na figura 3B foi determinada pela analise

de Deming. Os detalhes sao descritos no Exemplo 10.
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DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

Os métodos da presente invengao sao descritos para a medida
da quantidade de DHT em uma amostra. Mais especificamente, os métodos
de espectrometria de massa sao descritos para a detecgao e para a quantifi-
cacao de DHT em uma amostra de teste. Os métodos podem utilizar croma-
tografia liquida de alta turbuléncia (HTLC), para realizar uma purificagao dos
analitos selecionados e combinar esta purificagcdo com métodos de espec-
trometria de massa (MS), fornecendo assim um sistema de ensaio de alto
rendimento para a detecgao e para a quantificagado de DHT em uma amostra
de teste. As modalidades preferidas sao particularmente bem adequadas
para aplicagcdo em grandes laboratérios clinicos para o ensaio de DHT au-
tomatizado.

Amostras de teste adequadas para uso nos métodos da presen-
te invengao incluem qualquer amostra de teste que possa conter o analito de
interesse. Em algumas modalidades preferidas, uma amostra € uma amostra
biolégica; que &, uma amostra obtida de qualquer fonte bioldgica, tal como
um animal, uma cultura de células, uma cultura de 6rgao etc. Em certas mo-
dalidades preferidas, as amostras sao obtidas de um animal mamifero, tal
como um cachorro, um gato, um cavalo etc. Os animais mamiferos particu-
larmente preferidos sao primatas, mais preferencialmente seres humanos do
sexo masculino ou do sexo feminino. As amostras particularmente preferidas
incluem fluidos corporais tal como sangue, plasma, soro, saliva, fluido cere-
brospinhal ou amostras de tecidos. Tais amostras podem ser obtidas, por
exemplo, de um paciente; isto €, uma pessoa viva, do sexo masculino ou do
sexo feminino, que se apresenta a um ambiente clinico para diagnéstico,
prognaostico ou tratamento de uma doenga ou um estado de saude. A amos-
tra de teste é preferencialmente obtida de um paciente, por exemplo, soro ou
plasma do sangue. Um volume de amostra de aproximadamente 0,5 mL é
preferido; entretanto, amostras de aproximadamente 0,1 mL podem ser ana-
lisadas.

A presente invengao considera kits para um ensaio de quantifi-

cacgao de DHT. Um kit para um ensaio de quantificagado de DHT da presente
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invengao pode incluir um kit que compreende um padrao interno, em quanti-
dades suficientes para pelo menos um ensaio. Tipicamente, os kits também
incluirao instrugdes gravadas em uma forma tangivel (por exemplo, contidas
em papel ou um meio eletronico) para a utilizagdo dos reagentes embalados
para uso em um ensaio de medida para a determinagao da quantidade de
DHT.

A calibracdo e os conjuntos de QC para uso nas modalidades da
presente invengao podem ser prearados utilizando plasma ou soro "despo-
jado" (despojado de DHT): por exemplo, soro despojado com carvao e desli-
pidizado duplo. Todas as fontes de plasma ou soro despojado humano ou
nao humano devem ser verificadas para garantir que nao contém quantida-
des mensuraveis de DHT.

Preparacao de Amostra para Espectrometria de Massa

As amostras de teste podem ser armazenadas abaixo da tempe-
ratura ambiente. E primeiramente permitido que as amostras de teste (inclu-
indo os controles) armazenadas abaixo da temperatura ambiente atinjam a
temperatura ambiente e sao misturadas com vortex mecanico. Um padrao
interno pode ser adicionado nas amostras de teste neste ponto.

As amostras podem entao ser preparadas para espectrometria
de massa através da extragao liquido-liquido ou em fase soélida. Varios mé-
todos podem ser utilizados para enriquecer a DHT em relagao a outros
componentes na amostra (por exemplo, proteina) antes da espectrometria
de massa, incluindo, por exemplo, cromatografia liquida, filtragao, centrifu-
gacao, cromatografia em camada fina (TLC), eletroforese incluindo eletrofo-
rese em capilares, separagées por afinidade incluindo separagdes por imu-
noafinidade, métodos de extragao incluindo extragao com acetato de etila ou
metanol extraction e o uso de agentes caotrépicos ou qualquer combinagao
dos anteriores ou similar.

A precipitagao de proteinas € um método de preparagao de uma
amostra de teste, especialmente uma amostra biolégica de teste, tal como
soro ou plasma. Tais métodos de purificagao de proteinas sdao bem conheci-

dos na arte, por exemplo, Polson e outros, Journal of Chromatografy B 2003,
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785:263-275, descrevem técnicas de precipitagdo de proteinas adequadas
para uso nos métodos da presente invengao. A precipitacdo de proteinas
pode ser utilizada para remover a maior parte da proteina da amostra dei-
xando DHT no sobrenadante. As amostras podem ser centrifugadas para
separar o sobrenadante liquido das proteinas precipitadas; alternativamente
as amostras podem ser filtradas para remover as proteinas precipitadas. O
sobrenadante ou o filtrado resultante pode entao ser aplicado diretamente a
analise por espectrometria de massa; ou alternativamente a cromatografia
liquida e analise subsequente por espectrometria de massa. Em certas mo-
dalidades, o uso da precipitagao de proteinas tal como, por exemplo, a pre-
cipitagcdo de proteinas com acido formico, pode evitar a necessidade de H-
TLC ou outra extragao on-line antes da espectrometria de massa ou da H-
PLC e a espectrometria de massa.

