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“COMPOSTO, COMPOSICAO, KIT, ADUTO COVALENTE, USO DE UM
COMPOSTO E METODO PARA A DETERMINACAO DE ESPECTROMETRIA
DE MASSA”

CAMPO DA INVENCAO

[0001] A presente invencédo refere-se a reagentes que Sao
adequados para serem usados em espectrometria de massa, bem como a
métodos de determinacdo de espectrometria de massa de moléculas de analito
usando os referidos reagentes.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] A espectrometria de massa (MS) € uma técnica
amplamente usada para a andlise qualitativa e quantitativa de substancias
quimicas que variam de pequenas moléculas a macromoléculas. Em geral, é
um método muito sensivel e especifico, permitindo inclusive a andlise de
amostras biol6gicas complexas, por exemplo, amostras ambientais ou clinicas.
No entanto, para varios analitos, especialmente se analisados a partir de
matrizes biolégicas complexas, tais como o soro, a sensibilidade da medicdo
permanece um problema.

[0003] Frequentemente, a MS é combinada com técnicas
cromatograficas, particularmente cromatografia gasosa e liquida, tal como, por
exemplo, HPLC. Aqui, a molécula de interesse analisada é separada
cromatograficamente e € individualmente submetida a analise de
espectrometria de massa (Higashi et al. (2016) J. of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis 130 p. 181-190).

[0004] Ha, no entanto, ainda a necessidade de aumentar a
sensibilidade dos métodos de andlise de MS, principalmente para a analise de
analitos que tém baixa abundéncia ou quando poucos materiais (tais como
tecidos de bidpsia) estao disponiveis.

[0005] Na técnica, varios reagentes de derivatizagcdo sé&o
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conhecidos que visam melhorar a sensibilidade da medicdo para esses
analitos. Entre outros, reagentes compreendendo unidades carregadas e
unidades de perda neutra que sao combinadas em uma Unica unidade
funcional (por exemplo, WO 2011/091436). Outros reagentes que
compreendem unidades separadas sao estruturalmente relativamente grandes,
0 que afeta o fluxo de trabalho geral da preparagdo da amostra e a medi¢ao da
MS (Rahimoff et al. (2017) J. Am. Chem. Soc. 139 (30), p. 10359-10364). Os
reagentes de derivatizacdo conhecidos sdo, por exemplo, reagentes do tipo
Cookson, Amplifex Diene, Amplifex Keto, Girard T, Girard P. Todos estes
apresentam desvantagens devido a eficiéncias de marcacdo muitas vezes
insuficientes, geracdo de isbmeros estruturais devido a quimica de
acoplamento, eficiéncias de ionizacdo n&o ideais, desvantagens para a
separacdo cromatografica ap6s o acoplamento, comportamento de
fragmentacao néo ideal devido a muitas vias de fragmentacdo e necessidade
de altas energias de colisao.

[0006] Existe, portanto, uma necessidade urgente na técnica
para reagentes de derivatizacdo que permitam uma deteccdo sensivel de
analitos a partir de matrizes biolégicas complexas, bem como exibindo uma
estrutura quimica que nao influencia negativamente o fluxo de trabalho da
medicdo da MS. Isto € de particular importancia em um acesso aleatorio,
configuracdo de MS de alto rendimento, em que varios analitos diferentes
exibindo diferentes propriedades quimicas devem ser medidos em um curto
periodo de tempo.

[0007] A presente invencéo refere-se a um novo reagente que
permite uma determinacdo sensivel de moléculas de analito, tais como
esteroides, proteinas e outros tipos de analitos, em amostras bioldgicas. O
reagente € projetado em uma maneira modular para permitir a adaptacao

individual para necessidades especificas que surgem na medi¢cdo de certos
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analitos ou para adaptacdes especificas de fluxo de trabalho.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[0008] Em um primeiro aspecto, a presente invencéao refere-se a

compostos de férmula A:

X—-11 -
<

em que:

X € um grupo reativo capaz de formar uma ligagdo covalente com
uma molécula de analito,

L1 € um ligante ramificado, em particular um ligante trifuncional,

Y € uma unidade de perda neutra,

Z é uma unidade carregada que compreende pelo menos uma
fracdo permanentemente carregada, e

incluindo qualquer sal do mesmao.

[0009] Em um segundo aspecto, a presente invencao refere-se a
uma composicao que compreende o composto do primeiro aspecto da presente
invencao.

[00010] Em um terceiro aspecto, a presente invencao refere-se a
um kit que compreende o composto do primeiro aspecto ou a composi¢cao do
segundo aspecto da presente invencao.

[00011] Em um quarto aspecto, a presente invencao refere-se a
um aduto covalente que compreende uma molécula de analito e 0 composto do
primeiro aspecto da presente invencdo, em particular a um aduto covalente
formado pela reacdo quimica de uma molécula de analito e o composto do
primeiro aspecto da presente invencgao.

[00012] Em um quinto aspecto, a presente invencao refere-se ao
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uso do composto do primeiro aspecto da presente invencdo, ou a composi¢cao
do segundo aspecto da presente invencdo, ou ao kit do terceiro aspecto da
presente invengao para a determinacdo de espectrometria de massa de uma
molécula de analito.

[00013] Em um sexto aspecto, a presente invencao refere-se a um
método para a determinacdo de espectrometria de massa de uma molécula de
analito compreendendo as etapas:

(@) reagir a molécula de analito com o composto do primeiro
aspecto da presente invencao, em que um aduto covalente da molécula de
analito e do composto de férmula A é formado, e

(b) submeter o aduto da etapa (a) a uma analise de
espectrometria de massa.

LISTA DE FIGURAS

[00014] Figura 1: Derivado de Marca 1-Testosterona: (A)
Fragmentacdo de MS de derivado de Marca 1-Testosterona: perda neutra de
N2 (A 28 Da) do grupo tetrazol; (B) Area de pico do ion precursor (eixo
esquerdo, barras pretas) e ion produto (eixo direito, barras cinza) do derivado
de Marca 1-Testosterona em diferentes energias de colisédo; (C) Espectro de
MS da Marca 1-Testosterona a uma energia de colisdo de 30 V. ion precursor
m/z 716,4305, ion produto m/z 688,4276.

[00015] Figura 2: Comparacdo com outros Reagentes: (A) As
areas de pico dos ions produto em intensidades maximas de Marca 1-
Testosterona, Reagente A-testosterona e Testosterona *3Cs ndo marcada a 0,1
ug/ml; (B) Areas de pico dos ions precursores em intensidades maximas de
Marca 1-Testosterona, Reagente A-Testosterona, Amplifex Keto-Testosterona,
Girard P-Testosterona e 13C3-Testosterona ndo marcada a 0,1 pg/mL.

[00016] Figura 3: Derivado de Marca 2-Testosterona: (A)

Fragmentacdo de MS de derivado de Marca 2-Testosterona: perda neutra de
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N2 (A 28 Da) do grupo tetrazol; (B) Area de pico do ion precursor (eixo
esquerdo, barras pretas) e ion produto (eixo direito, barras cinza) do derivado
de Marca 2-Testosterona em diferentes energias de colisdo; (C) Espectro de
MS da Marca 2-Testosterona a uma energia de colisdo de 35 V. lon precursor
m/z 684,4454, ion produto m/z 656,4384.

[00017] Figura 4: Representacdo esquematica do fluxo de
trabalho determinando o fator de intensificacdo do reagente de derivatizagao
Marca 16, Marca 17 e Marca 18 em comparacdo com testosterona nao
derivatizada e testosterona derivatizada de Amplifex.

[00018] Figura 5: llustracdo esqueméatica da "separagdo"
("splitting") do pico: Descreve a capacidade do sistema cromatogréafico de
separar os diferentes isdbmeros resultantes da reacdo de derivatizacdo da
molécula de analito uns dos outros.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[00019] Antes da presente invencdo ser descrita em detalhes
abaixo, deve ser entendido que esta inven¢do ndo esta limitada a metodologia,
protocolos e reagentes especificos descritos neste documento, pois estes
podem variar. Também deve ser entendido que a terminologia usada neste
documento tem o propésito de descrever modalidades particulares apenas, e
ndo se destina a limitar 0 escopo da presente invencdo, que sera limitado
somente pelas reivindicacdes anexas. A menos que definido de outra forma,
todos os termos técnicos e cientificos usados neste documento tém o mesmo
significado como comumente entendido por aqueles técnicos no assunto a que
esta invencao pertence.

[00020] Véarios documentos sao citados ao longo do texto deste
relatorio descritivo. Cada um dos documentos citados neste documento
(incluindo todas as patentes, pedidos de patentes, publicacbes cientificas,

especificacbes do fabricante, instrucbes etc.), sejam supra ou infra, séo
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incorporados por meio deste por referéncia em sua totalidade. No caso de um
conflito entre as definicbes ou ensinamentos de tais referéncias incorporadas e
definicdbes ou ensinamentos recitados no presente relatorio descritivo, o texto
do presente relatorio descritivo tem precedéncia.

[00021] A seguir, os elementos da presente invencdo seréo
descritos. Esses elementos séo listados com modalidades especificas, no
entanto, deve ser entendido que eles podem ser combinados de qualquer
maneira e em qualquer niumero para criar modalidades adicionais. Os varios
exemplos descritos e modalidades preferidas ndo devem ser interpretados
como limitando a presente invencdo apenas as modalidades explicitamente
descritas. Esta descricdo deve ser entendida para apoiar e abranger
modalidades que combinam as modalidades explicitamente descritas com
qualquer numero dos elementos divulgados e/ou preferidos. Além disso,
quaisquer permutacdes e combinacdes de todos os elementos descritos neste
pedido devem ser consideradas divulgadas pela descricdo do presente pedido,
a menos que o contexto indique o contrario.

DEFINICOES

[00022] A palavra “"compreender’, e variagcbes como
"compreende” e "compreendendo”, serdo entendidas como implicando a
inclusdo de um numero inteiro ou etapa ou grupo de nuameros inteiros ou
etapas, mas ndo a exclusdo de qualquer outro numero inteiro ou etapa ou
grupo de numeros inteiros ou etapas.

[00023] Conforme usado neste documento e nas reivindicacdes
anexas, as formas singulares "um(a)" e "o(a)" incluem referentes plurais a
menos que o contexto dite claramente o contrario.

[00024] Porcentagens, concentragdes, quantidades e outros
dados numéricos podem ser expressos ou apresentados neste documento em

um formato de "faixa". Deve ser entendido que tal formato de faixa é usado
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meramente por conveniéncia e brevidade e, portanto, deve ser interpretado de
forma flexivel para incluir ndo apenas os valores numéricos explicitamente
citados como os limites da faixa, mas também para incluir todos os valores
numéricos individuais ou subfaixas englobadas dentro dessa faixa, como se
cada valor numérico e subfaixa fosse explicitamente recitado. A titulo de
ilustracdo, um faixa numérico de "4% a 20%" deve ser interpretado para incluir
ndo apenas os valores explicitamente recitados de 4% a 20%, mas também
para incluir valores individuais e subfaixas dentro da faixa indicada. Assim,
incluidos nesta faixa numérica estéo valores individuais, tais como 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, ... 18, 19, 20% e subfaixas, tais como de 4-10%, 5-15%, 10-20%, etc.
Este mesmo principio se aplica a faixas que recitam valores minimos ou
méaximos. Além disso, tal interpretacdo deve ser aplicada independentemente
da amplitude da faixa ou das caracteristicas descritas.

[00025] O termo "cerca de", quando usado em conexao com um
valor numérico, pretende abranger valores numeéricos dentro de uma faixa
tendo um limite inferior que € 5% menor do que o valor numérico indicado e
tendo um limite superior que é 5% maior do que o valor numérico indicado.

[00026] O termo “Espectrometria de Massa” (“Espec. de Massa”
ou “MS”) refere-se a uma tecnologia analitica usada para identificar compostos
por sua massa. A MS é um método de filtragem, deteccado e medicdo de ions
com base em sua razdo massa-carga, ou "m/z". A tecnologia MS geralmente
inclui (1) ionizar os compostos para formar compostos carregados; e (2)
detectar o peso molecular dos compostos carregados e calcular uma razéo
massa-carga. Os compostos podem ser ionizados e detectados por qualquer
meio adequado. Um "espectrometro de massa" geralmente inclui um ionizador
e um detector de ions. Em geral, uma ou mais moléculas de interesse sao
ionizadas e 0s ions sdo subsequentemente introduzidos em um instrumento

espectrografico de massa onde, devido a uma combinacdo de campos
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magnéticos e elétricos, os ions seguem um caminho no espac¢o que depende
da massa ("'m") e carga ("z"). O termo "ionizagc&o" ou "ionizar" refere-se ao
processo de gerar um ion analito tendo uma carga elétrica liquida igual a uma
ou mais unidades de elétrons. Os ions negativos sdo aqueles que tém uma
carga liquida negativa de uma ou mais unidades de elétrons, enquanto os ions
positivos sdo aqueles que tém uma carga liquida positiva de uma ou mais
unidades de elétrons. O método de MS pode ser realizado em "modo de ion
negativo", em que ions negativos sdo gerados e detectados, ou em "modo de
ion positivo", em que ions positivos sdo gerados e detectados.

[00027] "Espectrometria de massa em tandem” ou "MS/MS"
envolve varias etapas de selecdo de espectrometria de massa, em que a
fragmentacdo do analito ocorre entre as etapas. Em um espectrometro de
massa em tandem, os ions sdo formados na fonte de ions e separados pela
razdo massa-carga no primeiro estagio da espectrometria de massa (MS1).
fons de uma relagdo massa-carga particular (ions precursores ou ion parental)
sdo selecionados e ions de fragmento (ou ions filhos) s&o criados por
dissociagdo induzida por colisdo, reacdo ion-molécula ou fotodissociagdo. Os
ions resultantes sdo entdo separados e detectados em um segundo estagio de
espectrometria de massa (MS2).

[00028] A maioria dos fluxos de trabalho de amostra em MS inclui
ainda a preparacdo da amostra e/ou etapas de enriquecimento, em que, por
exemplo, o(s) analito(s) de interesse sdo separados da matriz usando, por
exemplo, cromatografia gasosa ou liquida. Normalmente, para a medicdo da
espectrometria de massa, as seguintes trés etapas sao realizadas:

1. uma amostra compreendendo um analito de interesse €
ionizada, geralmente por formacédo de aduto com cétions, frequentemente por
protonacdo para cations. A fonte de ionizagao inclui, mas nédo esta limitada a,

ionizagcdo por eletropulverizacdo (ESI) e ionizacdo quimica a pressao
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atmosférica (APCI);

2. os ions sao classificados e separados de acordo com sua
massa e carga. A espectrometria de mobilidade ionica de forma de onda
assimétrica de alto campo (FAIMS) pode ser usada como filtro de ions; e

3. 0s ions separados sao entdo detectados, por exemplo, no
modo de reacdo multipla (MRM), e os resultados sédo exibidos em um grafico.

[00029] O termo ‘“ionizagdo por eletropulverizacao” ou "ESI"
refere-se a métodos nos quais uma solucdo é passada ao longo de um
pequeno tubo capilar, ao final do qual é aplicado um alto potencial elétrico
positivo ou negativo. A solucdo que chega ao fim do tubo é vaporizada
(nebulizada) em um jato ou spray de goticulas muito pequenas de solucao em
vapor de solvente. Esta névoa de goticulas flui através de uma camara de
evaporacdo, que é ligeiramente aquecida para evitar a condensacédo e
evaporar o solvente. A medida que as goticulas ficam menores, a densidade da
carga elétrica da superficie aumenta até o momento em que a repulsao natural
entre as cargas semelhantes faz com que ions e também moléculas neutras
sejam liberados.

[00030] O termo "ionizacdo quimica a pressdo atmosférica" ou
"APCI," refere-se a métodos de espectrometria de massa que sdo semelhantes
a ESI; entretanto, APCI produz ions por reacdes ion-molécula que ocorrem
dentro de um plasma a pressdo atmosférica. O plasma é mantido por uma
descarga elétrica entre o capilar de pulverizacdo e um contra-eletrodo. Em
seguida, os ions sao normalmente extraidos para o analisador de massa pelo
uso de um conjunto de estagios de skimmer com bombeamento diferencial. Um
contrafluxo de gas Ni seco e pré-aquecido pode ser usado para melhorar a
remocao do solvente. A ionizacdo de fase gasosa em APCI pode ser mais
eficaz do que ESI para analisar entidades menos polares.

[00031] "Modo de reacdo multipla® ou "MRM" € um modo de
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detec¢do para um instrumento MS no qual um ion precursor € um ou mais ions
de fragmento sao seletivamente detectados.

[00032] "Espectrometria de massa em tandem” ou "MS/MS"
envolve varias etapas de selecdo de espectrometria de massa, em que a
fragmentacdo do analito ocorre entre as etapas. Em um espectrometro de
massa em tandem, os ions sdo formados na fonte de ions e separados pela
raz8o massa-carga no primeiro estagio da espectrometria de massa (MS1).
fons de uma relagdo massa-carga particular (ions precursores ou ion parental)
sdo selecionados e ions de fragmento (ou ions filhos) s&o criados por
dissociagdo induzida por colisdo, reacdo ion-molécula ou fotodissociagdo. Os
ions resultantes sdo entdo separados e detectados em um segundo estagio de
espectrometria de massa (MS2).

[00033] Como um espectrébmetro de massa separa e detecta ions
de massas ligeiramente diferentes, ele distingue facilmente diferentes isétopos
de um determinado elemento. A espectrometria de massa €, portanto, um
método importante para a determinacdo precisa da massa e caracterizacdo de
analitos, incluindo, mas nao se limitando a, analitos de baixo peso molecular,
peptideos, polipeptideos ou proteinas. Suas aplicacdes incluem a identificacdo
de proteinas e suas modificagdes pds-traducionais, a elucidacao de complexos
proteicos, suas subunidades e interagcdes funcionais, bem como a medicao
global de proteinas em proteébmica. A sequenciacdo de novo de peptideos ou
proteinas por espectrometria de massa pode normalmente ser realizada sem
conhecimento prévio da sequéncia de aminoacidos.

[00034] A determinacdo de espectrometria de massa pode ser
combinada com métodos analiticos adicionais, incluindo métodos
cromatograficos, tais como cromatografia gasosa (GC), cromatografia liquida
(LC), particularmente HPLC, e/ou técnicas de separagdo baseadas em

mobilidade ibnica.
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[00035] No contexto da presente divulgagdo, o termo "analito",
"molécula de analito" ou "analito(s) de interesse" sdo usados de forma
intercambiavel, referindo-se a espécie quimica a ser analisada por meio de
espectrometria de massa. As espécies quimicas adequadas para serem
analisadas por meio de espectrometria de massa, ou seja, analitos, podem ser
qualquer tipo de molécula presente em um organismo vivo, incluindo, mas nao
se limitando a, acido nucleico (por exemplo, DNA, mRNA, miRNA, rRNA etc.),
aminoacidos, peptideos, proteinas (por exemplo, receptor de superficie celular,
proteina citosélica, etc.), metabdlitos ou horménios (por exemplo, testosterona,
estrogénio, estradiol, etc.), &cidos graxos, lipidios, carboidratos, esteroides,
cetosterdides, secosterdides (por exemplo, vitamina D), moléculas
caracteristicas de uma determinada modificacdo de outra molécula (por
exemplo, fracBes de agucar ou residuos de fosforila em proteinas, residuos de
metila no DNA genbmico) ou uma substéncia que foi internalizada pelo
organismo (por exemplo, farmacos terapéuticos, drogas de abuso, toxinas, etc.)
ou um metabodlito de tal substancia. Esse analito pode servir como um
biomarcador. No contexto da presente invencéo, o termo "biomarcador” refere-
se a uma substancia dentro de um sistema biolégico que é usada como um
indicador de um estado biolégico do referido sistema.

[00036] O termo "limite de deteccao" ou "LOD" é a concentracao
mais baixa de um analito que o procedimento bioanalitico pode diferenciar com
seguranca o analito do ruido de fundo.