Consequentemente, em algumas modalidades, a precipitagao de
proteinas, isoladamente ou em combinagao com um ou mais métodos de puri-
ficacao, pode ser utilizada para a purificagao de DHT antes da espectrometria
de massa. Nestas modalidades, os métodos podem envolver (1) a realizagao
de uma precipitagao de proteinas da amostra de interesse; e (2) a carga do
sobrenadante diretamente sobre o espectrometro de massa com LC sem utili-
zar a extragao on-line ou a HTLC. Alternativamente, os métodos podem en-
volver (1) a realizagao de uma precipitacao de proteinas da amostra de inte-
resse; e (2) a carga do sobrenadante sobre uma HTLC utilizando extragao on-
line para purificagao adicional antes da espectrometria de massa.

Um meio de purificagdo de amostra que pode ser utilizado antes
da espectrometria de massa é a cromatografia liquida (LC). Certos métodos
de cromatografia liquida, incluindo HPLC, se baseiam na tecnologia de fluxo
laminar relativamente lenta. A analise de HPLC tradicional se baseia na
compactacgao da coluna em que o fluxo laminar da amostra ao longo da co-
luna é a base para a separagao do analito de interesse da amostra. O perito
na arte entendera que a separagao em tais colunas € um processo de difu-
sao e podera selecionar instrumentos e colunas de HPLC que sao adequa-

dos para uso com DHT. A coluna cromatografica inclui tipicamente um meio
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(isto €, um material de compactacao) para facilitar a separagao de grupa-
mentos quimicos (isto &, fracionagao). O meio pode incluir particulas minus-
culas. As particulas incluem uma superficie ligada que interage com os va-
rios grupamentos quimicos para facilitar a separagao dos grupamentos qui-
micos. Uma superficie adequada ligada € uma superficie ligada hidrofébica
tal como uma superficie ligada com alquila ou uma ligada com ciano. As su-
perficies ligadas com alquila podem incluir grupos alquila ligados a C-4, C-8,
C-12 ou C-18. Em modalidades preferidas, a coluna € uma coluna de ciano.
A coluna cromatografica inclui uma porta de entrada para o recebimento de
uma amostra diretamente ou indiretamente proveniente de uma extragao em
fase sélida ou uma coluna de HTLC e uma porta de saida para a descarga
de um efluente que inclui a amostra fracionada.

Em uma modalidade, a amostra pode ser aplicada na coluna de
LC na porta de entrada, eluida com um solvente ou uma mistura de solven-
tes e descarregada na porta de saida. Modos de solventes diferentes podem
ser selecionados para a eluigao do(s) analito(s) de interesse. Por exemplo, a
cromatografia liquida pode ser realizada utilizando um modo de gradiente,
um modo isocratico ou um modo politipico (isto €, misto). Durante a croma-
tografia, a separagcao dos materiais é realizada através de variaveis tais co-
mo a escolha do eluente (também conhecido como uma "fase moével"), o
modo de eluigao, as condigdes de gradiente, a temperatura etc.

Em certas modalidades, um analito pode ser purificado através
da aplicagao de uma amostra em uma coluna sob condigdes em que o anali-
to de interesse é retido de forma reversivel pelo material de compactagao da
coluna, enquanto um ou mais outros materiais ndo sao retidos. Nestas mo-
dalidades, pode ser empregada uma primeira condicdo de fase mével em
que o analito de interesse é retido pela coluna e uma segunda condigao de
fase moével pode ser subsequentemente empregada para remover o material
retido da coluna, uma vez que os materiais nao retidos foram lavados. Alter-
nativamente, um analito pode ser purificado através da aplicagao de uma
amostra em uma coluna sob condi¢oes de fase mével em que o analito de

interesse é eluido a uma taxa diferencial em comparagao a um ou mais ou-
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tros materiais. Tais procedimentos podem enriquecer a quantidade de um ou
mais analitos de interesse em relagdo a um ou mais outros componentes da
amostra.

Em uma modalidade preferida, a HPLC é realizada com um sis-
tema cromatografico com coluna hidrofébica. Em certas modalidades prefe-
ridas, uma coluna analitica de ciano (por exemplo, uma coluna analitica Be-
taBasic Cyano da Thermo Scientific, Inc. (tamanho de particula de 5 ym, 50
x 2,1 mm) ou equivalente) é utilizada. Em certas modalidades preferidas, a
HTLC e/ou a HPLC sao realizadas utilizando acido férmico aquoso a 0,1%
de Grau de HPLC e 100% de metanol como as fases méveis.

Através da selecao cuidadosa de valvulas e tubulagbes conecto-
ras, duas ou mais colunas para cromatografia podem ser conectadas quan-
do necessario de forma que o material seja passado de uma para a seguinte
sem a necessidade de quaisquer etapas manuais. Em modalidades preferi-
das, a selegao de valvulas e tubulagao é controlada por um computador pré-
programado para realizar as etapas necessarias. Mais preferencialmente, o
sistema de cromatografia também é conectado de uma maneira on-line ao
sistema detector, por exemplo, um sistema de MS. Assim, um operador pode
colocar uma bandeja de amostras em um autoamostrador e as operagoes
restantes sao realizadas sob controle de um computador, resultando na puri-
ficagao e na analise de todas as amostras selecionadas.

Em algumas modalidades, a HTLC pode ser utilizada para a pu-
rificagao de DHT antes da espectrometria de massa. Em tais modalidades,
as amostras podem ser extraidas utilizando um cartucho de extracao de H-
TLC que captura o analito, entdo eluidas e submetidas a cromatografia em
uma segunda coluna de HTLC ou sobre uma coluna analitica de HPLC antes
da ionizagao. Por exemplo, a extragcdo das amostras com um cartucho de
extragao de HTLC pode ser realizada com uma coluna compactada com ta-
manho de particula grande (50 um). A amostra eluida desta coluna pode
entao ser transferida para uma coluna analitica de HPLC, tal como uma co-
luna analitica de ciano, para purificagao adicional antes da espectrometria de

massa. Devido ao fato de que as etapas envolvidas nestes procedimentos
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de cromatografia podem estar ligadas de uma maneira automatizada, a ne-
cessidade do envolvimento do operador durante a purificagao do analito po-
de ser minimizada. Esta caracteristica pode resultar em economias no tempo
e nos custos e eliminar a oportunidade de erro do operador.