[00037] O termo "limite de quantificacdo” ou "LOQ" refere-se a
menor quantidade de um analito em uma amostra que pode ser determinada
guantitativamente com precisédo e exatiddo aceitaveis, com um desvio padrdo
relativo (RSD%) de 20% e uma precisédo de 80% a 120%.

[00038] Os analitos podem estar presentes em uma amostra de

interesse, por exemplo, uma amostra biologica ou clinica. O termo "amostra” ou
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"amostra de interesse" é usado de forma intercambiavel neste documento,
referindo-se a uma parte ou pedagco de um tecido, 6rgdo ou individuo, sendo
normalmente menor do que tal tecido, 6rgdo ou individuo, destinado a
representar a totalidade do tecido, érgdo ou individuo. Apds a analise, uma
amostra fornece informacdes sobre o estado do tecido ou o estado de saude
ou doenca de um 6rgéo ou individuo. Exemplos de amostras incluem, mas néo
estdo limitados a, amostras de fluidos, tais como sangue, soro, plasma, fluido
sinovial, fluido espinhal, urina, saliva e fluido linfatico, ou amostras sélidas, tais
como manchas de sangue secas e extratos de tecido. Outros exemplos de
amostras séo culturas de células ou culturas de tecidos.

[00039] No contexto da presente divulgacdo, a amostra pode ser
derivada de um "individuo" ou "sujeito". Normalmente, o sujeito € um mamifero.
Mamiferos incluem, mas néo estdo limitados a, animais domesticados (por
exemplo, vacas, ovelhas, gatos, cédes e cavalos), primatas (por exemplo,
humanos e primatas ndo humanos, como macacos), coelhos e roedores (por
exemplo, camundongos e ratos).

[00040] Antes de ser analisada por espectrometria de massa, uma
amostra pode ser pré-tratada de maneira especifica para amostra e/ou analito.
No contexto da presente divulgacdo, o termo "pré-tratamento" refere-se a
quaisquer medidas necessarias para permitir a andlise subsequente de um
analito desejado por meio de Espectrometria de Massa. As medidas de preé-
tratamento normalmente incluem, mas nao estdo limitadas a eluicdo de
amostras solidas (por exemplo, eluicdo de manchas de sangue secas), adicédo
de reagente hemolisante (HR) a amostras de sangue total e adicdo de
reagentes enzimaticos a amostras de urina. Também a adicdo de padrdes
internos (ISTD) é considerada como pré-tratamento da amostra.

[00041]O termo ‘"reagente de hemodlise (HR) refere-se a

reagentes que lisam células presentes em uma amostra, no contexto desta
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invencdo, reagentes de hemdlise, em patrticular, referem-se a reagentes que
lisam a célula presente em uma amostra de sangue incluindo, mas ndo se
limitando a, eritrocitos presentes em amostras de sangue total. Um reagente de
hemdlise bem conhecido é agua (H20). Outros exemplos de reagentes de
hemdlise incluem, mas ndo estdo limitados a agua desionizada, liquidos com
alta osmolaridade (por exemplo, ureia a 8M), liquidos i6nicos e diferentes
detergentes.

[00042] Normalmente, um padrdao interno (ISTD) € wuma
guantidade conhecida de uma substancia que exibe propriedades semelhantes
as do analito de interesse quando submetida ao fluxo de trabalho de deteccédo
por espectrometria de massa (ou seja, incluindo qualquer pré-tratamento,
enriquecimento e etapa de deteccao real). Embora o ISTD exiba propriedades
semelhantes as do analito de interesse, ele ainda é claramente distinguivel do
analito de interesse. Exemplificado, durante a separacdo cromatografica, tal
como cromatografia gasosa ou liquida, o ISTD tem aproximadamente 0 mesmo
tempo de retencdo que o analito de interesse da amostra. Assim, tanto o
analito quanto o ISTD entram no espectrometro de massa ao mesmo tempo. O
ISTD, no entanto, exibe uma massa molecular diferente do analito de interesse
da amostra. Isso permite uma distingdo da espectrometria de massa entre ions
do ISTD e ions do analito por meio de suas diferentes raz6es de massa/carga
(m/z). Ambos estéo sujeitos a fragmentacéo e fornecem ions filhos. Esses ions
filhos podem ser distinguidos por meio de suas razdées m/z entre si e dos
respectivos ions parentais. Consequentemente, uma determinacéo separada e
quantificacdo dos sinais do ISTD e do analito podem ser realizadas. Uma vez
que o ISTD foi adicionado em quantidades conhecidas, a intensidade do sinal
do analito da amostra pode ser atribuida a uma quantidade quantitativa
especifica do analito. Assim, a adicdo de um ISTD permite uma comparacao

relativa da quantidade de analito detectado e permite a identificacdo e
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quantificacdo inequivoca do(s) analito(s) de interesse presente(s) na amostra
guando o(s) analito(s) atinge(m) o espectrometro de massa. Normalmente, mas
ndo necessariamente, o ISTD é uma variante marcada isotopicamente
(compreendendo, por exemplo, 2H, 3C, ou '°N etc.) do analito de interesse.

[00043] Além do pré-tratamento, a amostra também pode ser
submetida a uma ou mais etapas de enriquecimento. No contexto da presente
divulgacdo, o termo "primeiro processo de enriguecimento” ou "primeiro fluxo
de trabalho de enriqguecimento” refere-se a um processo de enriquecimento que
ocorre subsequentemente ao pré-tratamento da amostra e fornece uma
amostra que compreende um analito enriquecido em relacdo a amostra inicial.
O primeiro fluxo de trabalho de enriquecimento pode compreender precipitacéo
quimica (por exemplo, usando acetonitrila) ou o0 uso de uma fase solida. Fases
sélidas adequadas incluem, mas nao estdo limitadas a cartuchos de extracéo
de fase sdlida (SPE) e esferas. As esferas podem ser ndo magnéticas,
magnéticas ou paramagnéticas. As esferas podem ser revestidas de forma
diferente para serem especificas para o analito de interesse. O revestimento
pode ser diferente dependendo do uso pretendido, ou seja, da molécula de
captura pretendida. E bem conhecido pelo técnico qual revestimento é
adequado para qual analito. As esferas podem ser feitas de varios materiais
diferentes. As esferas podem ter varios tamanhos e compreender uma
superficie com ou sem poros.

[00044] No contexto da presente divulgacdo, o termo "segundo
processo de enriquecimento” ou "segundo fluxo de trabalho de enriquecimento”
refere-se a um processo de enriquecimento que ocorre subsequentemente ao
pré-tratamento e ao primeiro processo de enriquecimento da amostra e fornece
uma amostra compreendendo um analito enriquecido em relacdo a amostra
inicial e a amostra ap0s o primeiro processo de enriquecimento.

[00045] O termo "cromatografia” refere-se a um processo no qual
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uma mistura quimica transportada por um liquido ou gas € separada em
componentes como um resultado da distribuicdo diferencial das entidades
quimicas conforme elas fluem ao redor ou sobre uma fase liquida ou sélida
estacionaria.

[00046] O termo "cromatografia liquida" ou "LC" refere-se a um
processo de retardo seletivo de um ou mais componentes de uma solucao de
fluido & medida que o fluido se infiltra uniformemente através de uma coluna de
uma substancia finamente dividida, ou através de passagens capilares. O
retardo resulta da distribuicdo dos componentes da mistura entre uma ou mais
fases estacionarias e o fluido bruto, (isto é, fase movel), conforme este fluido se
move em relacdo a(s) fase(s) estacionaria(s). Métodos em que a fase
estacionaria € mais polar do que a fase mével (por exemplo, tolueno como a
fase movel, silica como a fase estacionéaria) sdo denominados cromatografia
liguida de fase normal (NPLC) e métodos em que a fase estacionaria € menos
polar do que a fase mdvel fase (por exemplo, mistura de agua-metanol como a
fase mével e C18 (octadecilsilila) como a fase estacionaria) sdo denominados
cromatografia liquida de fase reversa (RPLC).

[00047] "Cromatografia liquida de alta eficiéncia" ou "HPLC"
refere-se a um método de cromatografia liquida em que o grau de separacao é
aumentado forcando a fase moével sob pressdo através de uma fase
estacionaria, normalmente uma coluna densamente compactada.
Normalmente, a coluna € preenchida com uma fase estacionaria composta de
particulas de formato irregular ou esférico, uma camada monolitica porosa ou
uma membrana porosa. HPLC é historicamente dividida em duas subclasses
diferentes com base na polaridade das fases movel e estacionaria. Métodos em
que a fase estacionaria € mais polar do que a fase movel (por exemplo, tolueno
como a fase movel, silica como a fase estacionaria) sdo denominados

cromatografia liquida de fase normal (NPLC) e o oposto (por exemplo, mistura
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de &gua-metanol como a fase moével e C18 (octadecilsilila) como a fase
estacionaria) € denominado cromatografia liquida de fase reversa (RPLC). LC
Micro refere-se a um método de HPLC usando uma coluna tendo um diametro
interno de coluna amanh&, normalmente abaixo de 1 mm, por exemplo, cerca
de 0,5 mm. "Cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia" ou "UHPLC" refere-
se a um método de HPLC usando uma pressdo de 120 MPa (17.405 Ibf/in2), ou
cerca de 1200 atmosferas. LC rapido refere-se a um método de LC usando
uma coluna com um diametro interno como mencionado acima, com um
comprimento curto <2 cm, por exemplo, 1 cm, aplicando uma taxa de fluxo
como mencionado acima e com uma pressdo como mencionado acima (Micro
LC, UHPLC). O protocolo rapido de LC rapido inclui uma etapa de
captura/lavagem/eluicdo usando uma Unica coluna analitica e realiza LC em
um tempo muito curto <1 min.

[00048] Outros modi LC bem conhecidos incluem cromatografia
de interacdo hidrofilica (HILIC), LC de exclusdo por tamanho, LC de troca
idnica e LC de afinidade.

[00049] A separacédo de LC pode ser LC de canal Unico ou LC de
multiplos canais, compreendendo uma pluralidade de canais de LC dispostos
em paralelo. Em LC, os analitos podem ser separados de acordo com a sua
polaridade ou valor log P, tamanho ou afinidade, como é geralmente conhecido
pelo técnico no assunto.

[00050] No contexto da presente invencdo, o termo "composto”
refere-se a uma substancia quimica tendo uma estrutura quimica especifica. O
referido composto pode compreender uma ou mais unidades funcionais. Cada
unidade pode cumprir uma funcionalidade diferente, ou duas ou mais unidades
funcionais podem cumprir a mesma fung¢édo. As unidades funcionais incluem,
mas nao estéo limitadas a unidades reativas, unidades carregadas e unidades

de perda neutra.
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[00051] O termo “unidade de perda neutra” refere-se a uma
unidade que é capaz de liberar uma entidade sem carga, ou seja, que é capaz
de liberar uma entidade neutra. Normalmente, a entidade neutra compreende
um unico 4&tomo ou uma pluralidade de atomos. Uma unidade de perda neutra
pode ter carga neutra, positiva ou negativa. Uma unidade de perda neutra é,
sob as condicbes de MS, por exemplo, quando submetida a dissociagéo
induzida por colisédo (CID), por exemplo, em MS tripla quadrupola, capaz de
fragmentacdo, em que pelo menos uma entidade neutra € liberada. Apds a
liberagdo da entidade neutra, o restante da unidade de perda neutra
permanece com sua carga original. Consequentemente, caso a unidade de
perda neutra ndo seja carregada, ela permanece neutra apds a perda da
entidade neutra. Caso a unidade de perda neutra seja carregada
positivamente, ela permanece positiva ap0s a perda da entidade neutra. Caso
a unidade de perda neutra seja carregada negativamente, ela permanece
negativa ap0s a perda da entidade neutra. Normalmente, mas néo
necessariamente, uma entidade neutra é liberada. No entanto, também mais de
uma entidade neutra pode ser liberada. Isso pode ocorrer em um Unico evento
de fragmentacdo (ou seja, duas ou mais entidades neutras séo liberadas
simultaneamente) ou em dois ou mais eventos de fragmentacdo subsequentes
(uma entidade neutra é relancada primeiro e uma ou mais entidades neutras
adicionais sao liberadas subsequentemente).

[00052] O termo "fragmentacéo” refere-se a dissociacdo de uma
anica molécula em duas ou mais moléculas separadas. Conforme usado no
presente documento, o termo fragmentacdo refere-se a um evento de
fragmentacao especifico, no qual o ponto de ruptura na molécula parental em
gue o evento de fragmentacdo ocorre é bem definido e em que as duas ou
mais moléculas filhas resultantes do evento de fragmentacdo sdo bem

caracterizadas. E bem conhecido pelo técnico como determinar o ponto de
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ruptura de uma molécula parental, bem como as duas ou mais moléculas filhas
resultantes. As moléculas filhas resultantes podem ser estaveis ou podem se
dissociar em eventos de fragmentacédo subsequentes. Exemplificado, no caso
de uma molécula parental sob fragmentacdo compreender uma unidade de
triazol ou tetrazol, o técnico é capaz de determinar com base na estrutura geral
da molécula onde a unidade de triazol ou tetrazol se fragmentar& para liberar
uma entidade de N2, ou seja, as moléculas filhas resultantes seriam uma
molécula de N2 e uma molécula parental sem N2 (ainda compreendendo o
restante da unidade triazol ou tetrazol). A fragmentagéo pode ocorrer por meio
de dissociacao induzida por colisdo (CID), dissociacdo de captura de elétrons
(ECD), dissociacao de transferéncia de elétrons (ETD), dissociacdo de
transferéncia de elétrons negativos (NETD), dissociacdo de desprendimento de
elétrons (EDD), fotodissociagdo, particularmente dissociacdo multifotonica
infravermelha (IRMPD) e dissociagdo radiativa infravermelha de corpo negro
(BIRD), dissociacdo induzida por superficie (SID), dissociacdo C-trap de alta
energia (HCD), fragmentacao remota de carga.

[00053] O termo "unidade reativa" refere-se a uma unidade capaz
de reagir com outra molécula, ou seja, que € capaz de formar uma ligacéo
covalente com outra molécula, tal como um analito de interesse. Normalmente,
essa ligacdo covalente € formada com um grupo quimico presente na outra
molécula. Consequentemente, apds a reacdo quimica, a unidade reativa do
composto forma uma ligacdo covalente com um grupo quimico adequado
presente na molécula de analito. Como este grupo quimico presente na
molécula do analito cumpre a funcdo de reagir com a unidade reativa do
composto, 0 grupo quimico presente na molécula do analito também é referido
como o “grupo funcional” do analito. A formagao da ligacdo covalente ocorre
em cada caso em uma reag¢do quimica, em que a nova ligacdo covalente &

formada entre os atomos do grupo reativo e os grupos funcionais do analito. E
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bem conhecido pelo técnico no assunto que, na formacgéo da ligacao covalente
entre o grupo reativo e os grupos funcionais do analito, os atomos séo perdidos
durante esta reacdo quimica.

[00054] O termo "unidade carregada” refere-se a uma unidade de
um composto que compreende uma fracdo carregada. A cobranca pode ser
permanente ou pode ser alterada dependendo das condi¢cdes do ambiente.
Normalmente, a carga é positiva ou negativa. No caso de a unidade carregada
compreender pelo menos uma fragdo permanentemente carregada, considera-
se que a carga ndo se altera com base nas condi¢des circundantes, por
exemplo, a alteragéo do valor do pH n&o conduz a uma alteragéo na carga da
unidade permanentemente carregada.

[00055] As diferentes unidades funcionais de um composto podem
ser conectadas por meio de um ligante. O termo ligante refere-se a estruturas
quimicas ramificadas ou ndo ramificadas, normalmente compreendendo
unidades de alquila substituidas ou nao substituidas, e pode opcionalmente
também incluir um ou mais heteroatomos. Um ligante conecta diferentes
unidades funcionais dentro de um composto. Normalmente, um ligante nao
ramificado conecta duas unidades funcionais em um composto, ou seja, um
ligante ndo ramificado também pode ser referido como um ligante bifuncional
ou como um ligante linear. Um ligante ramificado pode conectar trés, quatro,
cinco ou mais unidades funcionais, dependendo de quantas ramificacbes o
referido ligante compreende.

[00056] No contexto da presente divulgacdo, o termo "aduto"
refere-se ao produto produzido pela reacdo de um composto com uma
molécula de analito. Essa reacdo leva a formacdo de uma ligagcdo covalente
entre o composto e o analito. Consequentemente, o termo aduto refere-se ao
produto de reacado ligado covalentemente formado pela reacdo do composto

com a molécula de analito.
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[00057]Um "kit* € qualquer manufatura (por exemplo, uma
embalagem ou recipiente) compreendendo pelo menos um reagente, por
exemplo, um medicamento para o tratamento de um disturbio, ou uma sonda
para detectar especificamente um gene ou proteina biomarcadores da
invencdo. O kit & preferencialmente promovido, distribuido ou vendido como
uma unidade para realizar os métodos da presente invencdo. Os kits podem
ainda compreender um meio de veiculo sendo compartimentalizado para
receber em intimo confinamento um ou mais meios de recipientes, tais como
frascos, tubos e similares, cada um dos meios de recipiente compreendendo
um dos elementos separados sendo usado no método. Os kits podem
compreender ainda um ou mais outros recipientes compreendendo outros
materiais, incluindo, mas ndo se limitando a, tampdes, diluentes, filtros,
agulhas, seringas e bulas com instru¢bes de uso. Um marcador pode estar
presente no recipiente para indicar que a composi¢ao usada para uma terapia
especifica ou aplicacdo ndo terapéutica, e pode também indicar orientacdes
para uso in vivo ou in vitro, tais como aqueles descritos acima. O codigo do
programa de computador pode ser fornecido em um meio de armazenamento
de dados ou dispositivo, tal como um meio de armazenamento 6ptico (por
exemplo, um CD) ou diretamente em um computador ou dispositivo de
processamento de dados. Além disso, o kit pode compreender quantidades
padrdao para os biomarcadores, conforme descrito em outro lugar neste
documento para fins de calibragao.

[00058]Uma "bula" €& usada para referir-se a instrucdes
normalmente incluidas em embalagens comerciais de produtos terapéuticos ou
medicamentos, que contém informacdes sobre as indica¢des, uso, dosagem,
administracdo, contra-indicagfes, outros produtos terapéuticos a serem
combinados com o produto embalado e/ou avisos sobre o uso de tais produtos

terapéuticos ou medicamentos, etc
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MODALIDADES

[00059] Em um primeiro aspecto, a presente invencéao refere-se a

compostos de férmula A:

X—-11 -
<

em que:

X € uma unidade reativa,

L1 € um ligante ramificado, em particular um ligante trifuncional,

Y € uma unidade de perda neutra,

Z é uma unidade carregada que compreende pelo menos uma
fragcdo permanentemente carregada, em particular compreendendo uma fracao
permanentemente carregada, e

incluindo qualquer sal do mesmao.

[00060] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto de formula A de acordo com a presente invencao
compreende uma unidade reativa X que é capaz de reagir com uma molécula
de analito. A unidade reativa X € capaz de reagir com uma molécula de analito
de tal modo que uma ligacdo covalente entre o composto de formula A e a
molécula de analito seja formada. Em modalidades do primeiro aspecto da
presente invencdo, a unidade reativa X forma uma ligagdo covalente com o
composto de formula A. Em patrticular, a ligacdo covalente € formada entre a
unidade reativa X do composto de formula A e um grupo funcional presente na
molécula do analito.

[00061] Dependendo dos grupos funcionais presentes nha
molécula de analito a ser determinada, o técnico no assunto selecionara uma

unidade reativa X apropriada para o composto de férmula A. E de
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conhecimento comum decidir qual unidade reativa X se qualificard para a
ligacdo a um grupo funcional de um analito de interesse.

[00062] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo funcional selecionado a
partir do grupo que consiste em grupo carbonila, grupo dieno, grupo hidroxila,
grupo amina, grupo imina, grupo tiol, grupo diol, grupo fendlico, grupo
expoxideo, grupo dissulfeto e grupo azida, cada um dos quais é capaz de
formar uma ligagdo covalente com a unidade reativa X do composto de formula
A. Além disso, também estd contemplado no &mbito da presente invencéo que
um grupo funcional presente em um a molécula de analito seria primeiro
convertido em outro grupo que esta mais prontamente disponivel para reacao
com a unidade X reativa de compostos de formula A.

[00063] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito é selecionada a partir do grupo que consiste
em esteréides, cetosterbides, secosteréides, aminoacidos, peptideos,
proteinas, carboidratos, acidos graxos, lipideos, nucleosideos, nucleotideos,
acidos nucleicos e outras biomoléculas incluindo metabolitos e cofatores de
moléculas pequenas, bem como farmacos terapéuticos, drogas de abuso,
toxinas ou metabdlitos dos mesmos.

[00064] Nas modalidades do primeiro aspecto da presente
invencéo, a molécula de analito compreende um grupo carbonila como grupo
funcional que é selecionado a partir do grupo que consiste em um grupo acido
carboxilico, grupo aldeido, grupo ceto, um aldeido mascarado, grupo ceto
mascarado, grupo éster, grupo amida e grupo anidrido.

[00065] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, em que o grupo carbonila € um grupo amida, o técnico esta bem
ciente de que o grupo amida, como tal, € um grupo estavel, mas que pode ser

hidrolisado para converter o grupo amida em um grupo de &cido carboxilico e
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um grupo amino. A hidrélise do grupo amida pode ser alcancada por meio da
reacdo catalisada por &cido/base ou por processo enzimatico, qualquer um dos
quais é bem conhecido pelo técnico. Em modalidades do primeiro aspecto da
presente invengdo, em que o grupo carbonila € um grupo aldeido mascarado
ou um grupo ceto mascarado, 0 respectivo grupo € um grupo hemiacetal ou
grupo acetal, em particular, um grupo hemiacetal ciclico ou acetal ciclico. Em
modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, o grupo acetal é
convertido em um grupo aldeido ou ceto antes da reagdo com o composto de
férmula A.

[00066] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o grupo carbonila € um grupo ceto. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invencéo, o grupo ceto pode ser transferido para um grupo
imina intermediario antes de reagir com a unidade reativa dos compostos de
féormula A. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencgdo, a
molécula de analito compreendendo um ou mais grupos ceto € um
cetoster6ide. Em modalidades particulares do primeiro aspecto da presente
invencdo, o cetosteréide é selecionado a partir do grupo que consiste em
testosterona, epitestosterona, di-hidrotestosterona (DHT),
desoximetiltestosterona (DMT), tetra-hidrogestrinona (THG), aldosterona,
estrona, 4-hidroxiestrona, 2- metoxiestrona, 2-hidroxiestrona, 16-cetoestradiol,
16 alfa-hidroxiestrona, 2-hidroxiestrona-3-metiléter, prednisona, prednisolona,
pregnenolona, progesterona, DHEA (de-hidroepiandrosterona), 17-OH
pregnenolona, 17-OH progesterona, 17-OH progesterona, androsterona,
epiandrosterona e delta 4 androstenediona) 11-desoxicortisol corticosterona,
21-desoxicortisol, 11-desoxicorticosterona, alopregnanolona e aldosterona.

[00067]Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencgao, o grupo carbonila € um grupo carboxila. Em modalidades do primeiro

aspecto da presente invencdo, o grupo carboxila reage diretamente com o
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composto de formula A ou é convertido em um grupo éster ativado antes da
reacdo com o composto de formula A. Em modalidades do primeiro aspecto da
presente invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou mais grupos
carboxila é selecionada a partir do grupo que consiste em acido A8-tetra-
hidrocanabinol, benzoilecgonina, &cido salicilico, &cido 2-hidroxibenzoico,
gabapentina, pregabalina, &cido valpréico, Vancomicina, Metotrexato, &acido
micofendlico, Montelucaste, Repaglinida, Furosemida, Telmisartan, Gemfibrozil,
Diclorofenaco, Ibuprofeno, Indometacina, Zomepirac, Isoxepac e Penicilina.
Nas modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, a molécula de
analito compreendendo um ou mais grupos carboxila € um aminoé&cido
selecionado a partir do grupo que consiste em arginina, lisina, acido aspartico,
acido glutamico, glutamina, asparagina, histidina, serina, treonina, tirosina,
cisteina, triptofano, alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, valina,
prolina e glicina.

[00068] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencado, o grupo carbonila é um grupo aldeido. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invencao, o grupo aldeido pode ser transferido para um
grupo imina intermediario antes de reagir com a unidade reativa dos compostos
de férmula A. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencao, a
molécula de analito compreendendo um ou mais grupos aldeido € selecionada
a partir do grupo que consiste em Piridoxal, N-Acetil-D-glucosamina,
Alcaftadina, Estreptomicina e Josamicina.

[00069] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invengdo, o grupo carbonila € um grupo éster carbonila. Em modalidades do
primeiro aspecto da presente invengdo, a molécula de analito compreendendo
um ou mais grupos éster é selecionada a partir do grupo que consiste em
Cocaina, Heroina, Ritalina, Aceclofenaco, Aceticolina, Amcinonida, Amiloxato,

Amilocaina, Anileridina, Aranidipina e Artesunato e Petidina.
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[00070] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencao, o grupo carbonila é um grupo anidrido. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou
mais grupos anidrido € selecionada a partir do grupo que consiste em
Cantharidina, Anidrido Succinico, Anidrido Trimelitico e Anidrido Maleico.

[00071]Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos dieno, em
particular, grupos dieno conjugados, tais como um grupo funcional. Em
modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, a molécula de analito
compreendendo um ou mais grupos dieno é um secosterbide. Em
modalidades, o secosterbide é selecionado a partir do grupo que consiste em
Colecalciferol (Vitamina D3), Ergocalciferol (Vitamina D2), Calcidiol, Calcitriol,
Taquisterol, Lumisterol e Tacalcitol. Em particular, o secosteréide € Vitamina D,
em particular, Vitamina D2 ou D3 ou derivados das mesmas. Em modalidades
particulares, o secosterdide é selecionado do grupo que consiste em Vitamina
D2, Vitamina D3, 25-Hidroxi Vitamina D2, 25-Hidroxi Vitamina D3, 3-Epi-25-
Hidroxi Vitamina D2, 3-Epi-25-Hidroxi Vitamina D3, 1,25-Di-hidroxi Vitamina D2,
1,25-Di-hidroxi Vitamina D3, 24,25-Diidroxi Vitamina D2 e 24,25-Di-hidroxi
Vitamina D3, Vitamina A, Tretinoina, Isotretinoina, Alitretinoina, Natamicina,
Sirolimus, Anfotericina B, Nistatina, Everolimo, Tensirolimo, Fidaxomicina.

[00072] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencéo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos hidroxila como
grupo funcional. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencgéo, a
molécula de analito compreende um Gnico grupo hidroxila ou dois grupos
hidroxila. Em modalidades em que mais de um grupo hidroxila esta presente,
os dois grupos hidroxila podem ser posicionados adjacentes um ao outro (1,2
diol) ou podem ser separados por 1, 2 ou 3 atomos de C (1,3-diol, 1,4-diol, 1,5-

diol, respectivamente). Em modalidades particulares do primeiro aspecto, a
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molécula de analito compreende um grupo 1,2 diol. Em modalidades em que
apenas um grupo hidroxila esta presente, o referido analito é selecionado do
grupo que consiste em &lcool primario, alcool secundario e alcool terciario. Em
modalidades do primeiro aspecto da presente inveng¢do, em que a molécula de
analito compreende um ou mais grupos hidroxila, o analito é selecionado do
grupo que consiste em &lcool benzilico, Mentol, L-Carnitina, Piridoxina,
Metronidazol, Mononitrato de Isossorbida, Guaifenesina, Clavulanato, Migitol,
Zalcitabina, Isoprenalina, Aciclovir, Metocarbamol, Tramadol, Venlafaxina,
Atropina, Clofedanal, alfa-Hidroxi-alprazolam, alfa-Hidroxi-triazolam,
Lorazepam, Oxazepam, Temazepam, Etil glucuronido, Etilmorfina, Morfina,
Morfina-3-glucuronido,  Buprenorfina, @ Codeina,  Di-Hidrocodeina, p-
Hidroxipropoxifeno, O-Desmetiltramadol, Di-hidroquinidina, Quinidina. Nas
modalidades do primeiro aspecto da presente invengdo, em que a molécula de
analito compreende mais de um grupo hidroxila, o analito é selecionado do
grupo que consiste em Vitamina C, Glucosamina, Manitol, Tetra-
hidrobiopterina, Citarabina, Azacitidina, Ribavirina, Floxuridina, Gemcitadina,
Estreptozocina, Adenosina, Vibarabina, Cladribina, Estriol, Trifluridina,
Clofarabina, Nadolol, Zanamivir, Lactulose, Monofosfato de adenosina,
Idoxuridina, Regadenoson, Lincomicina, Clindamicina, Canagliforcina,
Tobramicina, Netilmicina, Canamicina, Ticagrelor, Epirrubicina, Doxorrubicina,
Arbecacina, Estreptomicina, Ouabaina, Amicacina, Neomicina, Framicetina,
Paromomicina, Eritromicina, Claritromicina, Azitromicina, Vindesina, Digitoxina,
Digoxina, Metrizamida, Acetildigitoxina, Deslanoside, Fludarabina, Clofarabina,
Gemcitabina, Citarabina, Capecitabina, Vindicadina, Trifarabina, ldoxuridina e
Plicamicina.

[00073] Nas modalidades do primeiro aspecto da presente
invencédo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos tiol (incluindo,

mas nao se limitando a grupos alquil-tiol e tiol-arila) como grupo funcional. Em
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modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, a molécula de analito
compreendendo um ou mais grupos tiol é selecionada a partir do grupo que
consiste em acido Tiomandélico, DL-Captopril, DL-Tiorfano, N-Acetilcisteina, D-
Penicilamina, Glutationa, L-Cisteina, Zefenoprilato, Tiopronina, Dimercaprol,
Succimero.

[00074] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos dissulfeto
como grupo funcional. Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou mais grupos dissulfeto
€ selecionada a partir do grupo que consiste em Dissulfeto de Glutationa,
Dipiritiona, Sulfeto de Selénio, Dissulfiram, Acido Lip6ico, L-Cistina,
Fursultiamina, Octreotida, Desmopressina, Vapreotide, Terlipressina,
Linaclotide, Peginesatide.

[00075] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos epoéxidos
como grupo funcional. Nas modalidades do primeiro aspecto da presente
invencao, a molécula de analito compreendendo um ou mais grupos epoxidos é
selecionada a partir do grupo que consiste em Carbamazepina 10,11 epoxido,
Carfilzomib, Furosemida epéxido e Fosfomicina, Sevelamer, Cerulenina,
Escopolamina, Tiotrépio, Metil-escopolamina brometo, Eplerenona, Mupirocina,
Natamicina, Carfilzomib, Troleandomicina.

[00076] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos fenol como
grupo funcional. Em modalidades particulares do primeiro aspecto da presente
invencdo, as moléculas de analito compreendendo um ou mais grupos fenol
sdo esterdides ou compostos semelhantes a esterdides. Em modalidades do
primeiro aspecto da presente invengdo, a molécula de analito compreendendo

um ou mais grupos fenol € um esterdide ou um composto semelhante a
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esteréide tendo um anel A que é sp ? hibridizado e um grupo OH na posicéo 3
do anel A. Em modalidades particulares do primeiro aspecto da presente
invencdo, o ester6ide ou molécula de analito semelhante a esterdide é
selecionada a partir do grupo que consiste em estrogénio, compostos
semelhantes a estrogénio, estrona (El), estradiol (E2), 17a-estradiol, 17p-
estradiol, estriol (E3), 16-epiestriol, 17-epiestriol e 16, 17-epiestriol e/ou seus
metabdlitos. Nas modalidades, os metabdlitos sdo selecionados a partir do
grupo que consiste em estriol, 16-epiestriol (16-epiE3), 17-epiestriol (17-epiE3),
16,17-epiestriol (16,17-epiE3), 16-cetoestradiol (16-cetoE2), 16a-hidroxiestrona
(16a-OHEI), 2-metoxiestrona (2-MeOEIl), 4-metoxiestrona (4-MeOEl), 2-
hidroxiestrona-3-éter metilico (3-MeOEl), 2-metoxiestradiol (2-MeOE2), 4-
metoxiestradiol (4-MeOEZ2), 2-hidroxiestrona (20HE1), 4-hidroxiestrona (4-
OHEL1), 2-hidroxiestradiol (2-OHE?2), estrona (El), sulfato de estrona (Els), 17a-
estradiol (E2a), 17p-estradiol (E2b), sulfato de estradiol (E2s), equilina (EQ),
17a-di-hidroequilina (EQa), 17p-di-hidroequilina (EQb), Eqilenina (EN), 17-di-
hidroequilenina (ENa) 178- di-hidroequilenina (ENb), A8,9-desidroestrona (dEl),
A8,9-desidroestrona  sulfato (dEls), A9-Tetra-hidrocanabinol, acido
micofendlico.

[00077]Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo amina como grupo
funcional. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencéo, o grupo
amina é uma alquil-amina ou um grupo aril-amina. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invencdo, o analito compreendendo um ou mais grupos
amina é selecionado a partir do grupo que consiste em proteinas e peptideos.
Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, a molécula de
analito compreendendo um grupo amina € selecionada a partir do grupo que
consiste em 3,4-metilendioxianfetamina, 3,4-metilendioxi-N-etilanfetamina, 3,4-

metilenodioximetanfetamina, anfetamina, metanfetamina, N-metil-1,3-
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benzodioxolilbutanamina, 7-Aminoclonazepam, 7-aminoflunitrazepam, 3,4-
Dimetilmetcatinona, 3-Fluorometcatinona, 4-Metoximetcatinona, 4-
Metiletcatinona, 4-Metilmetcatinona, Anfepramona, Butilona, Metilmetona,
Ethcathinone, Flefedrona, Metcatinona, Metilona, Methylendioxypyrovaleron,
Benzoilecgonina, Dehydronorketamine, Cetamina, Norcetamina, Metadona,
Normetadona, 6-acetilmorfina, Diacetilmorfina, Morfina, Norhydrocodone,
Oxicodona, Oximorfona, Fenciclidina, Norpropoxyphene, Amitriptilina,
Clomipramina, Dothiepin, doxepina, Imipramina, Nortriptilina, Trimipramina,
Fentanila, Glicilxilidida, Lidocaina, Monoetilglicilxilidida, N-Acetil Procainamida,
Procainamida, Pregabalina, 2-Metilamino-1-(3, 4-metilendioxifenil) butano, 2-
Amino-1-(3,4-metilendioxifenil)  butano, = Normeperidina, = O-Destramadol,
Tramadol, Lidocaina, N-Acetil Procainamida, Procainamida, Gabapentina,
Lamotrigina, Teofilina, Amicacina, Gentamicina, Tobramicina, Vancomicina,
Metotrexat, Gabapentina, Sisomicina e 5-Metilcitosina.

[00078] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito € um carboidrato ou substancia tendo uma
fracdo de carboidrato, por exemplo, uma glicoproteina ou um nucleosideo. Em
modalidades do primeiro aspecto da presente invencao, a molécula de analito é
um monossacarideo, em particular selecionado do grupo que consiste em
ribose, desoxirribose, arabinose, ribulose, glicose, manose, galactose, fucose,
frutose, N-acetilglucosamina, N- acetilgalactosamina, acido neuraminico, acido
N-acetilneurominico, etc. Em modalidades, a molécula de analito € um
oligossacarideo, em particular selecionado do grupo que consiste em um
dissacarideo, trissacarideo, tetrassacarideo, polissacarideo. Em modalidades
do primeiro aspecto da presente invengdo, o dissacarideo € selecionado a
partir do grupo que consiste em sacarose, maltose e lactose. Em modalidades
do primeiro aspecto da presente invencdo, a molécula de analito é uma

substancia compreendendo a fracdo mono-, di-, tri-, tetra-, oligo- ou
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polissacarideo descrita acima.

[00079] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo azida como grupo
funcional que é selecionado do grupo que consiste em alquila ou arila azida.
Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, a molécula de
analito compreendendo um ou mais grupos azida é selecionada a partir do
grupo que consiste em Zidovudina e Azidocilina.

[00080] Essas moléculas de analito podem estar presentes em
amostras bioldgicas ou clinicas, como liquidos corporais, por exemplo, sangue,
soro, plasma, urina, saliva, fluido espinhal, etc., tecidos ou extratos celulares,
etc. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencédo, a(s)
molécula(s) de analito estdo presentes em uma amostra bioldgica ou clinica
selecionada do grupo que consiste em sangue, soro, plasma, urina, saliva,
fluido espinhal e uma mancha de sangue seco. Em algumas modalidades do
primeiro aspecto da presente invencdo, as moléculas de analito podem estar
presentes em uma amostra que é uma amostra purificada ou parcialmente
purificada, por exemplo, uma mistura ou extrato de proteina purificada ou
parcialmente purificada.

[00081] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencao, a unidade reativa X é selecionada a partir do grupo que consiste em
unidade reativa de carbonila, unidade reativa de dieno, unidade reativa de
hidroxila, unidade reativa de amino, uma unidade reativa de imina, uma
unidade reativa de tiol, uma unidade reativa de diol, uma unidade reativa de
fenol, unidade reativa de epdxido, uma unidade reativa de dissulfeto e uma
unidade reativa de azido.

[00082] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencédo, a unidade reativa X € uma unidade reativa de carbonila, que é capaz

de reagir com qualquer tipo de molécula possuindo um grupo carbonila. Em
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modalidades do primeiro aspecto da presente invencgao, a unidade reativa de
carbonila é selecionada a partir do grupo que consiste em unidade reativa de
carboxila, unidade reativa de ceto, unidade reativa de aldeido, unidade reativa
de anidrido, unidade reativa de éster carbonilico e unidade reativa de imida. Em
modalidades do primeiro aspecto da presente invengao, a unidade reativa de
carbonila pode ter um atomo N supernucleofilico fortalecido pelo efeito a
através de um atomo O ou N adjacente NH2-N/O ou uma molécula de ditiol.
Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencgéo, a unidade reativa
de carbonila é selecionada a partir do grupo:

0] uma unidade hidrazina, por exemplo, uma unidade H2N-
NH-, ou H2N-NR?-, em que R! é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos
ou Cisalquila, particularmente C1 ou C2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou alcoxi C1-3,

(i) uma unidade de hidrazida, em particular, uma unidade
carbo-hidrazida ou uma sulfo-hidrazida, em particular, uma unidade H2N-NH-
C(O)- ou H2N-NR?-C(0)-,

em que R? é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos ou C1-4
alquila, particularmente Ci1 ou C:2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou Ci-zalcoxi,

(iii) uma unidade hidroxilamino, por exemplo, uma unidade
H2N-O-, e

(iv) uma unidade ditiol, particularmente uma unidade 1,2-ditiol
ou 1,3-ditiol.

[00083] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, em que a unidade reativa de carbonila € uma unidade reativa de
carboxila, as unidades reativas de carboxila reagem com grupos carboxila em
uma molécula de analito. Na modalidade do primeiro aspecto da presente

invencdo, a unidade reativa carboxila é selecionada a partir do grupo que
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consistem em uma unidade de diazo, um haleto de alquila, amina, e unidade de
hidrazina.

[00084] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa X € uma unidade reativa de dieno, que é capaz de
reagir com um analito compreendendo um grupo dieno. Em modalidades do
primeiro aspecto da presente invengdo, a unidade reativa de dieno é
selecionada a partir do grupo que consiste em reagentes do tipo Cookson, por
exemplo, 1,2,4-triazolin-3,5-dionas, que sédo capazes de atuar como diendfilos.