Deteccao e Quantificacao por Espectrometria de Massa

Em varias modalidades, a DHT presente em uma amostra de
teste pode ser ionizada através de qualquer método conhecido pelo perito na
arte. A espectrometria de massa é realizada utilizando um espectrémetro de
massa, que inclui uma fonte de ions para a ionizagao da amostra fracionada
e para a criagao de moléculas carregadas para analise adicional. Por exem-
plo, a ionizagao da amostra pode ser realizada através da ionizagao de elé-
trons, ionizagao quimica, ionizagao por eletrospray (ESI), ionizagao de fo-
tons, ionizagao quimica com pressao atmosférica (APCI), fotoionizagao, fo-
toionizacao com pressao atmosférica (APPI), bombardeio rapido de atomos
(FAB), ionizagao secundaria de liquidos (LSI), ionizagao por dessor¢ao com
laser auxiliada por matriz (MALDI), ionizagdo de campos, dessor¢ao do
campo, ionizagao por termospray/plasmaspray, ionizagdo de dessor¢ao a
laser intensificado na superficie (SELDI), ionizagcao de plasma acoplado de
forma induzida (ICP) e de feixes de particulas. O perito na arte entendera
que a escolha do método de ionizagao pode ser determinada com base no
analito que sera medido, no tipo de amostra, no tipo de detector, na escolha
do modo positivo versus negativo etc.

A DHT pode ser ionizada no modo positivo ou negativo; Em mo-
dalidades preferidas, a DHT é ionizada por APCI no modo positivo. Em mo-
dalidades preferidas relacionadas, os ions de DHT estao em um estado ga-
soso e o gas de colisao inerte é argdénio ou nitrogénio; preferencialmente
argonio.

Nas técnicas de espectrometria de massa geralmente, ap6s a
amostra ter sido ionizada, os ions carregados positivamente ou carregados
negativamente criados dessa maneira podem ser analisados para determi-
nar a razao de massa em relagao a carga. Os analisadores adequados para

a determinacgao de razdées de massa em relagao a carga incluem analisado-
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res quadripolares, analisadores de captura idnica e analisadores de tempo
de voo. Os ions podem ser detectados utilizando varios modos de detecgao.
Por exemplo, os ions selecionados podem ser detectados, isto &, utilizando
um modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) ou alternativamente, os
ions podem ser detectados utilizando um modo de varredura, por exemplo,
monitoramento de varias reagbes (MRM) ou monitoramento de reagao sele-
cionada (SRM). Preferencialmente, a razao de massa em relagao a carga é
determinada utilizando um analisador quadripolar. Por exemplo, em um ins-
trumento "quadripolar" ou "de captura iénica quadripolar”, os ions em um
campo com frequéncia de radio oscilante sofrem uma forga proporcional ao
potencial DC aplicado entre os eletrodos, a amplitude do sinal de RF e a ra-
zao de massal/carga. A voltagem e a amplitude podem ser selecionadas de
forma que somente os ions que possuem uma razao de massal/carga parti-
cular percorrem o comprimento do quadripolo, enquanto que todos os outros
ions sao desviados. Assim, os instrumentos quadripolares podem atuar tanto
como um "filtro de massa" quanto como um "detector de massa" para os i-
ons injetados no instrumento.

Pode-se aumentar a resolugao da técnica de MS através do em-
prego de "espectrometria de massa em tandem" ou "MS/MS". Nesta técnica,
um ion precursor (também chamado de um ion parental) gerado partindo de
uma molécula de interesse pode ser filtrado em um instrumento de MS e o
ion precursor é subsequentemente fragmentado para produzir um ou mais
ions de fragmentos (também chamado de ions filhos ou ions de produto) que
sao entao analisados em um segundo procedimento de MS. Através da se-
legao cuidadosa dos ions precursores, somente os ions produzidos por cer-
tos analitos sao passados para a camara de fragmentacao, onde as colisées
com atomos de um gas inerte produzem os ions de fragmentos. Devido ao
fato de que tanto ions precursores quanto de fragmentos sao produzidos de
uma maneira que pode ser reproduzida sob certo conjunto de condigbes de
ionizagao/fragmentagao, a técnica de MS/MS pode fornecer uma ferramenta
analitica extremamente poderosa. Por exemplo, a combinagao de filtra-

caolfragmentacgao pode ser utilizada para eliminar substancias interferentes



10

15

20

25

30

22/32

e pode ser particularmente util em amostras complexas, tais como amostras
biologicas.

O espectrometro de massa fornece tipicamente ao usuario uma
varredura ibnica; isto &, a abundancia relativa de cada ion com uma mas-
sa/carga particular ao longo de certa faixa (por exemplo, 100 até 1000 amu).
Os resultados de um ensaio de analitos, isto €, um espectro de massa, po-
dem ser relacionados com a quantidade do analito na amostra original atra-
vés de varios métodos conhecidos na arte. Por exemplo, dado que tais pa-
rametros de amostragem e de analise sdo cuidadosamente controlados, a
abundancia relativa de certo ion pode ser comparada com uma tabela que
converte tal abundancia relativa em uma quantidade absoluta da molécula
original. Alternativamente, padroes moleculares podem ser corridos com as
amostras e uma curva padrao pode ser construida com base nos ions gera-
dos partindo de tais padroes. A utilizagao de tal curva padrao, a abundancia
relativa de certo ion pode ser convertida em uma quantidade absoluta da
molécula original. Em certas modalidades preferidas, um padrao interno é
utilizado para gerar uma curva padrao para o calculo da quantidade de DHT.
Os métodos de produgdo e de utilizagao de tais curvas padroes sao bem
conhecidos na arte e um perito comum é capaz de selecionar um padrao
interno apropriado. Por exemplo, um esteroide marcado com isé6topo pode
ser utilizado como um padrao interno; em certas modalidades preferidas o
padrao € 16, 16, 17-ds di-hidrotestosterona (16, 16, 17-d; DHT). Varios ou-
tros métodos para relacionar a quantidade de um ion com a quantidade da
molécula original serao bem conhecidos pelos peritos comuns na técnica.

Uma ou mais etapas dos métodos podem ser realizadas utili-
zando maquinas automatizadas. Em certas modalidades, uma ou mais eta-
pas de purificagao sao realizadas on-line e mais preferencialmente todas as
etapas de purificacao e de espectrometria de massa podem ser realizadas
de uma maneira on-line.

Em certas modalidades, tal como MS/MS, em que os ions precur-
sores sao isolados para fragmentagao adicional, a dissociagdo com ativagao

por colisao é frequentemente utilizada para gerar os ions de fragmentos para
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detec¢ao adicional. Em CAD, os ions precursores ganham energia através
das colisbes com um gas inerte e subsequentemente se fragmento através de
um processo referido como "decomposi¢ao unimolecular’. Tem que ser depo-
sitada energia suficiente no ion precursor de forma que certas ligagées dentro
do ion podem ser quebradas devido a maior energia de vibracao.

Em modalidades particularmente preferidas, a DHT é detectada
e/ou quantificada utilizando MS/MS como a seguir. As amostras sdao subme-
tidas a cromatografia liquida, preferencialmente HTLC; o fluxo de solvente
liquido proveniente da coluna cromatografica entra na interface de nebuliza-
¢ao aquecida de um analisador de MS/MS; e a mistura de solvente/analito é
convertida em vapor na tubulagao aquecida da interface. O analito (por e-
xemplo, DHT), contido no solvente nebulizado, é ionizado pela agulha de
descarga corona da interface, que aplica uma grande voltagem a mistura de
solvente/analito nebulizada. Os ions, por exemplo, os ions precursores, pas-
sam através do orificio do instrumento e entram no primeiro quadripolo. Os
Quadripolos 1 e 3 (Q1 e Q3) sao filtros de massa, que permitem a selegao
de ions (isto é, a selegao de ions "precursores” e "de fragmento" em Q1 e
Q3, respectivamente) com base em sua razao de massa em relagao a carga
(m/z). O Quadripolo 2 (Q2) é a célula de colisdao, onde os ions sao fragmen-
tados. O primeiro quadripolo do espectrometro de massa (Q1) seleciona mo-
léculas com as razdes de massa em relacdao a carga de DHT. E permitido
que os ions precursores com as razées de massa/carga corretas passem
para dentro da camara de colisdo (Q2), enquanto que os ions indesejados
com qualquer outra razao de massal/carga colidem com as laterais do qua-
dripolo e sao eliminados. Os ions precursores que entram no Q2 colidem
com moléculas neutras de gas argonio e se fragmentam. Este processo é
chamado de dissociagao ativada por colisdao (CAD). Os ions de fragmentos
gerados sao passados para dentro do quadripolo 3 (Q3), onde os ions de
fragmentos de DHT sao selecionados enquanto outros ions sao eliminados.

Os métodos podem envolver MS/MS realizada no modo de ions
positivos ou negativos; preferencialmente no modo de ions positivos. Utilizan-

do métodos padronizados bem conhecidos na arte, um perito comum é capaz
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de identificar um ou mais ions de fragmentos de um ion precursor particular
de DHT que podem ser utilizados para a selegao no quadripolo 3 (Q3).

A medida que os ions colidem com o detector estes produzem um
pulso de elétrons que sao convertidos em um sinal digital. Os dados adquiri-
dos sao retransmitidos para um computador, que representa graficamente as
contagens dos ions coletados versus o tempo. Os cromatogramas de massa
resultantes sao similares aos cromatogramas gerados nos métodos de HPLC
tradicionais. As areas sob os picos correspondentes a ions particulares ou a
amplitude de tais picos, € medida e a area ou a amplitude é correlacionada a
quantidade do analito de interesse. Em certas modalidades, a area sob as
curvas ou a amplitude dos picos, para ion(s) de fragmento e/ou ions precurso-
res & medida para determinar a quantidade de DHT. Como descrito anterior-
mente, a abundancia relativa de certo ion pode ser convertida em uma quan-
tidade absoluta do analito original, por exemplo, DHT, utilizando curvas pa-
droes de calibragao baseadas nos picos de um ou mais ions de um padrao
molecular interno, tal como 16, 16, 17-ds di-hidrotestosterona.

Os exemplos a seguir servem para ilustrar a invengao. Nao é
pretendido de forma alguma que estes exemplos limitem o ambito dos méto-
dos.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Preparacao de Amostras de Soro e de Reagentes

As amostras de plasma foram preparadas através da coleta de
sangue em um tubo Vacutainer sem aditivos e foram permitidas que coagu-
lassem durante aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. As
amostras foram entao centrifugadas e o soro separado das células. As a-
mostras que exibiam hemolise evidente foram excluidas.