[00085] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa X é uma unidade reativa de hidroxila, que é capaz
de reagir com um analito compreendendo um grupo hidroxila. Em modalidades
do primeiro aspecto da presente invencdo, as unidades reativas de hidroxila
sdo selecionadas a partir do grupo que consiste em cloretos de sulfonila,
ésteres  carboxilicos ativados (NHS ou imidazolida) e fluoro
aromatos/heteroaromatos capazes de substituicdo nucleofilica do flaor (T.
Higashi J Steroid Biochem Mol Biol. 2016 Sep;162:57-69). Em modalidades do
primeiro aspecto da presente inven¢do, a unidade reativa X é uma unidade
reativa de diol que reage com um grupo diol em uma molécula de analito. Em
modalidades do primeiro aspecto da presente invengdo, em que a unidade
reativa é uma unidade reativa de 1,2 diol, a unidade reativa de 1,2 diol
compreende acido boronico. Em outras modalidades, os diois podem ser
oxidados nas respectivas cetonas ou aldeidos e, em seguida, reagir com
unidades reativas X de cetona/aldeido.

[00086] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa de amino reage com grupos amino em uma
molécula de analito. Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa de amino € selecionada a partir do grupo que

consiste em grupo éster ativo, tal como éster de N-hidroxi succinimida (NHS)
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ou sulfo éster de NHS, éster pentafluorofenilico, éster cabonilimidazol, ésteres
de acido quadratico, um éster de hidroxibenzotriazol (HOBt), éster de 1-hidroxi-
7-azabenzotriazol (HOAt) e uma unidade de cloreto de sulfonila.

[00087]Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa de tiol reage com um grupo tiol em uma molécula
de analito. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, a
unidade reativa de tiol é selecionada a partir do grupo que consiste em grupo
haloacetila, em particular selecionado a partir do grupo que consiste em
unidade Br/I-CH2-C(=0)-, unidade acrilamida/éster, unidade de imida
insaturada, tais como unidade de metilsulfonil feniloxadiazol e cloreto de
sulfonila.

[00088] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencao, a unidade reativa de fenol reage com grupos fenol em uma molécula
de analito. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, a
unidade reativa de fenol é selecionada a partir do grupo que consiste em
unidade de éster ativa, tal como éster de N-hidroxi succinimida (NHS) ou éster
de sulfo-NHS, éster pentafluorofenilico, éster de carbonilimidazol, ésteres de
acido quadratico, um éster de hidroxibenzotriazol (HOBt), éster de 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAt) e uma unidade de cloreto de sulfonila. Grupos fenol
presentes em uma molécula de analito podem ser reagidos com triazol diona
por meio de uma reacdo (H. Ban et al J. Am. Chem. Soc., 2010, 132 (5), pp
1523-1525) ou por diazotizacdo ou, alternativamente, por orto nitragéo seguida
por reducdo a uma amina que pode entdo reagir com um reagente reativo de
amina.

[00089] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencédo, a unidade reativa X € uma unidade reativa de epoxido, que € capaz
de reagir com um analito compreendendo um grupo epéxido. Em modalidades

do primeiro aspecto da presente invencdo, a unidade reativa de epodxido é
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selecionada a partir do grupo que consiste em amino, tiol, atomo N
supernucleofilico fortalecido pelo efeito a através de um atomo O ou N
adjacente da molécula NH2-N/O. Em modalidades do primeiro aspecto da
presente invengdo, a unidade reativa de epoxido € selecionada a partir do
grupo:

0] uma unidade hidrazina, por exemplo, uma unidade H2N-
NH-, ou H2N-NR?-, em que R! é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos
ou Cisalquila, particularmente C1 ou C2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou alcoxi C1-3,

(i) uma unidade de hidrazida, em particular, uma unidade
carbo-hidrazida ou uma sulfo-hidrazida, em particular, uma unidade H2N-NH-
C(O)- ou H2N-NR?-C(0)-,

em que R? é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos ou Ci-4
alquila, particularmente Ci1 ou C:2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou Ci-3 alcoxi, e

(iii) uma unidade hidroxilamino, por exemplo uma unidade
H2N-O-.

[00090] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencao, a unidade reativa X é uma unidade reativa de dissulfeto, que é capaz
de reagir com um analito compreendendo um grupo dissulfeto. Em
modalidades do primeiro aspecto da presente invencao, a unidade reativa de
dissulfeto é selecionada a partir do grupo que consiste em tiol. Em outras
modalidades, o grupo dissulfeto pode ser reduzido ao respectivo grupo tiol e,
em seguida, reagir com as unidades X reativas com tiol.

[00091]Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencédo, a unidade reativa X € uma unidade reativa de azido que reage com
grupos azido em uma molécula de analito. Em modalidades do primeiro

aspecto da presente invencédo, a unidade reativa com azido reage com grupos
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azido através da cicloadicdo azida-alquino. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invencdo, a unidade azido-reativa € selecionada a partir
do grupo que consiste em alquino (alquila ou arila), alquino linear ou alquino
ciclico. A reagéo entre o azido e o alcino pode ocorrer com ou sem 0 uso de um
catalisador. Em outras modalidades do primeiro aspecto da presente invencgéo,
0 grupo azido pode ser reduzido ao respectivo grupo amino e, em seguida,
reagido com unidades reativas X de amino.

[00092] Os compostos de formula A compreendem uma unidade
de perda neutra Y. A unidade de perda neutra Y é capaz de perder uma fracao
(uma entidade neutra) sem carga. A unidade de perda neutra Y € capaz de
fragmentacao, ou seja, sob condi¢cdes de MS, por exemplo, quando submetida
a dissociagdo induzida por colisdo (CID), por exemplo, em MS triplo
quadrupolo, em que uma entidade neutra é liberada. A entidade neutra perdida
€ um Unico atomo ou uma pluralidade de atomos. Apdés a liberacao da entidade
neutra, o restante da unidade de perda neutra Y ainda permanece neutra.
Normalmente, mas ndo necessariamente, uma entidade neutra é liberada. Em
modalidades particulares do primeiro aspecto da presente invencédo, duas
entidades neutras séo liberadas.

[00093]Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencéo, a unidade de perda neutra Y libera pelo menos uma entidade neutra
apos ionizacdo. A entidade neutra € uma entidade neutra de baixo peso
molecular, em particular em uma faixa de 10-100 Da, em particular 20-80 Da,
em particular 25-65 Da. Em particular, a entidade neutra tem um peso
molecular de 100 Da ou menos, em particular de 80 Da ou menos, em
particular de 70 Da ou menos, em particular de 50 Da ou menos, em particular
de 30 Da ou menos.

[00094] Em modalidades do primeiro aspecto da presente

invencédo, a entidade neutra é selecionada a partir do grupo que consiste em
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N2, NO, NO2, Sz, SO, SO2, CO, CO2. Em modalidades particulares, a entidade
neutra é Na.

[00095] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a perda da entidade neutra leva a uma redugdo da razédo
massa/carga (m/z) em -28 Da (no caso de perda de N2 ou CO), -30 Da (no caso
de perda de NO), -44 Da (no caso de perda de COz2), -46 Da (no caso de perda
de NO2), -48 Da (no caso de perda de SO) ou -64 Da (no caso de perda de S2
ou SO2).

[00096] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, uma entidade neutra é liberada. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invencdo, duas entidades neutras sao liberadas. Em
particular, a segunda entidade neutra liberada é diferente da primeira entidade
neutra liberada. A liberacdo da segunda entidade neutra ocorre
simultaneamente ou subsequentemente a liberacdo da primeira entidade
neutra. Em particular, a liberacdo da segunda entidade neutra ocorre
simultaneamente a liberacdo da primeira entidade neutra, ou seja, ambas as
entidades neutras sdo liberadas ao mesmo tempo, ou seja, em um Unico
evento de fragmentagéo.

[00097]Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencéo, a unidade de perda neutra Y compreende ou consiste em uma fracao
heterociclica de 4, 5 ou 6 membros, particularmente uma fracdo heterociclica
de 4, 5, 6 membros com pelo menos 2 heteroatomos adjacentes uns aos
outros, em particular dois a&tomos N adjacentes uns aos outros. Na modalidade
do primeiro aspecto da presente invencdo, a unidade de perda neutra Y
compreende ou consiste em triazol, tetrazol, tetrazina, oxadiazol, fragao
tiadiazol ou um derivado hidrogenado dos mesmos. Em modalidades do
primeiro aspecto da presente invencdo, a unidade de perda neutra Y

compreende ou consiste em uma fracdo 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, 1,4,5-triazol,
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fracdo 3,4,5-triazol, uma fracéo 1,2,3,4-tetrazol, 2,3,4,5-tetrazol ou uma fracao
2,3,5,6 tetrazol ou uma fragdo 1,2,4,5 tetrazina. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invencdo, a unidade de perda neutra Y compreende ou
consiste em uma fragédo 1,2,3-triazol ou 1,2,4-triazol, ou uma fragéo 1,2,3,4-
tetrazol, ou uma fracao 1,2,4,5 tetrazina.

[00098] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a unidade carregada Z € permanentemente carregada, em particular
sob condicfes neutras, em particular a um valor de pH de 6-8.

[00099] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencao, a unidade carregada Z é carregada positivamente ou negativamente,
de preferéncia carregada positivamente.

[000100] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencéo, a unidade carregada Z compreende ou consiste em:

(1) pelo menos uma fragéo carregada positivamente;
ou
(i) pelo menos uma fragdo carregada negativamente.

[000101] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a unidade carregada Z é uma unidade carregada positivamente. Em
modalidades do primeiro aspecto da presente invencao, a unidade carregada
positivamente Z, é escolhida de uma maneira que o composto de formula A
resultante tenha um pKa de 10 ou mais, mais particularmente, tenha um pKa
de 12 ou mais. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencao, a
unidade carregada positivamente Z € selecionada a partir do grupo que
consiste em amonio primario, secundario, terciario ou quaternario, sulfénio,
imidazodlio, piridinio ou um fosfénio. Em modalidades particulares do primeiro
aspecto, a fracdo carregada positivamente € tri-metil-amoénio, N,N-dimetil-
piperidinio ou N-alquil-quinuclidinio.

[000102] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
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invencdo, a unidade carregada Z é uma unidade carregada negativamente. Em
modalidades do primeiro aspecto da presente invencéo, a unidade Z carregada
negativamente é escolhida de uma maneira que o composto de formula A
resultante tenha um pKb de 10 ou mais, mais particularmente, tenha um pKb
de 12 ou mais. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencao, a
unidade Z carregada negativamente € selecionada a partir do grupo que
consiste em um fosfato, sulfato, sulfonato ou carboxilato.

[000103] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencao, o ligante ramificado L1 € um ligante trifuncional. Em modalidades do
primeiro aspecto da presente invencao, o ligante L1 é substituido ou néo
substituido. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invenc¢do, o
ligante trifuncional L1 ndo é protonavel. Em modalidades do primeiro aspecto, o
ligante trifuncional L1 compreende 3 a 30 &tomos de C, em particular 5-20
atomos de C, em particular 8-16 atomos de C. Em modalidades, o ligante
trifuncional L1 compreende 1 ou mais heteroatomos, em particular N, O ou S.
Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, o ligante
trifuncional L1 compreende pelo menos 4 heteroatomos, em particular 5, 6 ou 7
heteroatomos, em particular N e/ou O. Em modalidades do primeiro aspecto da
presente invencdo, o ligante trifuncional L1 compreende 5 heterodtomos, em
particular 3 &tomos de O e 2 atomos de N.

[000104] Em modalidades do primeiro aspecto da presente

invencéo, o composto tem uma estrutura de acordo com a férmula B:

N
A>T
X-L2 9
4
Y
formula B
em que:
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X, Y e Z, séo conforme definidos em detalhes acima, no que diz
respeito ao composto de formula A,

L2, L3 e L4 séo ramificacdes de ligante, cada um individualmente
compreendendo C1-C10, em particular C1-C5, opcionalmente, cada um
individualmente compreendendo um ou mais heteroatomos, e

em que as ramificagbes de ligante L2, L3 e L4, juntas, formam o
ligante L1 ramificado, em particular o trifuncional, conforme definido acima.

[000105] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invengao, as ramificagdes de ligante L2, L3 e L4 s&o cada uma individualmente
ligante linear.

[000106] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencgao, as ramificacdes de ligante L2, L3 e L4 tém o comprimento idéntico ou
diferente. Em particular, a ramificacdo de ligante L2 € mais longa do que as
ramificacOes de ligante L3 e L4, respectivamente. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invencdo, a ramificacdo de ligante L2 tem um
comprimento de C3-C6. Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencgao, as ramificagcdes de ligante L3 e L4 tém, cada uma, um comprimento
de C1-C3. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencao,
independentemente do comprimento de cada uma das ramificacoes,
individualmente cada ramificacdo de ligante L2, L3, L4 pode compreender um
ou mais heteroatomos. Em modalidades particulares do primeiro aspecto da
presente invencao, todas as trés ramificacoes de ligante compreendem pelo
menos um heteroatomo. Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencgao, o heteroatomo é N, S, P ou O, em particular N e/ou O.

[000107] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invengao, a ramificagcdo linear L4 compreende uma unidade de estabilizagao.
Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencdo, a unidade de

estabilizacdo evita a perda da unidade carregada Z durante o evento de
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fragmentacdo. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencao, a
unidade de estabilizacdo evita a perda da unidade carregada Z ao
desestabilizar a carbocacdo potencialmente formada. Em modalidades do
primeiro aspecto da presente invenc¢do, a unidade de estabilizacdo é separada
por um atomo de C da unidade carregada Z. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invencgdo, a unidade de estabilizacdo compreende pelo
menos um heteroatomo. Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a unidade de estabilizacdo € selecionada a partir do grupo que
consiste em CO, ou seus analogos isoelétricos, como SO ou SO2.

[000108] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a ramificagcdo de ligante L2 compreende 2-6 atomos de C e 1-3
heterodtomos. Em modalidades do primeiro aspecto da presente invencéo, em
que a ramificacdo de ligante L2 compreende 7 &tomos de C, ela compreende 3
heterodtomos, em particular um atomo de O e N. Em modalidades do primeiro
aspecto da presente invengao, em que a ramificacdo de ligante L2 compreende
3, 4, 5 ou 6 atomos de C, ela compreende 2 heteroatomos, em particular um
atomo de O e N, em particular 1 atomo de N e 1 atomo de O. Em modalidades
do primeiro aspecto da presente invencao, em que a ramificacao de ligante L2
compreende 2 atomos de C, ela compreende 1 heteroatomo, em particular um
atomo de O.

[000109] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invengdo, a ramificagdo de ligante L3 compreende 2-10 atomos de C e 1-3
heteroatomos, em particular 2 heteroatomos, em particular 1 atomo de N e 1
atomo de O.

[000110] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, a ramificagdo de ligante L4 compreende 2-6 atomos de C e 1-3
heteroatomos, em particular 1 ou 2 heteroatomos, em particular 1 atomo de N

ou 1 atomo de N e 1 atomo de O.
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[000111] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade reativa de carbonila, a unidade de perda
neutra Y é uma unidade heterociclica de 5 membros e a unidade carregada Z é
uma unidade permanentemente carregada positivamente.

[000112] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é uma unidade reativa de dieno, a unidade de perda neutra Y
€ uma unidade heterociclica de 5 membros e a unidade carregada Z € uma
unidade permanentemente carregada positivamente.

[000113] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazina, a unidade de perda neutra Y é
uma fracdo heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z € um grupo de amdnio terciario.

[000114] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de férmula A ou formula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazida, a unidade de perda neutra Y é
uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z € um grupo de amdnio terciario.

[000115] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencéo, o composto tem uma estrutura de formula A ou formula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazina, a unidade de perda neutra Y é
uma fracdo heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z é uma unidade de piperidina.

[000116] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencéo, o composto tem uma estrutura de formula A ou formula B, em que a

unidade reativa X € uma unidade de hidrazida, a unidade de perda neutra Y é
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uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos, e a unidade carregada Z é uma unidade de piperidina.

[000117] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazina, a unidade de perda neutra Y é
uma fracdo heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z é uma unidade de piridina.

[000118] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazida, a unidade de perda neutra Y é
uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heterodtomos e a unidade carregada Z é uma unidade de piridina.

[000119] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou féormula B, em que a
unidade reativa X é um reagente do tipo Cookson, a unidade de perda neutra Y
€ uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z € um grupo de amdnio terciario.

[000120] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é um reagente do tipo Cookson, a unidade de perda neutra Y
€@ uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z é uma unidade de piperidina.

[000121] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencéo, o composto tem uma estrutura de formula A ou formula B, em que a
unidade reativa X € um reagente do tipo Cookson, a unidade de perda neutra Y
€@ uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z é uma unidade de piridina.

[000122] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
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invencdo, o composto tem uma estrutura de férmula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é H2N-NH-, a unidade de perda neutra Y € 1,2,3-triazol,
1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade carregada Z é
uma unidade de amonio terciaria.

[000123] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é H2N-NH-, a unidade de perda neutra Y € 1,2,3-triazol,
1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade carregada Z é
uma unidade de piperidina.

[000124] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de férmula A ou formula B, em que a
unidade reativa X é H2N-NH-, a unidade de perda neutra Y € 1,2,3-triazol,
1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade carregada Z é
uma unidade de piridina.

[000125] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é H2N-O-C-, a unidade de perda neutra Y é 1,2,3-triazol,
1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade carregada Z é
uma unidade de dimetil-piperidina ou quinuclidina.

[000126] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é 1,2,4-triazolin-3,5-diona, a unidade de perda neutra Y é 1,2,
3-triazol, 1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade
carregada Z € uma fracdo dimetil-piperidina ou quinuclidina.

[000127] Em modalidades do primeiro aspecto da presente
invencéo, o composto tem uma estrutura de formula A ou formula B, em que a
unidade reativa X € H2N-NH-, a unidade de perda neutra Y € azido-benzeno, ou

1,2,5-triazaespiro[2.4]hept-1-eno ou metilsulfiniletano, e a unidade carregada Z
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é um espiro[2H-isoindol-2,1'-pirrolidinio], 1,3-di-hidro ou 5-

Azoniaspiro[4.4]nonano.
[000128] Em modalidades do primeiro aspecto da presente

invencdo, o composto de formula B é selecionado a partir do grupo que

consiste em:

(i) Marca 1:

(if) Marca 2:

0

H
H,No M\/\/\l)k N
0 N = Ny
/j}r o. NH T N N
Y -
"‘*-.N*’

d

(i) Marca 3:

\)\g/N Uj)m
Sy ¥
“l

[000129] Outros exemplos do composto de féormula A ou

férmula B sé@o os seguintes:
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(iv) Marca 4:
~
O~ S

N=N O Oj/NH K/N\
Q
NH,

(v) Marca 5:

0

H
HaNso N\N\HLH = ,Q
T "y e

“MM"

7

(vi) Marca 6:

H 0
't N\/\/\Hl\ NH,
Y i
0 0 NH

MI*" NS
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(vii) Marca 7:
0
N=p H 0
N
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0 0 H 0
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7
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(viii) Marca 8:

0 DTN H H
)

(ix) Marca 9:
H 0
N"N"'” N N H2

— 0 o. NH H

0. NH H

Peticéo 870210006475, de 19/01/2021, pag. 190/296



47/141

(xii) Marca 12:

NH2+ 0
R, AN N,
N7 N N NE
i H DTNH Ho Ny
0
|
NH,

(xiif) Marca 13:

R = H, alquila, arila

(xiv) Marca 14:

~=N

HN-

0
HN 0O
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(xv) Marca 15:

(xvii) Marca 17:

NH:
0 HN
0 H
g,
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(xviii) Marca 18:

NH,
HN”
N
O I\
N
0

@:‘/N

[000130] Num segundo aspecto, a presente invencéo refere-
se a uma composi¢cdo compreendendo o composto de formula A ou formula B,
conforme divulgado em detalhes acima no que diz respeito ao primeiro aspecto
da presente invengao.

[000131] Em um terceiro aspecto, a presente invencao refere-
se a um kit compreendendo o composto de férmula A ou féormula B, conforme
divulgado em detalhes aqui, acima, no que diz respeito ao primeiro aspecto da
presente invencdo ou a composicdo do segundo aspecto da presente invencéo,
conforme divulgado em detalhes aqui, acima.