Trés solugbes de estoque foram preparadas com DHT (Sigma
Chemical Company, Cat. No. A7755 ou equivalente). Uma solugao padrao
de estoque de DHT de 1 mg/mL em metanol foi preparada em um frasco
volumétrico. Uma parte da solugao padrao de estoque de DHT foi entao dilu-
ida em 1:100 para preparar uma solugao padrao de estoque intermediaria de

DHT de 1.000.000 ng/dL. em metanol. Uma parte da solugao padrao de es-
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toque intermediaria foi utilizada para preparar uma segunda solugdao padrao
de estoque intermediaria de 2.000 ng/dL em metanol. A segunda solugao
padrao de estoque intermediaria foi utilizada para preparar um padrao de
trabalho de DHT de 200 ng/dL em soro despojado.

16, 16, 17-d; di-hidrotestosterona (CDN, Cat. No. D-5079 ou e-
quivalente) foi utilizada para preparar uma solugao de estoque de padrao
interno de 16, 16, 17-d3 di-hidrotestosterona em metanol deuterado a 1,0
mg/mL, que foi utilizada para preparar uma solugao de estoque de padrao
interno intermediaria de 16, 16, 17-d3 di-hidrotestosterona em metanol deu-
terado a 1.000.000 ng/dL. 1,0 mL desta solugao de estoque intermediaria foi
utilizado para preparar uma segunda solu¢ao de estoque de padrao interno
intermediaria a 1000 ng/dL de 16, 16, 17-d; di-hidrotestosterona em agua.
Uma solugao de trabalho de padrao interno de 16, 16, 17-d; di-
hidrotestosterona a 500 ng/dL foi preparada através da diluigao de 20 mL da
segunda solugao de estoque de padrao interno intermediaria com agua DI
até o volume em um frasco volumétrico de 200 mL.

Exemplo 2: Extracdo de DHT das Amostras Utilizando Cromatografia Liquida

Os padroes de temperatura ambiente, os controles e as amos-
tras de pacientes foram preparados para cromatografia liquida (LC) primei-
ramente misturando com vértex mecanico.

300 pL de cada padrao, controle e amostra de paciente mistura-
dos com vortex foram entao transferidos para um pog¢o de uma placa de 96
pogos. 300 pyL de acido formico a 20 % e 100 uL de solugao de trabalho de
padrao interno de 16, 16, 17-d; di-hidrotestosterona a 500 ng/mL foram en-
tao adicionados em cada um. As placas foram entado misturadas com vértex
e incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos antes de serem
carregadas para dentro de uma gaveta do autoamostrador.

A injecao das amostras foi realizada com um sistema de HTLC
Cohesive Technologies Aria TLX-1 utilizando Aria OS V 1.5 ou um software
mais recente. Uma solugédo de lavagem do autoamostrador foi preparada
utilizando 60 % de acetonitrila, 30 % de isopropanol e 10 % de acetona (v/v).

O sistema de HTLC injetou automaticamente 100 pL das amos-
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tras preparadas anteriormente em uma coluna TurboFlow (50 x 1,0 mm, co-
luna C-18 de 50 um da Cohesive Technologies) compactada com particulas
grandes. As amostras foram carregadas a uma vazao alta (5,0 mL/min, rea-
gente de carregamento acido férmico a 0,1 %) para criar turbuléncia dentro
da coluna de extragao. Esta turbuléncia garantiu a ligagao otimizada de DHT
com as particulas grandes na coluna e a passagem da proteina residual e
dos restos celulares para descarte.

Apébs o carregamento, a diregao do fluxo foi invertida e a amos-
tra foi eluida para a coluna analitica (Thermo Scientific, coluna BetaBasic
Cyano, tamanho de particula de 5 ym, 50 x 2,1 mm). Um gradiente binario
de HPLC foi aplicado na coluna analitica, para separar DHT de outros anali-
tos contidos na amostra. A fase moével A era acido formico a 0,1 % e a fase
movel B era metanol a 100 %. O gradiente da HPLC comegava com um gra-
diente organico a 3 % que aumentava até 50 % em aproximadamente 4,75
minutos. A amostra separada foi entao submetida a MS/MS para a quantifi-
cacao de DHT.

A especificidade da DHT contra analitos similares foi determina-
da para os compostos a seguir (cada um em uma concentragao de 1000
ng/dL em soro despojado): testosterona, estriol, desidroepiandrosterona
(DHEA), estrona, pregnenolona, estradiol, androstenediona, 17-OH pregne-
nolona, corticosterona e aldosterona. Nao foi observada qualquer interferén-
cia significativa para qualquer um destes compostos.

Exemplo 3: Deteccao e Quantificacao de DHT através de MS/MS

A MS/MS foi realizada utilizando um sistema Finnigan TSQ
Quantum Ultra MS/MS (Thermo Electron Corporation). Os programas de
software a seguir todos da ThermoElectron foram utilizados nos Exemplos
descritos aqui: Quantum Tune Master V 1.2 ou mais recente, Xcalibur V 1.4
SR1 ou mais recente, TSQ Quantum 1.4 ou mais recente e LCQuan V 2.0
com SP1 ou mais recente. O solvente liquido/analito que saia da coluna ana-
litica fluia para a interface do nebulizador aquecido de um analisador Ther-
mo Finnigan MS/MS. A mistura de solvente/analito foi convertida em vapor

na tubulacdo aquecida da interface. Os analitos no solvente nebulizado fo-
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ram ionizados por APCI.

Os ions passaram para o primeiro quadripolo (Q1), que selecio-
nou ions com uma razao de massa em relagao a carga de 291,10 + 0,50
m/z. Os ions que entraram no Quadripolo 2 (Q2) colidiram com gas argénio
para gerar fragmentos de ions, que foram passados para o quadripolo 3 (Q3)
para selecao adicional. Simultaneamente, o mesmo processo utilizando es-
pectrometria de massa com diluicao de is6topos foi realizado com um pa-
drao interno, 16, 16, 17-d; di-hidrotestosterona. As transicoes de massa a
seguir foram utilizadas para a detecgao e para a quantificagao durante a va-
lidagao na polaridade positiva.