[000132] Num quarto aspecto, a presente invencao refere-se
a um aduto compreendendo uma molécula de analito e o0 composto do primeiro
aspecto da presente invencdo, conforme divulgado aqui, acima, que estao
covalentemente ligados um ao outro. Nas modalidades, o aduto tem uma

estrutura de formula A"
N
~

T-X-11

em que:
T & uma molécula de analito,

X' é uma fracdo resultante da reacdo de uma unidade reativa X do
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composto de formula A com uma molécula de analito T,

L1 € um ligante ramificado, em particular um ligante trifuncional,

Y € uma unidade de perda neutra,

Z é uma unidade carregada que compreende pelo menos uma
fragdo carregada permanentemente, em particular uma fragdo carregada
permanentemente, e

incluindo qualquer sal do mesmo.

[000133] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, o aduto de formula A' compreende X' resultante da formacao de uma
ligacdo covalente entre a unidade reativa X do composto de formula A com um
grupo funcional presente na molécula de analito T. Dependendo da unidade
reativa X do composto de formula A e o grupo funcional da molécula de analito
T, o técnico no assunto é bem capaz de determinar a ligacdo covalente
formada entre os dois.

[000134] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo funcional selecionado
do grupo que consiste em grupo carbonila, grupo dieno, grupo hidroxila, grupo
amina, grupo imina, grupo tiol, grupo diol, grupo fendlico, grupo epdxido, grupo
dissulfeto e grupo azida, cada um dos quais é capaz de formar uma ligacéo
covalente com a unidade reativa X do composto de formula A. Além disso,
também esta contemplado no escopo da presente invencdo que um grupo
funcional esta presente em uma molécula de analito seria primeiro convertido
em outro grupo que esta mais prontamente disponivel para reacdo com a
unidade X reativa de compostos de formula A.

[000135] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito € selecionada a partir do grupo que consiste
em esterdides, cetosterdides, secosterdides, aminoacidos, peptideos,

proteinas, carboidratos, acidos graxos, lipideos, nucleosideos, nucleotideos,
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acidos nucleicos e outras biomoléculas incluindo metabdlitos e cofatores de
moléculas pequenas, bem como drogas terapéuticas, drogas de abuso, toxinas
ou seus metabalitos.

[000136] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo carbonila como grupo
funcional que é selecionado a partir do grupo que consiste em um grupo &cido
carboxilico, grupo aldeido, grupo ceto, um aldeido mascarado, grupo ceto
mascarado, grupo éster, grupo amida e grupo anidrido.

[000137] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, em que o grupo carbonila € um grupo amida, o técnico no assunto
esta bem ciente de que o grupo amida, como tal, € um grupo estavel, mas que
pode ser hidrolisado para converter o grupo amida em um grupo de &cido
carboxilico e um grupo amina. A hidrolise do grupo amida pode ser alcancada
por meio da reacdo catalisada por acido/base ou por processo enzimatico,
qualquer um dos quais é bem conhecido pelo técnico. Em modalidades do
quarto aspecto da presente invengdo, em que o grupo carbonila € um grupo
aldeido mascarado ou um grupo ceto mascarado, 0 respectivo grupo € um
grupo hemiacetal ou grupo acetal, em particular um grupo hemiacetal ciclico ou
grupo acetal. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencéo, o
grupo acetal, € convertido em um grupo aldeido ou ceto antes da reacdo com o
composto de férmula A.

[000138] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, o grupo carbonila é um grupo ceto. Em modalidades do quarto
aspecto da presente invencao, o grupo ceto pode ser transferido para um grupo
imina intermediario antes de reagir com a unidade reativa de compostos de
formula A. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a
molécula de analito compreendendo um ou mais grupos ceto € um

cetosterdide. Em modalidades particulares do quarto aspecto da presente
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invencdo, o cetosteréide é selecionado a partir do grupo que consiste em
testosterona, epitestosterona, dihidrotestosterona (DHT),
desoximetiltestosterona (DMT), tetrahidrogestrinona (THG), aldosterona,
estrona, 4-hidroxiestrona, 2- metoxiestrona, 2-hidroxiestrona, 16-cetoestradiol,
16 alfa-hidroxiestrona, 2-hidroxiestrona-3-metiléter, prednisona, prednisolona,
pregnenolona, progesterona, DHEA (dehidroepiandrosterona), 17-OH
pregnenolona, 17-OH progesterona, 17-OH progesterona, androsterona,
epiandrosterona e delta 4 androstenediona) 11-desoxicortisol corticosterona,
21-desoxicortisol, 11-desoxicorticosterona, alopregnanolona e aldosterona.
[000139] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencado, o grupo carbonila € um grupo carboxila. Em modalidades do quarto
aspecto da presente invencédo, o grupo carboxila reage diretamente com o
composto de formula A ou € convertido em um grupo éster ativado antes da
reacdo com o composto de formula A. Nas modalidades do quarto aspecto da
presente invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou mais grupos
carboxila € selecionada a partir do grupo que consiste em acido A8-
Tetrahidrocanabinol, Benzoilecgonina, acido Salicilico, &cido 2-hidroxibenzdico,
Gabapentina, Pregabalina, acido Valproico, Vancomicina, Metotrexato, acido
Micofendlico, Montelucaste, Repaglinida, Furosemida, Telmisartan, Gemfibrozil,
Diclorofenaco, Ibuprofeno, Indometacina, Zomepirac, Isoxepac e Penicilina. Em
modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a molécula de analito
compreendendo um ou mais grupos carboxila € um aminoacido selecionado do
grupo que consiste em arginina, lisina, acido aspartico, acido glutamico,
glutamina, asparagina, histidina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptofano,
alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenialanina, valina, prolina e glicina.
[000140] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, o grupo carbonila € um grupo aldeido. Em modalidades do quarto

aspecto da presente invencdo, o grupo aldeido pode ser transferido para um
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grupo imina intermediario antes de reagir com a unidade reativa de compostos
de formula A. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencado, a
molécula de analito compreendendo um ou mais grupos aldeido sé&o
selecionados do grupo que consiste em Piridoxal, N-Acetil-D-glucosamina,
Alcaftadina, Estreptomicina, Josamicina.

[000141] Nas modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o grupo carbonila € um grupo éster carbonila. Em modalidades do
quarto aspecto da presente invencdo, a molécula de analito compreendendo
um ou mais grupos éster € selecionada a partir do grupo que consiste em
Cocaina, Heroina, Ritalina, Aceclofenaco, Aceticolina, Amcinonida, Amiloxato,
Amilocaina, Anileridina, Aranidipina e Artesunato, Petidina.

[000142] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o grupo carbonila é um grupo anidrido. Em modalidades do quarto
aspecto da presente invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou
mais grupos anidrido é selecionada a partir do grupo que consiste em
Cantaridina, Anidrido Succinico, Anidrido Trimelitico e Anidrido Maleico.

[000143] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos dieno, em
particular, grupos dieno conjugados, como grupo funcional. Em modalidades do
quarto aspecto da presente invencao, a molécula de analito compreendendo
um ou mais grupos dieno € um secosterdide. Em modalidades, o secosteroide
€ selecionado a partir do grupo que consiste em Colecalciferol (Vitamina D3),
Ergocalciferol (Vitamina D2), Calcidiol, Calcitriol, Taquisterol, Lumisterol e
Tacalcitol. Em particular, o secosteroide é Vitamina D, em particular, Vitamina
D2 ou D3 ou derivados das mesmas. Em modalidades particulares, o
secosterdide é selecionado do grupo que consiste em Vitamina D2, Vitamina
D3, 25-Hidroxi Vitamina D2, 25-Hidroxi Vitamina D3, 3-Epi-25-Hidroxi Vitamina
D2, 3-Epi-25-Hidroxi Vitamina D3, 1,25-Di-hidroxi Vitamina D2, 1,25-Di-hidroxi
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Vitamina D3, 24,25-Diidroxi Vitamina D2 e 24,25-Di-hidroxi Vitamina D3,
Vitamina A, Tretinoina, Isotretinoina, Alitretinoina, Natamicina, Sirolimus,
Anfotericina B, Nistatina, Everolimo, Tensirolimo, Fidaxomicina.

[000144] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos hidroxila como
grupo funcional. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencao, a
molécula de analito compreende um Unico grupo hidroxila ou dois grupos
hidroxila. Em modalidades em que mais de um grupo hidroxila esta presente,
os dois grupos hidroxila podem ser posicionados adjacentes um ao outro (1,2
diol) ou podem ser separados por 1, 2 ou 3 atomos de C (1,3-diol, 1,4-diol, 1,5-
diol, respectivamente). Em modalidades particulares do quarto aspecto, a
molécula de analito compreende um grupo 1,2 diol. Em modalidades em que
apenas um grupo hidroxila esta presente, o referido analito € selecionado do
grupo que consiste em alcool primario, alcool secundério e alcool terciario. Em
modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, em que a molécula de
analito compreende um ou mais grupos hidroxila, o analito é selecionado do
grupo que consiste em alcool benzilico, Mentol, L-Carnitina, Piridoxina,
Metronidazol, Mononitrato de Isossorbida, Guaifenesina, Clavulanato, Migitol,
Zalcitabina, Isoprenalina, Aciclovir, Metocarbamol, Tramadol, Venlafaxina,
Atropina, Clofedanal, alfa-Hidroxi-alprazolam, alfa-Hidroxi-triazolam,
Lorazepam, Oxazepam, Temazepam, Etil glucuronido, Etilmorfina, Morfina,
Morfina-3-glucuronido,  Buprenorfina, = Codeina, Di-Hidrocodeina, p-
Hidroxipropoxifeno, O-Desmetiltramadol, Di-hidroquinidina, Quinidina. Nas
modalidades do quarto aspecto da presente invengcédo, em que a molécula de
analito compreende mais de um grupo hidroxila, o analito é selecionado do
grupo que consiste em Vitamina C, Glucosamina, Manitol, Tetra-
hidrobiopterina, Citarabina, Azacitidina, Ribavirina, Floxuridina, Gemcitadina,

Estreptozocina, Adenosina, Vibarabina, Cladribina, Estriol, Trifluridina,
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Clofarabina, Nadolol, Zanamivir, Lactulose, Monofosfato de adenosina,
Idoxuridina, Regadenoson, Lincomicina, Clindamicina, Canagliforcina,
Tobramicina, Netilmicina, Canamicina, Ticagrelor, Epirrubicina, Doxorrubicina,
Arbecacina, Estreptomicina, Ouabaina, Amicacina, Neomicina, Framicetina,
Paromomicina, Eritromicina, Claritromicina, Azitromicina, Vindesina, Digitoxina,
Digoxina, Metrizamida, Acetildigitoxina, Deslanoside, Fludarabina, Clofarabina,
Gemcitabina, Citarabina, Capecitabina, Vindicadina, Trifarabina, Idoxuridina e
Plicamicina.

[000145] Nas modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, a molécula de analito compreende um ou mais grupos tiol (incluindo,
mas néo se limitando a grupos alquil-tiol e tiol-arila) como grupo funcional. Em
modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a molécula de analito
compreendendo um ou mais grupos tiol é selecionada a partir do grupo que
consiste em acido Tiomandélico, DL-Captopril, DL-Tiorfano, N-Acetilcisteina, D-
Penicilamina, Glutationa, L-Cisteina, Zefenoprilato, Tiopronina, Dimercaprol,
Succimero.

[000146] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos dissulfeto
como grupo funcional. Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou mais grupos dissulfeto
€ selecionada a partir do grupo que consiste em Dissulfeto de Glutationa,
Dipiritiona, Sulfeto de Selénio, Dissulfiram, Acido Lipoico, L-Cistina,
Fursultiamina, Octreotida, Desmopressina, Vapreotide, Terlipressina,
Linaclotide, Peginesatide.

[000147] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencéo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos epoxido como
grupo funcional. Nas modalidades do quarto aspecto da presente invencgao, a

molécula de analito compreendendo um ou mais grupos epoxidos €
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selecionada a partir do grupo que consiste em Carbamazepina 10,11 epoxido,
Carfilzomib, Furosemida epoxido e Fosfomicina, Sevelamer, Cerulenina,
Escopolamina, Tiotrépio, Metil-escopolamina brometo, Eplerenona, Mupirocina,
Natamicina, Carfilzomib, Troleandomicina.

[000148] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos fenol como
grupo funcional. Em modalidades particulares do quarto aspecto da presente
invencdo, moléculas de analito compreendendo um ou mais grupos fenol sédo
esterdides ou compostos semelhantes a esterdides. Em modalidades do quarto
aspecto da presente invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou
mais grupos fenol é um esteréide ou um composto semelhante a esteroide
tendo um anel A que é sp? hibridizado e um grupo OH na posicéo 3 do anel A.
Em modalidades particulares do quarto aspecto da presente invencédo, o
esteréide ou molécula de analito semelhante a esterdide é selecionada a partir
do grupo que consiste em estrogénio, compostos semelhantes a estrogénio,
estrona (El), estradiol (E2), 17a-estradiol, 17p- estradiol, estriol (E3), 16-
epiestriol, 17-epiestriol e 16, 17-epiestriol e/ou seus metabdlitos. Nas
modalidades, os metabdlitos sdo selecionados a partir do grupo que consiste
em estriol, 16-epiestriol (16-epiE3), 17-epiestriol (17-epiE3), 16,17-epiestriol
(16,17-epiE3), 16-cetoestradiol (16-cetoE2), 16a-hidroxiestrona (16a-OHEI), 2-
metoxiestrona (2-MeOEl), 4-metoxiestrona (4-MeOEl), 2-hidroxiestrona-3-éter
metilico (3-MeOEl), 2-metoxiestradiol (2-MeOE2), 4-metoxiestradiol (4-MeOE?2),
2-hidroxiestrona (20HE1), 4-hidroxiestrona (4-OHEL1), 2-hidroxiestradiol (2-
OHE2), estrona (El), sulfato de estrona (Els), 17a-estradiol (E2a), 17p-estradiol
(E2b), sulfato de estradiol (E2s), equilina (EQ), 17a-di-hidroequilina (EQa), 17p-
di-hidroequilina (EQb), Egilenina (EN), 17-di-hidroequilenina (ENa) 173- di-
hidroequilenina (ENDb), A8,9-desidroestrona (dEl), A8,9-desidroestrona sulfato

(dEls), A9-Tetra-hidrocanabinol, acido micofendlico.
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[000149] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo amina como grupo
funcional. Em modalidades do quarto aspecto da presente invengao, o grupo
amina é uma alquil-amina ou um grupo aril-amina. Nas modalidades do quarto
aspecto da presente invencao, o analito compreendendo um ou mais grupos
amina é selecionado a partir do grupo que consiste em proteinas e peptideos.
Em modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a molécula de
analito compreendendo um grupo amina € selecionada a partir do grupo que
consiste em 3,4-metilendioxianfetamina, 3,4-metilendioxi-N-etilanfetamina, 3,4-
metilenodioximetanfetamina, anfetamina, metanfetamina, N-metil-1,3-
benzodioxolilbutanamina, 7-Aminoclonazepam, 7-aminoflunitrazepam, 3,4-
Dimetilmetcatinona, 3-Fluorometcatinona, 4-Metoximetcatinona, 4-
Metiletcatinona, 4-Metilmetcatinona, Anfepramona, Butilona, Metilmetona,
Ethcathinone, Flefedrona, Metcatinona, Metilona, Methylendioxypyrovaleron,
Benzoilecgonina, Dehydronorketamine, Cetamina, Norcetamina, Metadona,
Normetadona, 6-acetilmorfina, Diacetilmorfina, Morfina, Norhydrocodone,
Oxicodona, Oximorfona, Fenciclidina, Norpropoxyphene, Amitriptilina,
Clomipramina, Dothiepin, doxepina, Imipramina, Nortriptilina, Trimipramina,
Fentanila, Glicilxilidida, Lidocaina, Monoetilglicilxilidida, N-Acetil Procainamida,
Procainamida, Pregabalina, 2-Metilamino-1-(3, 4-metilendioxifenil) butano, 2-
Amino-1-(3,4-metilendioxifenil)  butano, = Normeperidina, = O-Destramadol,
Tramadol, Lidocaina, N-Acetil Procainamida, Procainamida, Gabapentina,
Lamotrigina, Teofilina, Amicacina, Gentamicina, Tobramicina, Vancomicina,
Metotrexat, Gabapentina, Sisomicina e 5-Metilcitosina.

[000150] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito € um carboidrato ou substancia com uma
fracdo de carboidrato, por exemplo, uma glicoproteina ou um nucleosideo. Em

modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a molécula de analito €
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um monossacarideo, em particular selecionado do grupo que consiste em
ribose, desoxirribose, arabinose, ribulose, glicose, manose, galactose, fucose,
frutose, N-acetilglucosamina, N- acetilgalactosamina, acido neuraminico, acido
N-acetilneurominico, etc. Em modalidades, a molécula de analito é um
oligossacarideo, em particular selecionado do grupo que consiste em um
dissacarideo, trissacarideo, tetrassacarideo, polissacarideo. Em modalidades
do quarto aspecto da presente invencdo, o dissacarideo € selecionado a partir
do grupo que consiste em sacarose, maltose e lactose. Nas modalidades do
quarto aspecto da presente invencdo, a molécula de analito € uma substancia
que compreende a fragdo mono-, di-, tri-, tetra-, oligo- ou polissacarideo
descrita acima.

[000151] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo azida como grupo
funcional que é selecionado do grupo que consiste em alquila ou arila azida.
Em modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a molécula de
analito compreendendo um ou mais grupos azida é selecionada a partir do
grupo que consiste em Zidovudina e Azidocilina.

[000152] Essas moléculas de analito podem estar presentes
em amostras biologicas ou clinicas, como liquidos corporais, por exemplo,
sangue, soro, plasma, urina, saliva, fluido espinhal, etc., tecidos ou extratos
celulares, etc. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencao, a(s)
molécula(s) de analito estdo presentes em uma amostra biolégica ou clinica
selecionada do grupo que consiste em sangue, soro, plasma, urina, saliva,
fluido espinhal e uma mancha de sangue seco. Em algumas modalidades do
quarto aspecto da presente invencdo, as moléculas de analito podem estar
presentes em uma amostra que é uma amostra purificada ou parcialmente
purificada, por exemplo, uma mistura ou extrato de proteina purificada ou

parcialmente purificada.
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[000153] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa X é selecionada a partir do grupo que consiste em
unidade reativa de carbonila, unidade reativa de dieno, unidade reativa de
hidroxila, unidade reativa de amino, uma unidade reativa de imina, uma
unidade reativa de tiol, uma unidade reativa de diol, uma unidade reativa de
fenol, unidade reativa de epodxido, uma unidade reativa de dissulfeto e uma
unidade reativa de azido.

[000154] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, a unidade reativa X € uma unidade reativa de carbonila, que é capaz
de reagir com qualquer tipo de molécula possuindo um grupo carbonila. Em
modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a unidade reativa de
carbonila é selecionada a partir do grupo que consiste em unidade reativa de
carboxila, unidade reativa de ceto, unidade reativa de aldeido, unidade reativa
de anidrido, unidade reativa de éster carbonilico e unidade reativa de imida. Em
modalidades do quarto aspecto da presente invencéo, a unidade reativa de
carbonila pode ter um atomo N supernucleofilico fortalecido pelo efeito a
através de um atomo O ou N adjacente NH2-N/O ou uma molécula de ditiol.
Em modalidades do quarto aspecto da presente invencédo, a unidade reativa de
carbonila é selecionada a partir do grupo:

(1 uma unidade hidrazina, por exemplo, uma unidade H2N-
NH-, ou H2N-NR?-, em que R! é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos
ou Ci-salquila, particularmente Ci1 ou C2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou alcoxi Ci-3,

(i) uma unidade de hidrazida, em particular, uma unidade
carbo-hidrazida ou uma sulfo-hidrazida, em particular, uma unidade H2N-NH-
C(O)- ou H2N-NR?-C(O)-,

em que R? é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos ou C1-4

alquila, particularmente Ci1 ou C:2 alquila, opcionalmente substituido, por
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exemplo, com halo, hidroxila e/ou Ci-zalcoxi,

(i) uma unidade hidroxilamino, por exemplo, uma unidade
H2N-O-, e

(iv) uma unidade ditiol, particularmente uma unidade 1,2-ditiol
ou 1,3-ditiol.