Tabela 1. Transicoes de Massa para DHT (Polaridade Positiva)

fon Precursorlion de Produto
(m/z) (m/z)

Analito

DHT 291,10 255,20 e 79,2

16, 16, 17-d; di-hidrotestosterona (pa-

drao interno)

294,10 258,2

Exemplo 4: Precisao e Acuracia Intraensaio e Interensaio

Trés grupos de controles de qualidade (QC) foram preparados
partindo de soro humano despojado com carvao (Golden West Biologicals,
Temecula, CA) com adigdo de DHT em uma concentragao de 25, 75 e 150
ng/dL, para cobrir a faixa presuntiva do ensaio que pode ser reportada.

Dez aliquotas provenientes de cada dos trés grupos de QC fo-
ram analisadas em um unico ensaio para determinar o coeficiente de varia-
¢ao (CV (%)) de uma amostra dentro de um ensaio. Foram determinados os
valores a seguir:

Tabela 2. Variacao e Acuracia Intra-Ensaio

Nivel | Nivel | Nivel lll
(25 ng/dL) | (75 ng/dL) | (150 ng/dL)

Média (ng/dL) 26,8 73,83 145,23
Desvio Padréo (ng/dL) 3,98 3,02 4,58
CV (%) 14,8 % 4,09 % 3,16 %

Acuracia (%) 107,2 % 98,44 % 96,82 %
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Dez aliquotas provenientes de cada dos trés grupos de QC fo-

ram analisadas ao longo de dez dias para determinar o coeficiente de varia-

¢ao (CV (%)) entre ensaios. Foram determinados os valores a seguir:

Tabela 3. Variagcao e Acuracia Inter-Ensaio

Nivel | Nivel | Nivel lll
(25 ng/dL) | (75 ng/dL) | (150 ng/dL)
Média (ng/dL) 24,51 75,18 152,31
Desvio Padrao (ng/dL) 2,47 3,32 5,81
CV (%) 10,06 % 442 % 3,82 %
Acuracia (%) 98,04 % | 100,24 % | 101,54 %

Exemplo 5: Sensibilidade Analitica: Limite de Deteccao (LOD) e Limite de
Quantificacao (LOQ)

O LOQ é o ponto onde as medidas se tornam quantitativamente

significativas. A resposta do analito neste LOQ pode ser identificado, distinto
e reproduzido com uma precisao de 20% e uma acuracia de 80% até 120%.
O LOQ foi determinado através da analise de espécimes de soro despojado
de analito com adi¢ao de concentragdes de 1,25, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0 ng/dL
de DHT (cinco réplicas em cada nivel) entdao da determinagao do CV. Os
resultados foram representados graficamente (mostrado na Figura 1) e o
LOQ foi determinado partindo da curva como sendo de 5,0 ng/dL.

O LOD é o ponto em que um valor esta além da incerteza asso-
ciada com sua medida e é definido como dois desvios padrées partindo da
concentragao zero. Para determinar o LOQ para o ensaio da DHT, amostras
de branco de soro despojado com carvao foram corridas em dez réplicas. Os
resultados destes ensaios foram analisados estatisticamente com um valor
médio de 1,0 ng/dL e um desvio padrao de 0,5 ng/dL. Assim, o LOD para a
DHT era de 2,0 ng/dL.

Exemplo 6: Faixa e Linearidade Reportaveis do Ensaio

Para estabelecer a linearidade da detecgao de DHT no ensaio,
um branco especificado como padrao zero e cinco padroes de soro com adi-
¢oes em concentragdes variando de 10 até 200 ng/dL foram analisados. O

valor de correlagao da faixa de concentragées testada (0 até 200 ng/dL) era
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maior que 0,995. Um grafico que mostra a linearidade da curva padrao até
200 ng/dL é mostrado na Figura 2.
Exemplo 7: Especificidade da Matriz

A especificidade da matriz foi avaliada através da diluigao de
amostras de soro dos pacientes duas vezes e quatro vezes com as matrizes
a seguir: soro despojado do analito (soro despojado com carvao, Cat. No.
SP1070, Golden West Biologicals, Inc.), soro desfibrinado humano normal
(Cat. No. 1101-00, Biocell Labs, Carson, CA 90746 ou equivalente) e agua
deionizada (DI). Duas amostras de soro receberam a adigao das concentra-
¢oes a seguir de DHT: 92,4 ng/dL, 64,1 ng/dL. Os soros que receberam adi-
¢coes foram entao diluidos 2x e 4x com as matrizes anteriores e foram anali-
sados. O estudo indicou que todas as trés matrizes podiam ser utilizadas
para diluir as amostras com valores de analito acima da faixa linear. Os re-
sultados deste estudo sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Especificidade da Matriz de DHT

Fator |Concentracdo |Soro Des-|Soro Bio-|Agua DI
de Dilu-|Esperada pojado cell (ng/dL) |(ng/dL)
icdao (ng/dL) (ng/dL)
Amostra 1 |-- 92,4
2x 46,2 47,7 50,8 49
4x 21,1 24,1 21,1 22,5
Amostra 2 |-- 64,1
2x 32,05 37,3 34,6 34,8
4x 16,03 19,1 18,9 16,4

Exemplo 8: Estudos de Recuperacao

As amostras de controle de qualidade (QC) foram utilizadas para
os estudos de recuperagao. Amostras de QC baixo, médio e alto receberam
adigao de DHT a uma concentragao de 112,5, 137,5 e 175 ng/dL, respecti-
vamente.