[000155] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, em que a unidade reativa de carbonila é uma unidade reativa de
carboxila, as unidades reativas de carboxila reagem com grupos carboxila em
uma molécula de analito. Na modalidade do quarto aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa carboxila é selecionada a partir do grupo que
consistem em uma unidade de diazo, um haleto de alquila, amina, e unidade de
hidrazina.

[000156] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, a unidade reativa X € uma unidade reativa de dieno, que é capaz de
reagir com um analito compreendendo um grupo dieno. Em modalidades do
quarto aspecto da presente invencao, a unidade reativa de dieno é selecionada
a partir do grupo que consiste em reagentes do tipo Cookson, por exemplo,
1,2,4-triazolin-3,5-dionas, que sao capazes de atuar como diendfilos.

[000157] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, a unidade reativa X é uma unidade reativa de hidroxila, que é capaz
de reagir com um analito compreendendo um grupo hidroxila. Em modalidades
do quarto aspecto da presente invencéo, as unidades reativas de hidroxila s&o
selecionadas a partir do grupo que consiste em cloretos de sulfonila, ésteres
carboxilicos ativados (NHS ou imidazolida) e fluoro aromatos/heteroaromatos
capazes de substituicdo nucleofilica do fltor (T. Higashi J Steroid Biochem Mol
Biol. 2016 Sep;162:57-69). Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencédo, a unidade reativa X é uma unidade reativa de diol que reage com um

grupo diol em uma molécula de analito. Em modalidades do quarto aspecto da
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presente invencdo, em que a unidade reativa é uma unidade reativa de 1,2 diol,
a unidade reativa de 1,2 diol compreende &acido bordnico. Em outras
modalidades, os didis podem ser oxidados nas respectivas cetonas ou aldeidos
e, em seguida, reagir com unidades reativas X de cetona/aldeido.

[000158] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencéo, a unidade reativa de amino reage com grupos amino em uma
molécula de analito. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencao,
a unidade reativa de amino é selecionada a partir do grupo que consiste em
grupo éster ativo, tal como éster de N-hidroxi succinimida (NHS) ou sulfo éster
de NHS, éster pentafluorofenilico, éster cabonilimidazol, ésteres de &cido
quadratico, um éster de hidroxibenzotriazol (HOBt), éster de 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAt) e uma unidade de cloreto de sulfonila.

[000159] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, a unidade reativa de tiol reage com um grupo tiol em uma molécula
de analito. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencao, a unidade
reativa de tiol é selecionada a partir do grupo que consiste em grupo
haloacetila, em particular selecionado a partir do grupo que consiste em
unidade Br/I-CH2-C(=0)-, unidade acrilamida/éster, unidade de imida
insaturada, tais como unidade de metilsulfonil feniloxadiazol e cloreto de
sulfonila.

[000160] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencéo, a unidade reativa de fenol reage com grupos fenol em uma molécula
de analito. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencao, a unidade
reativa de fenol é selecionada a partir do grupo que consiste em unidade de
éster ativa, tal como éster de N-hidroxi succinimida (NHS) ou éster de sulfo-
NHS, éster pentafluorofenilico, éster de carbonilimidazol, ésteres de acido
quadratico, um éster de hidroxibenzotriazol (HOBt), éster de 1-hidroxi-7-

azabenzotriazol (HOAt) e uma unidade de cloreto de sulfonila. Grupos fenol
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presentes em uma molécula de analito podem ser reagidos com triazol diona
por meio de uma reacdo (H. Ban et al J. Am. Chem. Soc., 2010, 132 (5), pp
1523-1525) ou por diazotizagdo ou, alternativamente, por orto nitragdo seguida
por reducdo a uma amina que pode entdo reagir com um reagente reativo de
amina.

[000161] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa X é uma unidade reativa de epoxido, que é capaz
de reagir com um analito compreendendo um grupo epéxido. Em modalidades
do quarto aspecto da presente invencdo, a unidade reativa de epoOxido é
selecionada a partir do grupo que consiste em amino, tiol, atomo N
supernucleofilico fortalecido pelo efeito a através de um atomo O ou N
adjacente da molécula NH2-N/O. Em modalidades do quarto aspecto da
presente invengdo, a unidade reativa de epdxido € selecionada a partir do
grupo:

(1 uma unidade hidrazina, por exemplo, uma unidade H2N-
NH-, ou H2N-NR?-, em que R! é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos
ou Cisalquila, particularmente C1 ou C2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou alcoxi Ci-3,

(i) uma unidade de hidrazida, em particular, uma unidade
carbo-hidrazida ou uma sulfo-hidrazida, em particular, uma unidade H2N-NH-
C(O)- ou H2N-NR?-C(O)-,

em que R? é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos ou C1-4
alquila, particularmente Ci ou C:2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou Ci-3 alcoxi, e

(iii) uma unidade hidroxilamino, por exemplo uma unidade
H2N-O-.

[000162] Em modalidades do quarto aspecto da presente

invencéao, a unidade reativa X € uma unidade reativa de dissulfeto, que é capaz
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de reagir com um analito compreendendo um grupo dissulfeto. Em
modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a unidade reativa de
dissulfeto é selecionada a partir do grupo que consiste em tiol. Em outras
modalidades, o grupo dissulfeto pode ser reduzido ao respectivo grupo tiol e,
em seguida, reagir com as unidades X reativas com tiol.

[000163] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa X € uma unidade reativa de azido que reage com
grupos azido em uma molécula de analito. Em modalidades do quarto aspecto
da presente invencdo, a unidade reativa com azido reage com grupos azido
através da cicloadicdo azida-alquino. Em modalidades do quarto aspecto da
presente invencdo, a unidade azido-reativa € selecionada a partir do grupo que
consiste em alquino (alquil ou aril), alquino linear ou alquino ciclico. A reacgéo
entre 0 azido e o alcino pode ocorrer com ou sem 0 uso de um catalisador. Em
outras modalidades do quarto aspecto da presente invengédo, o grupo azido
pode ser reduzido ao respectivo grupo amino e, em seguida, reagido com
unidades reativas X de amino.

[000164] Os compostos de formula A compreendem uma
unidade de perda neutra Y. A unidade de perda neutra Y é capaz de perder
uma fracdo (uma entidade neutra) sem carga. A unidade de perda neutra Y é
capaz de fragmentacado, ou seja, sob condicbes de MS, por exemplo, quando
submetida a dissociagéo induzida por coliséo (CID), por exemplo, em MS triplo
quadrupolo, em que uma entidade neutra € liberada. A entidade neutra perdida
€ um anico atomo ou uma pluralidade de atomos. Apds a liberagdo da entidade
neutra, o restante da unidade de perda neutra Y ainda permanece neutra.
Normalmente, mas ndo necessariamente, uma entidade neutra é liberada. Em
modalidades particulares do quarto aspecto da presente invencdo, duas
entidades neutras séo liberadas.

[000165] Em modalidades do quarto aspecto da presente
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invencgao, a unidade de perda neutra Y libera pelo menos uma entidade neutra
apos ionizacdo. A entidade neutra € uma entidade neutra de baixo peso
molecular, em particular em uma faixa de 10-100 Da, em particular 20-80 Da,
em particular 25-65 Da. Em particular, a entidade neutra tem um peso
molecular de 100 Da ou menos, em particular de 80 Da ou menos, em
particular de 70 Da ou menos, em particular de 50 Da ou menos, em particular
de 30 Da ou menos.

[000166] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a entidade neutra € selecionada a partir do grupo que consiste em
N2, NO, NO2, Sz, SO, SO2, CO, CO2. Em modalidades particulares, a entidade
neutra é Na.

[000167] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, a perda da entidade neutra leva a uma redugdo da razéo
massa/carga (m/z) em -28 Da (no caso de perda de N2 ou CO), -30 Da (no caso
de perda de NO), -44 Da (no caso de perda de COz), -46 Da (no caso de perda
de NO2), -48 Da (no caso de perda de SO) ou -64 Da (no caso de perda de S2
ou SO2).

[000168] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, uma entidade neutra € liberada. Em modalidades do quarto aspecto
da presente invencéo, duas entidades neutras séo liberadas. Em patrticular, a
segunda entidade neutra liberada é diferente da primeira entidade neutra
liberada. A liberagdo da segunda entidade neutra ocorre simultaneamente ou
subsequentemente a liberacdo da primeira entidade neutra. Em particular, a
liberacdo da segunda entidade neutra ocorre simultaneamente a liberacdo da
primeira entidade neutra, ou seja, ambas as entidades neutras séo liberadas ao
mesmo tempo, ou seja, em um unico evento de fragmentacao.

[000169] Em modalidades do quarto aspecto da presente

invencao, a unidade de perda neutra Y compreende ou consiste em uma fracéo
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ciclica que é capaz de fragmentacdo. Em modalidades do quarto aspecto da
presente invengdo, a unidade de perda neutra Y compreende ou consiste em
uma fracdo heterociclica de 4, 5 ou 6 membros, particularmente uma fracao
heterociclica de 4, 5, 6 membros com pelo menos 2 heteroatomos adjacentes
uns aos outros, em particular dois atomos N adjacentes uns aos outros. Na
modalidade do quarto aspecto da presente invencdo, a unidade de perda
neutra Y compreende ou consiste em triazol, tetrazol, tetrazina, oxadiazol,
fracdo tiadiazol ou um derivado hidrogenado dos mesmos. Em modalidades do
quarto aspecto da presente invencdo, a unidade de perda neutra Y
compreende ou consiste em uma fracdo 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, 1,4,5-triazol,
fracdo 3,4,5-triazol, uma fracéo 1,2,3,4-tetrazol, 2,3,4,5-tetrazol ou uma fracao
2,3,5,6 tetrazol ou uma fragcdo 1,2,4,5 tetrazina. Em modalidades do quarto
aspecto da presente invencdo, a unidade de perda neutra Y compreende ou
consiste em uma fragédo 1,2,3-triazol ou 1,2,4-triazol, ou uma fracéo 1,2,3,4-
tetrazol, ou uma fracdo 1,2,4,5 tetrazina.

[000170] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, a unidade carregada Z € permanentemente carregada, em particular
sob condicfes neutras, em particular a um valor de pH de 6-8.

[000171] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a unidade carregada Z é carregada positivamente ou negativamente,
de preferéncia carregada positivamente.

[000172] Em modalidades do quarto aspecto da presente

invencéao, a unidade carregada Z compreende ou consiste em:

0] pelo menos uma fragdo carregada positivamente;
ou
(i) pelo menos uma fragdo carregada negativamente.

[000173] Em modalidades do quarto aspecto da presente

invencédo, a unidade carregada Z é uma unidade carregada positivamente. Em
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modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a unidade carregada
positivamente Z, é escolhida de uma maneira que o composto de férmula A
resultante tenha um pKa de 10 ou mais, mais particularmente, tenha um pKa
de 12 ou mais. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencao, a
unidade carregada positivamente Z é selecionada a partir do grupo que
consiste em amonio primario, secundario, terciario ou quaternario, sulfénio,
imidazélio, piridinio ou um fosfénio. Em modalidades particulares do quarto
aspecto, a fracdo carregada positivamente € tri-metil-amonio, N,N-dimetil-
piperidinio ou N-alquil-quinuclidinio.

[000174] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, a unidade carregada Z é uma unidade carregada negativamente. Em
modalidades do quarto aspecto da presente invencao, a unidade Z carregada
negativamente é escolhida de uma maneira que o composto de formula A
resultante tenha um pKb de 10 ou mais, mais particularmente, tenha um pKb
de 12 ou mais. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencao, a
unidade Z carregada negativamente € selecionada a partir do grupo que
consiste em um fosfato, sulfato, sulfonato ou carboxilato.

[000175] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, o ligante ramificado L1 € um ligante trifuncional. Em modalidades do
quarto aspecto da presente invencdo, o ligante L1 é substituido ou néo
substituido. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencao, o ligante
trifuncional L1 ndo é protonavel. Em modalidades do quarto aspecto, o ligante
triftuncional L1 compreende 3 a 30 atomos de C, em particular 5-20 atomos de
C, em particular 8-16 atomos de C. Em modalidades, o ligante trifuncional L1
compreende 1 ou mais heteroatomos, em particular N, O ou S. Em
modalidades do quarto aspecto da presente invencéo, o ligante trifuncional L1

compreende pelo menos 4 heteroatomos, em particular 5, 6 ou 7 heteroatomos,

em particular N e/ou O. Em modalidades do quarto aspecto da presente
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invencao, o ligante trifuncional L1 compreende 5 heteroatomos, em particular 3
atomos de O e 2 4tomos de N.
[000176] Em modalidades do quarto aspecto da presente

invencgdo, o aduto tem uma estrutura de acordo com a formula B':

N
A>T
T-X-12 9
4
<>
formula B'
em que:

T, X', X, Y e Z, sao conforme definidos em detalhes acima, no que
diz respeito ao aduto de formula A,

L2, L3 e L4 sao ramificacdes de ligante, cada um individualmente
compreendendo C1-C10, em particular C1-C5, opcionalmente, cada um
individualmente compreendendo um ou mais heteroatomos, opcionalmente
cada um individualmente sendo substituido ou ndo substituido, e

em que as ramificagdes de ligante L2, L3 e L4, juntas, formam o
ligante L1 ramificado, em particular o trifuncional, conforme definido acima.

[000177] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencgao, as ramificagdes de ligante L2, L3 e L4 s&o cada uma individualmente
ligante linear.

[000178] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencgao, as ramificagdes de ligante L2, L3 e L4 tém o comprimento idéntico ou
diferente. Em particular, a ramificacdo de ligante L2 € mais longa do que as
ramificagOes de ligante L3 e L4, respectivamente. Em modalidades do quarto
aspecto da presente invencdo, a ramificacdo de ligante L2 tem um
comprimento de C3-C6. Em modalidades do quarto aspecto da presente

invencao, as ramificacdes de ligante L3 e L4 tém, cada uma, um comprimento
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de C1-C3. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencéo,
independentemente do comprimento de cada uma das ramificagbes,
individualmente cada ramificacdo de ligante L2, L3, L4 pode compreender um
ou mais heterodtomos. Em modalidades particulares do quarto aspecto da
presente invencao, todas as trés ramificacdes de ligante compreendem pelo
menos um heteroatomo. Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencao, o heteroatomo é N, S, P ou O, em particular N e/ou O.

[000179] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengao, a ramificagéo linear L4 compreende uma unidade de estabilizagéo.
Em modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, a unidade de
estabilizacdo evita a perda da unidade carregada Z durante o evento de
fragmentacdo. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencédo, a
unidade de estabilizacdo evita a perda da unidade carregada Z ao
desestabilizar a carbocacdo potencialmente formada. Em modalidades do
quarto aspecto da presente invencdo, a unidade de estabilizacdo é separada
por um atomo de C da unidade carregada Z. Em modalidades do quarto
aspecto da presente invencdo, a unidade de estabilizacdo compreende pelo
menos um heteroatomo. Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, a unidade de estabilizacdo € selecionada a partir do grupo que
consiste em CO, ou seus anéalogos isoelétricos, como SO ou SO2.

[000180] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, a ramificagdo de ligante L2 compreende 2-6 atomos de C e 1-3
heteroatomos. Em modalidades do quarto aspecto da presente invencdo, em
que o ramo de ligacdo L2 compreende 7 atomos de C, ele compreende 3
heteroatomos, em particular um atomo de O e N. Em modalidades do quarto
aspecto da presente invencgédo, em que o ramo de ligacdo L2 compreende 3, 4,
5 ou 6 atomos de C, ele compreende 2 heteroatomos, em particular um atomo

de O e N, em particular 1 atomo de N e 1 atomo de O. Em modalidades do
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quarto aspecto da presente invencdo, em que o ramo de ligagdo L2
compreende 2 4tomos de C, ele compreende 1 heteroatomo, em particular um
atomo de O.

[000181] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o ramo de ligagcdo L3 compreende 2-10 &tomos de C e 1-3
heteroatomos, em particular 2 heteroatomos, em particular 1 atomo de N e 1
atomo de O.

[000182] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o ramo de ligacdo L4 compreende 2-6 &tomos de C e 1-3
heterodtomos, em particular 1 ou 2 heteroatomos, em particular 1 atomo de N
ou 1 atomo de N e 1 atomo de O.

[000183] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o aduto tem uma estrutura de formula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacdo de uma unidade reativa de dieno X com uma molécula de
analito T, a unidade de perda neutra Y € uma unidade heterociclica de 5
membros e a unidade carregada Z € uma unidade permanentemente carregada
positivamente.

[000184] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o aduto tem uma estrutura de formula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacao de uma unidade de hidrazina X com uma molécula de analito
T, a unidade de perda neutra Y é uma fracdo heterociclica de 5 membros
compreendendo pelo menos 3 heteroatomos e a unidade carregada Z é um
grupo de amdnio terciario.

[000185] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, o aduto tem uma estrutura de férmula A’ ou férmula B', em que X'
resulta da reacéo de uma unidade de hidrazida X com uma molécula de analito
T, a unidade de perda neutra Y € uma unidade heterociclica de 5 membros

compreendendo pelo menos 3 heteroatomos e a unidade carregada Z é um
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grupo de amdnio terciério.

[000186] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o aduto tem uma estrutura de formula A' ou formula B', em que X'
resulta da reacdo de uma unidade de hidrazina X com uma molécula de analito
T, a unidade de perda neutra Y é uma fragdo heterociclica de 5 membros
compreendendo pelo menos 3 heterodtomos e a unidade carregada Z é uma
unidade de piperidina.

[000187] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o aduto tem uma estrutura de formula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacao de uma unidade de hidrazida X com uma molécula de analito
T, a unidade de perda neutra Y € uma unidade heterociclica de 5 membros
compreendendo pelo menos 3 heteroatomos e a unidade carregada Z é uma
unidade de piperidina.

[000188] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, o composto tem uma estrutura de férmula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacao de uma unidade de hidrazina X com uma molécula de analito
T, a unidade de perda neutra Y é uma fracdo heterociclica de 5 membros
compreendendo pelo menos 3 heteroatomos e a unidade carregada Z é uma
unidade de piridina.

[000189] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, o aduto tem uma estrutura de férmula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacdo de uma unidade de hidrazona X com uma molécula de
analito T, a unidade de perda neutra Y é uma unidade heterociclica de 5
membros compreendendo pelo menos 3 heteroatomos e a unidade carregada
Z é uma unidade de piridina.

[000190] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, o aduto tem uma estrutura de férmula A' ou formula B', em que X'

resulta da reacdo de um reagente do tipo Cookson com uma molécula de
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analito T, a unidade de perda neutra Y é uma unidade heterociclica de 5 membros
compreendendo pelo menos 3 heterodtomos e a unidade carregada Z € um grupo
de amdnio terciario.

[000191] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o aduto tem uma estrutura de formula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacdo de um reagente do tipo Cookson com uma molécula de
analito T, a unidade de perda neutra Y é uma unidade heterociclica de 5 membros
compreendendo pelo menos 3 heteroatomos e a unidade carregada Z é uma
unidade de piperidina.

[000192] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o aduto tem uma estrutura de formula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacdo de um reagente do tipo Cookson com uma molécula de
analito T, a unidade de perda neutra Y é uma unidade heterociclica de 5 membros
compreendendo pelo menos 3 heteroatomos e a unidade carregada Z é uma
unidade de piridina.

[000193] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o aduto tem uma estrutura de formula A' ou formula B', em que X'
resulta da reacdo de H2N-NH- com uma molécula de analito T, a unidade de perda
neutra Y é 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a
unidade carregada Z € uma unidade de aménio terciria.

[000194] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, o aduto tem uma estrutura de férmula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacdo de H2N-NH- com uma molécula de analito T, a unidade de perda
neutra Y é 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a
unidade carregada Z € uma unidade de piperidina.

[000195] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invengdo, o aduto tem uma estrutura de férmula A’ ou férmula B', em que X'

resulta da reacdo de H2N-NH- com uma molécula de analito T, a unidade de perda

Peticéo 870210006475, de 19/01/2021, pag. 215/296



72/141

neutra Y é 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a
unidade carregada Z é uma unidade de piridina.

[000196] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o aduto tem uma estrutura de formula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reagdo de H2N-O-C- com uma molécula de analito T, a unidade de
perda neutra Y € 1,2,3 -triazol, 1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina
e a unidade carregada Z € uma unidade dimetil-piperidina ou quinuclidina.

[000197] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o aduto tem uma estrutura de formula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacdo de 1,2,4-triazolin-3,5-diona com uma molécula de analito T, a
unidade de perda neutra Y é 1,2,3 -triazol, 1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou
1,2,4,5-tetrazina e a unidade carregada Z € uma fracdo de dimetil-piperidina ou
quinuclidina.

[000198] Em modalidades do quarto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de férmula A' ou férmula B', em que X'
resulta da reacdo de H2N-NH com uma molécula de analito T, a unidade de
perda neutra Y é azido-benzeno, ou 1,2,5-triazaespiro[2.4]hept-1-eno ou
metilsulfiniletano, e a unidade carregada Z é um espiro[2H-isoindol-2,1'-
pirrolidinio], 1,3-di-hidro ou 5-Azoniaspiro[4.4]nonano.

[000199] Em modalidades, o aduto de férmula B' é
selecionado a partir do grupo que consiste em

(i) Aduto 1:

(i) Aduto 2:
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HiC
3 \ +,CH3
N

[000200] Em um quinto aspecto, a presente invencédo refere-

se ao uso de um composto de férmula A:

X-11 ~

em que:

X € uma unidade reativa,

L1 é um ligante ramificado, em particular um ligante trifuncional,

Y é uma unidade de perda neutra,

Z é uma unidade carregada que compreende pelo menos uma
fracdo carregada permanentemente, em particular uma fracdo carregada
permanentemente,

incluindo qualquer sal do mesmo,

ou de uma composicdo ou kit compreendendo pelo menos um
composto de férmula A,

caracterizado por ser para a determinacdo de espectrometria de
massa de uma molécula de analito, em que a determinacdo de espectrometria
de massa compreende particularmente uma determinacdo de espectrometria
de massa em tandem, mais particularmente em um dispositivo triplo
guadrupolo.

[000201] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o uso de um composto de férmula A compreende 0 uso como um
reagente de derivatizacdo. Em modalidades do quinto aspecto da presente

invencdo, o composto de férmula A € usado para aumentar a sensibilidade da
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medicdo de MS. Em modalidades, o composto de férmula A é usado para
detectar o analito de interesse em um nivel inferior de detecg¢édo, em particular
em um nivel inferior de quantificacao.

[000202] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto de férmula A de acordo com a presente invencao
compreende uma unidade reativa X que é capaz de reagir com uma molécula
de analito. A unidade reativa X é capaz de reagir com uma molécula de analito
de tal modo que uma ligacdo covalente entre o composto de formula A e a
molécula de analito seja formada. Em modalidades do quinto aspecto da
presente invencgdo, a unidade reativa X forma uma ligagdo covalente com o
composto de férmula A. Em particular, a ligacdo covalente é formada entre a
unidade reativa X do composto de férmula A e um grupo funcional presente na
molécula do analito.

[000203] Dependendo dos grupos funcionais presentes na
molécula de analito a ser determinada, o técnico no assunto selecionara uma
unidade reativa X apropriada para o composto de formula A. E de
conhecimento comum decidir qual unidade reativa X se qualificarad para a
ligagdo a um grupo funcional de um analito de interesse.

[000204] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo funcional selecionado
do grupo que consiste em grupo carbonila, grupo dieno, grupo hidroxila, grupo
amina, grupo imina, grupo tiol, grupo diol, grupo fendlico, grupo epéxido, grupo
dissulfeto e grupo azida, cada um dos quais é capaz de formar uma ligacao
covalente com a unidade reativa X do composto de formula A. Além disso,
também esta contemplado no escopo da presente invencdo que um grupo
funcional esta presente em uma molécula de analito seria primeiro convertido
em outro grupo que esta mais prontamente disponivel para reacdo com a

unidade X reativa de compostos de formula A.
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[000205] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito € selecionada a partir do grupo que consiste
em esterdides, cetosterbides, secosterdides, aminodcidos, peptideos,
proteinas, carboidratos, &cidos graxos, lipideos, nucleosideos, nucleotideos,
acidos nucleicos e outras biomoléculas incluindo metabdlitos e cofatores de
moléculas pequenas, bem como drogas terapéuticas, drogas de abuso, toxinas
ou seus metabalitos.

[000206] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo carbonila como grupo
funcional que é selecionado a partir do grupo que consiste em um grupo acido
carboxilico, grupo aldeido, grupo ceto, um aldeido mascarado, grupo ceto
mascarado, grupo éster, grupo amida e grupo anidrido.

[000207] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, em que o grupo carbonila € um grupo amida, o técnico no assunto
esta bem ciente de que o grupo amida, como tal, € um grupo estavel, mas que
pode ser hidrolisado para converter o grupo amida em um grupo de &cido
carboxilico e um grupo amina. A hidrolise do grupo amida pode ser alcancada
por meio da reacdo catalisada por acido/base ou por processo enzimético,
qualquer um dos quais é bem conhecido pelo técnico. Em modalidades do
quinto aspecto da presente inveng¢do, em que 0 grupo carbonila € um grupo
aldeido mascarado ou um grupo ceto mascarado, 0 respectivo grupo € um
grupo hemiacetal ou grupo acetal, em particular um grupo hemiacetal ciclico ou
grupo acetal. Nas modalidades do quinto aspecto da presente invencéo, o
grupo acetal, € convertido em um grupo aldeido ou ceto antes da reacdo com o
composto de férmula A.

[000208] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invengdo, o grupo carbonila € um grupo ceto. Em modalidades do quinto

aspecto da presente invencéo, o grupo ceto pode ser transferido para um grupo
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imina intermediario antes de reagir com a unidade reativa de compostos de
formula A. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, a
molécula de analito compreendendo um ou mais grupos ceto € um
cetosterdide. Em modalidades particulares do quinto aspecto da presente
invencdo, o cetosteréide é selecionado a partir do grupo que consiste em
testosterona, epitestosterona, dihidrotestosterona (DHT),
desoximetiltestosterona (DMT), tetrahidrogestrinona (THG), aldosterona,
estrona, 4-hidroxiestrona, 2- metoxiestrona, 2-hidroxiestrona, 16-cetoestradiol,
16 alfa-hidroxiestrona, 2-hidroxiestrona-3-metiléter, prednisona, prednisolona,
pregnenolona, progesterona, DHEA (dehidroepiandrosterona), 17-OH
pregnenolona, 17-OH progesterona, 17-OH progesterona, androsterona,
epiandrosterona e delta 4 androstenediona) 11-desoxicortisol corticosterona,
21-desoxicortisol, 11-desoxicorticosterona, alopregnanolona e aldosterona.
[000209] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o grupo carbonila € um grupo carboxila. Em modalidades do quinto
aspecto da presente invencdo, o grupo carboxila reage diretamente com o
composto de formula A ou é convertido em um grupo éster ativado antes da
reacdo com o composto de formula A. Nas modalidades do quinto aspecto da
presente invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou mais grupos
carboxila é selecionada a partir do grupo que consiste em acido AS8-
Tetrahidrocanabinol, Benzoilecgonina, acido Salicilico, acido 2-hidroxibenzaico,
Gabapentina, Pregabalina, acido Valpréico, Vancomicina, Metotrexato, acido
Micofendlico, Montelucaste, Repaglinida, Furosemida, Telmisartan, Gemfibrozil,
Diclorofenaco, Ibuprofeno, Indometacina, Zomepirac, Isoxepac e Penicilina. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, a molécula de analito
compreendendo um ou mais grupos carboxila € um aminoacido selecionado do
grupo que consiste em arginina, lisina, acido aspartico, acido glutamico,

glutamina, asparagina, histidina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptofano,
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alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenialanina, valina, prolina e glicina.

[000210] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o grupo carbonila € um grupo aldeido. Em modalidades do quinto
aspecto da presente invencdo, o grupo aldeido pode ser transferido para um
grupo imina intermediario antes de reagir com a unidade reativa de compostos
de férmula A. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencao, a
molécula de analito compreendendo um ou mais grupos aldeido sé&o
selecionados do grupo que consiste em Piridoxal, N-Acetil-D-glucosamina,
Alcaftadina, Estreptomicina, Josamicina.

[000211] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o grupo carbonila € um grupo éster carbonila. Em modalidades do
quinto aspecto da presente invengcdo, a molécula de analito compreendendo
um ou mais grupos éster € selecionada a partir do grupo que consiste em
Cocaina, Heroina, Ritalina, Aceclofenaco, Aceticolina, Amcinonida, Amiloxato,
Amilocaina, Anileridina, Aranidipina e Artesunato, Petidina.

[000212] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o grupo carbonila € um grupo anidrido. Em modalidades do quinto
aspecto da presente invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou
mais grupos anidrido € selecionada a partir do grupo que consiste em
Cantaridina, Anidrido Succinico, Anidrido Trimelitico e Anidrido Maleico.

[000213] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos dieno, em
particular, grupos dieno conjugados, como grupo funcional. Em modalidades do
quinto aspecto da presente invengdo, a molécula de analito compreendendo
um ou mais grupos dieno é um secosteroide. Em modalidades, o secosteroide
€ selecionado a partir do grupo que consiste em Colecalciferol (Vitamina D3),
Ergocalciferol (Vitamina D2), Calcidiol, Calcitriol, Taquisterol, Lumisterol e

Tacalcitol. Em particular, o secosteroide é Vitamina D, em patrticular, Vitamina
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D2 ou D3 ou derivados das mesmas. Em modalidades particulares, o
secosterdide € selecionado do grupo que consiste em Vitamina D2, Vitamina
D3, 25-Hidroxi Vitamina D2, 25-Hidroxi Vitamina D3, 3-Epi-25-Hidroxi Vitamina
D2, 3-Epi-25-Hidroxi Vitamina D3, 1,25-Di-hidroxi Vitamina D2, 1,25-Di-hidroxi
Vitamina D3, 24,25-Diidroxi Vitamina D2 e 24,25-Di-hidroxi Vitamina D3,
Vitamina A, Tretinoina, Isotretinoina, Alitretinoina, Natamicina, Sirolimus,
Anfotericina B, Nistatina, Everolimo, Tensirolimo, Fidaxomicina.

[000214] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, a molécula de analito compreende um ou mais grupos hidroxila como
grupo funcional. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencgao, a
molécula de analito compreende um Unico grupo hidroxila ou dois grupos
hidroxila. Em modalidades em que mais de um grupo hidroxila esta presente,
os dois grupos hidroxila podem ser posicionados adjacentes um ao outro (1,2
diol) ou podem ser separados por 1, 2 ou 3 atomos de C (1,3-diol, 1,4-diol, 1,5-
diol, respectivamente). Em modalidades particulares do quinto aspecto, a
molécula de analito compreende um grupo 1,2 diol. Em modalidades em que
apenas um grupo hidroxila esta presente, o referido analito € selecionado do
grupo que consiste em alcool primario, alcool secundario e alcool terciario. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, em que a molécula de
analito compreende um ou mais grupos hidroxila, o analito é selecionado do
grupo que consiste em alcool benzilico, Mentol, L-Carnitina, Piridoxina,
Metronidazol, Mononitrato de Isossorbida, Guaifenesina, Clavulanato, Migitol,
Zalcitabina, Isoprenalina, Aciclovir, Metocarbamol, Tramadol, Venlafaxina,
Atropina, Clofedanal, alfa-Hidroxi-alprazolam, alfa-Hidroxi-triazolam,
Lorazepam, Oxazepam, Temazepam, Etil glucuronido, Etilmorfina, Morfina,
Morfina-3-glucuronido, Buprenorfina, = Codeina, Di-Hidrocodeina, p-
Hidroxipropoxifeno, O-Desmetiltramadol, Di-hidroquinidina, Quinidina. Nas

modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, em que a molécula de
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analito compreende mais de um grupo hidroxila, o analito & selecionado do
grupo que consiste em Vitamina C, Glucosamina, Manitol, Tetra-
hidrobiopterina, Citarabina, Azacitidina, Ribavirina, Floxuridina, Gemcitadina,
Estreptozocina, Adenosina, Vibarabina, Cladribina, Estriol, Trifluridina,
Clofarabina, Nadolol, Zanamivir, Lactulose, Monofosfato de adenosina,
Idoxuridina, Regadenoson, Lincomicina, Clindamicina, Canagliforcina,
Tobramicina, Netilmicina, Canamicina, Ticagrelor, Epirrubicina, Doxorrubicina,
Arbecacina, Estreptomicina, Ouabaina, Amicacina, Neomicina, Framicetina,
Paromomicina, Eritromicina, Claritromicina, Azitromicina, Vindesina, Digitoxina,
Digoxina, Metrizamida, Acetildigitoxina, Deslanoside, Fludarabina, Clofarabina,
Gemcitabina, Citarabina, Capecitabina, Vindicadina, Trifarabina, ldoxuridina e
Plicamicina.

[000215] Nas modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, a molécula de analito compreende um ou mais grupos tiol (incluindo,
mas nao se limitando a grupos alquil-tiol e tiol-arila) como grupo funcional. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, a molécula de analito
compreendendo um ou mais grupos tiol é selecionada a partir do grupo que
consiste em acido Tiomandélico, DL-Captopril, DL-Tiorfano, N-Acetilcisteina, D-
Penicilamina, Glutationa, L-Cisteina, Zefenoprilato, Tiopronina, Dimercaprol,
Succimero.

[000216] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos dissulfeto
como grupo funcional. Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéo, a molécula de analito compreendendo um ou mais grupos dissulfeto
€ selecionada a partir do grupo que consiste em Dissulfeto de Glutationa,
Dipiritiona, Sulfeto de Selénio, Dissulfiram, Acido Lipdico, L-Cistina,
Fursultiamina, Octreotida, Desmopressina, Vapreotide, Terlipressina,

Linaclotide, Peginesatide.
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[000217] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos epéxido como
grupo funcional. Nas modalidades do quinto aspecto da presente invencéo, a
molécula de analito compreendendo um ou mais grupos epodxidos €
selecionada a partir do grupo que consiste em Carbamazepina 10,11 epoxido,
Carfilzomib, Furosemida epoxido e Fosfomicina, Sevelamer, Cerulenina,
Escopolamina, Tiotrépio, Metil-escopolamina brometo, Eplerenona, Mupirocina,
Natamicina, Carfilzomib, Troleandomicina.

[000218] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um ou mais grupos fenol como
grupo funcional. Em modalidades particulares do quinto aspecto da presente
invencdo, moléculas de analito compreendendo um ou mais grupos fenol sdo
esterdides ou compostos semelhantes a esterdides. Em modalidades do quinto
aspecto da presente invencdo, a molécula de analito compreendendo um ou
mais grupos fenol é um esteréide ou um composto semelhante a esteréide
tendo um anel A que é sp? hibridizado e um grupo OH na posicdo 3 do anel A.
Em modalidades particulares do quinto aspecto da presente invencgédo, o
esterdide ou molécula de analito semelhante a esterdide é selecionada a partir
do grupo que consiste em estrogénio, compostos semelhantes a estrogénio,
estrona (El), estradiol (E2), 17a-estradiol, 17p- estradiol, estriol (E3), 16-
epiestriol, 17-epiestriol e 16, 17-epiestriol e/ou seus metabdlitos. Nas
modalidades, os metabdlitos sdo selecionados a partir do grupo que consiste
em estriol, 16-epiestriol (16-epiE3), 17-epiestriol (17-epiE3), 16,17-epiestriol
(16,17-epiE3), 16-cetoestradiol (16-cetoE2), 16a-hidroxiestrona (16a-OHEI), 2-
metoxiestrona (2-MeOEl), 4-metoxiestrona (4-MeOEl), 2-hidroxiestrona-3-éter
metilico (3-MeOEl), 2-metoxiestradiol (2-MeOE2), 4-metoxiestradiol (4-MeOE?2),
2-hidroxiestrona (20HE1), 4-hidroxiestrona (4-OHEL1), 2-hidroxiestradiol (2-

OHE2), estrona (El), sulfato de estrona (Els), 17a-estradiol (E2a), 17p-estradiol
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(E2b), sulfato de estradiol (E2s), equilina (EQ), 17a-di-hidroequilina (EQa), 17p-
di-hidroequilina (EQb), Eqilenina (EN), 17-di-hidroequilenina (ENa) 178- di-
hidroequilenina (ENDb), A8,9-desidroestrona (dEl), A8,9-desidroestrona sulfato
(dEls), A9-Tetra-hidrocanabinol, &cido micofendlico.

[000219] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo amina como grupo
funcional. Em modalidades do quinto aspecto da presente invengéo, 0 grupo
amina é uma alquil-amina ou um grupo aril-amina. Nas modalidades do quinto
aspecto da presente invencdo, o analito compreendendo um ou mais grupos
amina é selecionado a partir do grupo que consiste em proteinas e peptideos.
Em modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, a molécula de
analito compreendendo um grupo amina € selecionada a partir do grupo que
consiste em 3,4-metilendioxianfetamina, 3,4-metilendioxi-N-etilanfetamina, 3,4-
metilenodioximetanfetamina, anfetamina, metanfetamina, N-metil-1,3-
benzodioxolilbutanamina, 7-Aminoclonazepam, 7-aminoflunitrazepam, 3,4-
Dimetilmetcatinona, 3-Fluorometcatinona, 4-Metoximetcatinona, 4-
Metiletcatinona, 4-Metilmetcatinona, Anfepramona, Butilona, Metilmetona,
Ethcathinone, Flefedrona, Metcatinona, Metilona, Methylendioxypyrovaleron,
Benzoilecgonina, Dehydronorketamine, Cetamina, Norcetamina, Metadona,
Normetadona, 6-acetilmorfina, Diacetilmorfina, Morfina, Norhydrocodone,
Oxicodona, Oximorfona, Fenciclidina, Norpropoxyphene, Amitriptilina,
Clomipramina, Dothiepin, doxepina, Imipramina, Nortriptilina, Trimipramina,
Fentanila, Glicilxilidida, Lidocaina, Monoetilglicilxilidida, N-Acetil Procainamida,
Procainamida, Pregabalina, 2-Metilamino-1-(3, 4-metilendioxifenil) butano, 2-
Amino-1-(3,4-metilendioxifenil)  butano, = Normeperidina, = O-Destramadol,
Tramadol, Lidocaina, N-Acetil Procainamida, Procainamida, Gabapentina,
Lamotrigina, Teofilina, Amicacina, Gentamicina, Tobramicina, Vancomicina,

Metotrexat, Gabapentina, Sisomicina e 5-Metilcitosina.
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[000220] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito € um carboidrato ou substancia com uma
fracdo de carboidrato, por exemplo, uma glicoproteina ou um nucleosideo. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, a molécula de analito é
um monossacarideo, em particular selecionado do grupo que consiste em
ribose, desoxirribose, arabinose, ribulose, glicose, manose, galactose, fucose,
frutose, N-acetilglucosamina, N- acetilgalactosamina, acido neuraminico, acido
N-acetilneurominico, etc. Em modalidades, a molécula de analito € um
oligossacarideo, em particular selecionado do grupo que consiste em um
dissacarideo, trissacarideo, tetrassacarideo, polissacarideo. Em modalidades
do quinto aspecto da presente invencao, o dissacarideo é selecionado a partir
do grupo que consiste em sacarose, maltose e lactose. Em modalidades do
quinto aspecto da presente invencdo, a molécula de analito € uma substancia
que compreende a fragdo mono-, di-, tri-, tetra-, oligo- ou polissacarideo
descrita acima.

[000221] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a molécula de analito compreende um grupo azida como grupo
funcional que é selecionado do grupo que consiste em alquila ou arila azida.
Em modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, a molécula de
analito compreendendo um ou mais grupos azida € selecionada a partir do
grupo que consiste em Zidovudina e Azidocilina.