Foi realizado um estudo de recuperagcao destas amostras que
receberam adi¢do de DHT (cinco ensaios em cada concentragdo). A recupe-

racdo absoluta foi calculada através da divisdo da concentragao detectada




10

15

20

30/32

de DHT nas amostras agrupadas pela concentragao de DHT esperada nas
amostras. As recuperagoes médias eram de 89,01 %, 90,15 % e 94,93 %,
respectivamente. Todas as recuperagoes eram aceitaveis, isto €, estavam
dentro da faixa de 80% até 120%.

Exemplo 9: Estudos dos Espécimes

Os espécimes eram derivados de tubos de coleta de amostras
sem aditivos (para o soro), tubos separadores de soro (SST), tubos com
EDTA ou tubos com heparina sodica (36 amostras, 18 de homens e 18 de
mulheres). Quatro amostras com EDTA de homens e uma de mulher, bem
como uma amostra com heparina de mulher, foram excluidas como sendo
inadequadas para a analise devido ao fato de sofrerem hemolise forte ou de
serem lipémicas. As restantes foram testadas em relacao a capacidade de
aplicagao dos presentes métodos a varios tipos de amostras. A analise dos
dados revelou que havia pouca diferen¢a entre os niveis de DHT detectados
nos varios tipos de amostras (ver as Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Comparacées dos Tipos de Amostras para DHT, Homens

Tipo de Amostra DHT Média (ng/dL) Desvio Padrao (ng/dL)

Soro 34,1925 20,5794
SST 39,2492 17,1014
EDTA 37,4059 15,6782
Heparina 42,7082 15,0552

Tabela 6. Comparagbes dos Tipos de Amostras para DHT, Mulheres

Tipo de Amostra DHT Média (ng/dL) Desvio Padréo (ng/dL)

Soro 26,6482 14,6048
SST 24,3991 18,8417
EDTA 28,9525 12,8975
Heparina 23,0536 18,8463

Exemplo 10: Comparacao de Estudos de HTLC-MS e RIA

Um estudo de comparagao foi realizado utilizando amostras de
pacientes que cobrem a faixa reportada, analisadas através dos presentes

métodos com um método de radioimunoensaio de referéncia (RIA). A corre-
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lagcao foi determinada através de regressao linear (mostrada na figura 3A) e
da analise de Deming (mostrada na figura 3B). O coeficiente de correlagao
para a analise de regressao linear era de 0,88.

Os conteudos dos artigos, das patentes e dos pedidos de paten-
tes e todos os outros documentos e informagao disponiveis eletronicamente
mencionados ou citados aqui, sdo incorporados aqui como referéncia em
sua totalidade até a mesma extensdo como se cada publicagao individual
fosse especificamente e individualmente indicada como sendo incorporada
como referéncia. Os requerentes reservam o direito de incorporar fisicamen-
te neste pedido de patente qualquer e todos os materiais e informagao pro-
venientes de quaisquer tais artigos, patentes, pedidos de patentes ou outros
documentos fisicos e eletrénicos.

Os métodos descritos aqui de forma ilustrativa podem ser ade-
quadamente praticados na auséncia de qualquer elemento ou elementos,
limitagao ou limitagbes, nao especificamente divulgadas aqui. Assim, por
exemplo, os termos "compreendendo”, "incluindo”, "contendo" etc. devem
ser lidos de maneira expansiva e sem limitagao. Adicionalmente, os termos e
as expressoes empregados aqui foram utilizados como termos de descrigao
e nao de limitagao e nao ha intengao no uso de tais termos e expressoes de
excluir quaisquer equivalentes das caracteristicas exibidas e descritas ou
partes das mesmas. E reconhecido que varias modificagbes sdo possiveis
dentro do ambito da invengao reivindicada. Assim, deve ser entendido que
embora a presente invengao tenha sido especificamente divulgada pelas
modalidades preferidas e caracteristicas opcionais, a modificagédo e a varia-
¢ao da invengao incorporadas na mesma divulgadas aqui podem ser recorri-
das pelos peritos na arte e que tais modificagdes e variagdes sao considera-
das como estando dentro do ambito desta invengao.

A invengao foi descrita aqui de forma ampla e genérica. Cada
uma das espécies e agrupamentos subgenéricos mais limitados que se en-
caixam dentro da divulgacao genérica também faz parte dos métodos. Isto
inclui a descrigao genérica dos métodos com uma condigdo ou uma limita-

¢ao negativa que remove qualquer assunto de objetivo do género, indepen-
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dentemente do fato do material cortado ser ou nao especificamente citado
aqui.

Outras modalidades estdao dentro das reivindicagbes a seguir.
Em adigao, quando caracteristicas ou aspectos dos métodos sao descritos
em termos de grupos de Markush, os peritos na arte reconhecerao que a
invengao também é descrita aqui em termos de qualquer membro individual

ou subgrupo de membros do grupo de Markush.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para a determinagcdo da quantidade de di-
hidrotestosterona nao derivatizada (DHT) em uma amostra de fluido corporal,
caracterizado pelo fato de que compreende:

a. aionizagao da DHT néao derivatizada, purificada da amostra de
fluido corporal por extragédo em fase sélida (SPE), sob condigbes adequadas
para produzir um ou mais ions detectaveis por espectrometria de massa; em
que os ditos ions compreendem um ou mais ions selecionados do grupo que
consiste em ions com uma razdo de massa/carga de 291,10 + 0,50, 255,20 +
0,50 e 79,20 £ 0,50; e

b. a determinagdao da quantidade de um ou mais ions por
espectrometria de massa e a utilizagdo da quantidade determinada para
calcular a quantidade de DHT néo derivatizada na amostra de fluido corporal,

em que a dita SPE é realizada na forma de cromatografia liquida
de alta turbuléncia (HTLC).

2. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a dita espectrometria de massa é espectrometria de massa em
tandem.

3. Processo de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que a dita ionizagdo compreende a produgédo de um ion precursor
com uma razao de massa/carga de 291,10 + 0,50 e a produgao de um ou mais
ions de fragmentos selecionados do grupo que consiste em ions com uma
razao de massa/carga de 255,20 + 0,50 e 79,20 + 0,50.

4. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que as ditas SPE e espectrometria de massa sao
realizadas de uma maneira on-line.

5. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
4, caracterizado pelo fato de que a dita purificagdo compreende ainda a
purificagdao com cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).

6. Processo de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo
fato de que a dita SPE e a dita HPLC séo ligadas para o processamento on-line

da amostra.
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7. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
6, caracterizado pelo fato de que a dita amostra de fluido corporal é plasma ou
Soro.

8. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
7, caracterizado pelo fato de que o dito processo possui um limite de
quantificagao dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 200 ng/dL, inclusive.

9. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
8, caracterizado pelo fato de que a quantidade do um ou mais ions
determinados por espectrometria de massa esta relacionada a presenga ou a
quantidade de DHT nao derivatizada na amostra de teste através da
comparagao com um padrao interno.

10. Processo de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo
fato de que o padréao interno compreende 16, 16, 17-d; di-hidrotestosterona.

11. Processo para a determinagcado da quantidade de di-
hidrotestosterona néo derivatizada (DHT) em uma amostra de teste por
espectrometria de massa, caracterizado pelo fato de que compreende:

a. aionizagao da DHT nao derivatizada, purificada da amostra de
teste por cromatografia liquida de alta turbuléncia (HTLC), sob condi¢Ges
adequadas para produzir um ou mais ions detectaveis por espectrometria de
massa; e

b. a determinagdao da quantidade de um ou mais ions por
espectrometria de massa e a utilizagdo da quantidade determinada para
calcular a quantidade de DHT néo derivatizada na amostra de fluido corporal.

12. Processo de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado pelo
fato de que a dita espectrometria de massa é espectrometria de massa em
tandem.

13. Processo de acordo com a reivindicagao 11 ou 12,
caracterizado pelo fato de que a dita purificagdo compreende ainda a
purificagdao com cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).

14. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 12 a
13, caracterizado pelo fato de que a dita HTLC e a dita HPLC sao configuradas

para o processamento on-line.
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15. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 11 a
14, caracterizado pelo fato de que a dita amostra de teste € uma amostra de
fluido corporal.

16. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 11 a
15, caracterizado pelo fato de que a dita amostra de teste é plasma ou soro.

17. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 11 a
16, caracterizado pelo fato de que o um ou mais ions detectaveis por
espectrometria de massa compreendem um ou mais ions selecionados do
grupo que consiste em ions com uma razao de massa/carga de 291,10 £ 0,50,
255,20 + 0,50 e 79,20 + 0,50.

18. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 11 a
17, caracterizado pelo fato de que a dita ionizagdo compreende a produgéo de
um ion precursor com uma razao de massa/carga de 291,10 + 0,50 e um ou
mais ions de fragmentos selecionados do grupo que consiste em ions com uma
razao de massa/carga de 255,20 + 0,50 e 79,20 + 0,50.

19. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 11 a
18, caracterizado pelo fato de que o dito processo possui um limite de
quantificagao dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 200 ng/dL, inclusive.

20. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 11 a
19, caracterizado pelo fato de que a quantidade de um ou mais ions detectados
por espectrometria de massa esta relacionada a presenga ou a quantidade de
DHT nao derivatizada na amostra de teste através da comparagdao com um
padrao interno.

21. Processo de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado pelo
fato de que o padréao interno compreende 16, 16, 17-d; di-hidrotestosterona.

22. Processo para a determinagdao da quantidade de di-
hidrotestosterona néo derivatizada (DHT) em uma amostra de fluido corporal
por espectrometria de massa em tandem, caracterizado pelo fato de que
compreende:

a. a produgdao de um ion precursor de DHT nao derivatizada,
purificada de uma amostra de fluido corporal por cromatografia liquida de alta

turbuléncia (HTLC), que possui uma razao de massa/carga de 291,10 £ 0,50;
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b. a produgédo de um ou mais ions de fragmentos do dito ion
precursor, em que pelo menos um do dito um ou mais ions de fragmentos
compreendem um ion de fragmento selecionado do grupo de ions que possui
uma razéo de massa/carga de 255,20 + 0,50 e 79,20 + 0,50; e

c. a determinagao da quantidade de um ou mais dos ditos ions
gerados na etapa (b) ou (c) ou ambas e a utilizagdo da quantidade determinada
para calcular a quantidade de DHT nao derivatizada na dita amostra de teste.

23. Processo de acordo com a reivindicagao 22, caracterizado pelo
fato de que a dita purificacdo compreende ainda a purificagdo com
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).

24. Processo de acordo com a reivindicagao 23, caracterizado pelo
fato de que a dita HTLC e a dita HPLC sao configuradas para o processamento
on-line.

25. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22 a
24, caracterizado pelo fato de que a dita amostra de fluido corporal é plasma ou
Soro.

26. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22 a
25, caracterizado pelo fato de que o dito processo possui um limite de
quantificagao dentro da faixa de 5,0 ng/dL até 200 ng/dL, inclusive.

27. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22 a
26, caracterizado pelo fato de que a quantidade de um ou mais ions
determinados por espectrometria de massa esta relacionada a presenga ou a
quantidade de DHT nao derivatizada na amostra de teste através da
comparagao com um padrao interno.

28. Processo de acordo com a reivindicagao 27, caracterizado pelo

fato de que o padréao interno compreende 16, 16, 17-d; di-hidrotestosterona.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3A
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