[000222] Essas moléculas de analito podem estar presentes
em amostras biolégicas ou clinicas, como liquidos corporais, por exemplo,
sangue, soro, plasma, urina, saliva, fluido espinhal, etc., tecidos ou extratos
celulares, etc. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencao, a(s)
molécula(s) de analito estdo presentes em uma amostra biolégica ou clinica
selecionada do grupo que consiste em sangue, soro, plasma, urina, saliva,

fluido espinhal e uma mancha de sangue seco. Em algumas modalidades do
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quinto aspecto da presente invencdo, as moléculas de analito podem estar
presentes em uma amostra que é uma amostra purificada ou parcialmente
purificada, por exemplo, uma mistura ou extrato de proteina purificada ou
parcialmente purificada.

[000223] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa X é selecionada a partir do grupo que consiste em
unidade reativa de carbonila, unidade reativa de dieno, unidade reativa de
hidroxila, unidade reativa de amino, uma unidade reativa de imina, uma
unidade reativa de tiol, uma unidade reativa de diol, uma unidade reativa de
fenol, unidade reativa de epodxido, uma unidade reativa de dissulfeto e uma
unidade reativa de azido.

[000224] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, a unidade reativa X € uma unidade reativa de carbonila, que é capaz
de reagir com qualquer tipo de molécula possuindo um grupo carbonila. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, a unidade reativa de
carbonila é selecionada a partir do grupo que consiste em unidade reativa de
carboxila, unidade reativa de ceto, unidade reativa de aldeido, unidade reativa
de anidrido, unidade reativa de éster carbonilico e unidade reativa de imida. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, a unidade reativa de
carbonila pode ter um atomo N supernucleofilico fortalecido pelo efeito a
através de um atomo O ou N adjacente NH2-N/O ou uma molécula de ditiol.
Em modalidades do quinto aspecto da presente invencéo, a unidade reativa de
carbonila é selecionada a partir do grupo:

(@ uma unidade hidrazina, por exemplo, uma unidade H2N-
NH-, ou H2N-NR?-, em que R! é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos
ou Ci-salquila, particularmente Ci1 ou C2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou alcoxi C1-3,

(i) uma unidade de hidrazida, em particular, uma unidade
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carbo-hidrazida ou uma sulfo-hidrazida, em particular, uma unidade H2N-NH-
C(0)- ou H2N-NR?-C(0)-,

em que R? é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos ou C1-4
alquila, particularmente Ci1 ou C:2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou Ci-zalcoxi,

(i) uma unidade hidroxilamino, por exemplo, uma unidade
H2N-O-, e

(iv) uma unidade ditiol, particularmente uma unidade 1,2-ditiol
ou 1,3-ditiol.

[000225] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, em que a unidade reativa de carbonila é uma unidade reativa de
carboxila, as unidades reativas de carboxila reagem com grupos carboxila em
uma molécula de analito. Na modalidade do quinto aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa carboxila é selecionada a partir do grupo que
consistem em uma unidade de diazo, um haleto de alquila, amina, e unidade de
hidrazina.

[000226] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, a unidade reativa X € uma unidade reativa de dieno, que é capaz de
reagir com um analito compreendendo um grupo dieno. Em modalidades do
quinto aspecto da presente invencédo, a unidade reativa de dieno é selecionada
a partir do grupo que consiste em reagentes do tipo Cookson, por exemplo,
1,2,4-triazolin-3,5-dionas, que sédo capazes de atuar como diendfilos.

[000227] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéao, a unidade reativa X € uma unidade reativa de hidroxila, que é capaz
de reagir com um analito compreendendo um grupo hidroxila. Em modalidades
do quinto aspecto da presente invencgédo, as unidades reativas de hidroxila s&o
selecionadas a partir do grupo que consiste em cloretos de sulfonila, ésteres

carboxilicos ativados (NHS ou imidazolida) e fluoro aromatos/heteroaromatos
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capazes de substituicdo nucleofilica do fltor (T. Higashi J Steroid Biochem Mol
Biol. 2016 Sep;162:57-69). Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa X é uma unidade reativa de diol que reage com um
grupo diol em uma molécula de analito. Em modalidades do quinto aspecto da
presente invencdo, em que a unidade reativa é uma unidade reativa de 1,2 diol,
a unidade reativa de 1,2 diol compreende &acido bordnico. Em outras
modalidades, os didis podem ser oxidados nas respectivas cetonas ou aldeidos
e, em seguida, reagir com unidades reativas X de cetona/aldeido.

[000228] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencédo, a unidade reativa de amino reage com grupos amino em uma
molécula de analito. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencao,
a unidade reativa de amino é selecionada a partir do grupo que consiste em
grupo éster ativo, tal como éster de N-hidroxi succinimida (NHS) ou sulfo éster
de NHS, éster pentafluorofenilico, éster cabonilimidazol, ésteres de &cido
quadratico, um éster de hidroxibenzotriazol (HOBt), éster de 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAt) e uma unidade de cloreto de sulfonila.

[000229] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, a unidade reativa de tiol reage com um grupo tiol em uma molécula
de analito. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencéo, a unidade
reativa de tiol é selecionada a partir do grupo que consiste em grupo
haloacetila, em particular selecionado a partir do grupo que consiste em
unidade Br/I-CH2-C(=0)-, unidade acrilamida/éster, unidade de imida
insaturada, tais como unidade de metilsulfonil feniloxadiazol e cloreto de
sulfonila.

[000230] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéo, a unidade reativa de fenol reage com grupos fenol em uma molécula
de analito. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencédo, a unidade

reativa de fenol é selecionada a partir do grupo que consiste em unidade de
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éster ativa, tal como éster de N-hidroxi succinimida (NHS) ou éster de sulfo-
NHS, éster pentafluorofenilico, éster de carbonilimidazol, ésteres de acido
quadratico, um éster de hidroxibenzotriazol (HOBt), éster de 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAt) e uma unidade de cloreto de sulfonila. Grupos fenol
presentes em uma molécula de analito podem ser reagidos com triazol diona
por meio de uma reacdo (H. Ban et al J. Am. Chem. Soc., 2010, 132 (5), pp
1523-1525) ou por diazotizagdo ou, alternativamente, por orto nitragdo seguida
por reducdo a uma amina que pode entdo reagir com um reagente reativo de
amina.

[000231] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa X é uma unidade reativa de epdxido, que é capaz
de reagir com um analito compreendendo um grupo epéxido. Em modalidades
do quinto aspecto da presente invencdo, a unidade reativa de epdxido é
selecionada a partir do grupo que consiste em amino, tiol, 4&omo N
supernucleofilico fortalecido pelo efeito a através de um atomo O ou N
adjacente da molécula NH2-N/O. Em modalidades do quinto aspecto da
presente invencao, a unidade reativa de epdxido é selecionada a partir do
grupo:

0] uma unidade hidrazina, por exemplo, uma unidade H2N-
NH-, ou H2N-NR?-, em que R! é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos
ou Ci-salquila, particularmente Ci1 ou C2 alquila, opcionalmente substituido, por
exemplo, com halo, hidroxila e/ou alcoxi Ci-3,

(i) uma unidade de hidrazida, em particular, uma unidade
carbo-hidrazida ou uma sulfo-hidrazida, em particular, uma unidade H2N-NH-
C(O)- ou H2N-NR?-C(O)-,

em que R? é arila, arila contendo 1 ou mais heteroatomos ou C1-4
alquila, particularmente Ci ou C:z alquila, opcionalmente substituido, por

exemplo, com halo, hidroxila e/ou Ci-3 alcoxi, e
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(i) uma unidade hidroxilamino, por exemplo uma unidade
H2N-O-.

[000232] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a unidade reativa X é uma unidade reativa de dissulfeto, que é capaz
de reagir com um analito compreendendo um grupo dissulfeto. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invengcdo, a unidade reativa de
dissulfeto é selecionada a partir do grupo que consiste em tiol. Em outras
modalidades, o grupo dissulfeto pode ser reduzido ao respectivo grupo tiol e,
em seguida, reagir com as unidades X reativas com tiol.

[000233] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, a unidade reativa X € uma unidade reativa de azido que reage com
grupos azido em uma molécula de analito. Em modalidades do quinto aspecto
da presente invengdo, a unidade reativa com azido reage com grupos azido
através da cicloadi¢do azida-alquino. Em modalidades do quinto aspecto da
presente invencdo, a unidade azido-reativa é selecionada a partir do grupo que
consiste em alquino (alquil ou aril), alquino linear ou alquino ciclico. A reacéo
entre 0 azido e o alcino pode ocorrer com ou sem 0 uso de um catalisador. Em
outras modalidades do quinto aspecto da presente invengao, o grupo azido
pode ser reduzido ao respectivo grupo amino e, em seguida, reagido com
unidades reativas X de amino.

[000234] Os compostos de formula A compreendem uma
unidade de perda neutra Y. A unidade de perda neutra Y é capaz de perder
uma fracdo (uma entidade neutra) sem carga. A unidade de perda neutra Y €
capaz de fragmentacao, ou seja, sob condi¢cdes de MS, por exemplo, quando
submetida a dissociacéo induzida por colisdo (CID), por exemplo, em MS triplo
quadrupolo, em que uma entidade neutra € liberada. A entidade neutra perdida
€ um unico atomo ou uma pluralidade de atomos. Apés a liberacao da entidade

neutra, o restante da unidade de perda neutra Y ainda permanece neutra.
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Normalmente, mas ndo necessariamente, uma entidade neutra é liberada. Em
modalidades particulares do quinto aspecto da presente invengdo, duas
entidades neutras séo liberadas.

[000235] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencgao, a unidade de perda neutra Y libera pelo menos uma entidade neutra
apos ionizacdo. A entidade neutra € uma entidade neutra de baixo peso
molecular, em particular em uma faixa de 10-100 Da, em particular 20-80 Da,
em particular 25-65 Da. Em particular, a entidade neutra tem um peso
molecular de 100 Da ou menos, em particular de 80 Da ou menos, em
particular de 70 Da ou menos, em particular de 50 Da ou menos, em particular
de 30 Da ou menos.

[000236] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, a entidade neutra € selecionada a partir do grupo que consiste em
N2, NO, NO2, Sz, SO, SOz, CO, CO2. Em modalidades particulares, a entidade
neutra é Na.

[000237] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invengdo, a perda da entidade neutra leva a uma redugdo da razéo
massa/carga (m/z) em -28 Da (no caso de perda de N2 ou CO), -30 Da (no caso
de perda de NO), -44 Da (no caso de perda de COz), -46 Da (no caso de perda
de NO2), -48 Da (no caso de perda de SO) ou -64 Da (no caso de perda de S2
ou SO2).

[000238] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, uma entidade neutra € liberada. Em modalidades do quinto aspecto
da presente invencéo, duas entidades neutras sao liberadas. Em particular, a
segunda entidade neutra liberada € diferente da primeira entidade neutra
liberada. A liberagdo da segunda entidade neutra ocorre simultaneamente ou
subsequentemente a liberacdo da primeira entidade neutra. Em particular, a

liberacdo da segunda entidade neutra ocorre simultaneamente a liberacdo da
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primeira entidade neutra, ou seja, ambas as entidades neutras sao liberadas ao
mesmo tempo, ou seja, em um Unico evento de fragmentacao.

[000239] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéo, a unidade de perda neutra Y compreende ou consiste em uma fracao
ciclica que é capaz de fragmentacdo. Em modalidades do quinto aspecto da
presente invengdo, a unidade de perda neutra Y compreende ou consiste em
uma fracdo heterociclica de 4, 5 ou 6 membros, particularmente uma fracdo
heterociclica de 4, 5, 6 membros com pelo menos 2 heteroatomos adjacentes
uns aos outros, em particular dois atomos N adjacentes uns aos outros. Na
modalidade do quinto aspecto da presente invencédo, a unidade de perda
neutra Y compreende ou consiste em triazol, tetrazol, tetrazina, oxadiazol,
fracdo tiadiazol ou um derivado hidrogenado dos mesmos. Em modalidades do
quinto aspecto da presente invencéo, a unidade de perda neutra Y compreende
ou consiste em uma fracao 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, 1,4,5-triazol, fracéo 3,4,5-
triazol, uma fracédo 1,2,3,4-tetrazol, 2,3,4,5-tetrazol ou uma fracdo 2,3,5,6
tetrazol ou uma fracdo 1,2,4,5 tetrazina. Em modalidades do quinto aspecto da
presente invencao, a unidade de perda neutra Y compreende ou consiste em
uma fragéo 1,2,3-triazol ou 1,2,4-triazol, ou uma fracdo 1,2,3,4-tetrazol, ou uma
fracdo 1,2,4,5 tetrazina.

[000240] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencédo, a unidade carregada Z € permanentemente carregada, em particular
sob condicfes neutras, em particular a um valor de pH de 6-8.

[000241] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencédo, a unidade carregada Z é carregada positivamente ou negativamente,
de preferéncia carregada positivamente.

[000242] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéao, a unidade carregada Z compreende ou consiste em:

0] pelo menos uma fragao carregada positivamente;
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ou

(i) pelo menos uma fragao carregada negativamente.

[000243] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a unidade carregada Z é uma unidade carregada positivamente. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invengdo, a unidade carregada
positivamente Z, é escolhida de uma maneira que o composto de férmula A
resultante tenha um pKa de 10 ou mais, mais particularmente, tenha um pKa
de 12 ou mais. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencéo, a
unidade carregada positivamente Z é selecionada a partir do grupo que
consiste em aménio primario, secundario, terciario ou quaternario, sulfonio,
imidazélio, piridinio ou um fosfénio. Em modalidades particulares do quinto
aspecto, a fracdo carregada positivamente € tri-metil-amonio, N,N-dimetil-
piperidinio ou N-alquil-quinuclidinio.

[000244] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, a unidade carregada Z é uma unidade carregada negativamente. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, a unidade Z carregada
negativamente é escolhida de uma maneira que o composto de férmula A
resultante tenha um pKb de 10 ou mais, mais particularmente, tenha um pKb
de 12 ou mais. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencéo, a
unidade Z carregada negativamente € selecionada a partir do grupo que
consiste em um fosfato, sulfato, sulfonato ou carboxilato.

[000245] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencgao, o ligante ramificado L1 & um ligante triftuncional. Em modalidades do
quinto aspecto da presente invencdo, o ligante L1 é substituido ou nao
substituido. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencéo, o ligante
trifuncional L1 n&o é protonavel. Em modalidades do quinto aspecto, o ligante

triftuncional L1 compreende 3 a 30 atomos de C, em particular 5-20 atomos de

C, em particular 8-16 atomos de C. Em modalidades, o ligante trifuncional L1
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compreende 1 ou mais heterodtomos, em particular N, O ou S. Em
modalidades do quinto aspecto da presente invencao, o ligante trifuncional L1
compreende pelo menos 4 heteroatomos, em particular 5, 6 ou 7 heteroatomos,
em particular N e/ou O. Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, o ligante trifuncional L1 compreende 5 heteroatomos, em particular 3
atomos de O e 2 4tomos de N.

[000246] Em modalidades do quinto aspecto da presente

invencdo, o composto tem uma estrutura de acordo com a férmula B:

N
A>T
X- L2 9
4
<>
formula B
em que:

X, Y e Z, sao conforme definidos em detalhes acima, no que diz
respeito ao composto de formula A,

L2, L3 e L4 sdo ramificagbes de ligante, cada um individualmente
compreendendo C1-C10, em particular C1-C5, opcionalmente, cada um
individualmente compreendendo um ou mais heteroatomos, e

em que as ramificagdes de ligante L2, L3 e L4, juntas, formam o
ligante L1 ramificado, em particular o trifuncional, conforme definido acima.

[000247] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencgao, as ramificacdes de ligante L2, L3 e L4 s&o cada uma individualmente
ligante linear.

[000248] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencgao, as ramificagdes de ligante L2, L3 e L4 tém o comprimento idéntico ou
diferente. Em particular, a ramificacdo de ligante L2 € mais longa do que as

ramificacfes de ligante L3 e L4, respectivamente. Em modalidades do quinto
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aspecto da presente invencdo, a ramificacdo de ligante L2 tem um
comprimento de C3-C6. Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéo, as ramificacoes de ligante L3 e L4 tém, cada uma, um comprimento
de C1-C3. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencéo,
independentemente do comprimento de cada uma das ramificagbes,
individualmente cada ramificacao de ligante L2, L3, L4 pode compreender um
ou mais heterodtomos. Em modalidades particulares do quinto aspecto da
presente invencao, todas as trés ramificacdes de ligante compreendem pelo
menos um heterodtomo. Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, o heteroatomo é N, S, P ou O, em particular N e/ou O.

[000249] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invengao, a ramificagdo linear L4 compreende uma unidade de estabilizagao.
Em modalidades do quinto aspecto da presente invengdo, a unidade de
estabilizacdo evita a perda da unidade carregada Z durante o evento de
fragmentacdo. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencao, a
unidade de estabilizacdo evita a perda da unidade carregada Z ao
desestabilizar a carbocagdo potencialmente formada. Em modalidades do
quinto aspecto da presente invencdo, a unidade de estabilizacdo é separada
por um atomo de C da unidade carregada Z. Em modalidades do quinto
aspecto da presente invencdo, a unidade de estabilizacdo compreende pelo
menos um heteroatomo. Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a unidade de estabilizacdo é selecionada a partir do grupo que
consiste em CO, ou seus analogos isoelétricos, como SO ou SO2.

[000250] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invengdo, a ramificagdo de ligante L2 compreende 2-6 atomos de C e 1-3
heteroatomos. Em modalidades do quinto aspecto da presente invencdo, em
que a ramificacédo de ligante L2 compreende 7 atomos de C, ela compreende 3

heteroatomos, em particular um atomo de O e N. Em modalidades do quinto
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aspecto da presente invengao, em que a ramificacdo de ligante L2 compreende
3, 4, 5 ou 6 atomos de C, ela compreende 2 heteroatomos, em particular um
atomo de O e N, em particular 1 atomo de N e 1 atomo de O. Em modalidades
do quinto aspecto da presente invencdo, em que a ramificagdo de ligante L2
compreende 2 4tomos de C, ela compreende 1 heteroatomo, em particular um
atomo de O.

[000251] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a ramificacdo de ligante L3 compreende 2-10 atomos de C e 1-3
heteroatomos, em particular 2 heterodtomos, em particular 1 &tomo de N e 1
atomo de O.

[000252] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, a ramificagcdo de ligante L4 compreende 2-6 atomos de C e 1-3
heterodtomos, em particular 1 ou 2 heteroatomos, em particular 1 atomo de N
ou 1 atomo de N e 1 atomo de O.

[000253] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é uma unidade reativa de carbonila, a unidade de perda
neutra Y é uma unidade heterociclica de 5 membros e a unidade carregada Z é
uma unidade permanentemente carregada positivamente.

[000254] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéo, o composto tem uma estrutura de formula A ou formula B, em que a
unidade reativa X é uma unidade reativa de dieno, a unidade de perda neutra Y
é uma unidade heterociclica de 5 membros e a unidade carregada Z € uma
unidade permanentemente carregada positivamente.

[000255] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéo, o composto tem uma estrutura de formula A ou formula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazina, a unidade de perda neutra Y é

uma fracdo heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
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heteroatomos e a unidade carregada Z € um grupo de amdnio terciario.

[000256] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazida, a unidade de perda neutra Y é
uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z € um grupo de amdnio terciario.

[000257] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, o composto tem uma estrutura de férmula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazina, a unidade de perda neutra Y é
uma fracdo heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z € uma unidade de piperidina.

[000258] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazida, a unidade de perda neutra Y é
uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heterodtomos, e a unidade carregada Z é uma unidade de piperidina.

[000259] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazina, a unidade de perda neutra Y é
uma fracdo heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z é uma unidade de piridina.

[000260] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéo, o composto tem uma estrutura de formula A ou formula B, em que a
unidade reativa X € uma unidade de hidrazida, a unidade de perda neutra Y é
uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z é uma unidade de piridina.

[000261] Em modalidades do quinto aspecto da presente

invencdo, o composto tem uma estrutura de férmula A ou formula B, em que a
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unidade reativa X é um reagente do tipo Cookson, a unidade de perda neutra Y
€ uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z é um grupo de amonio terciario.

[000262] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é um reagente do tipo Cookson, a unidade de perda neutra Y
€ uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heteroatomos e a unidade carregada Z é uma unidade de piperidina.

[000263] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é um reagente do tipo Cookson, a unidade de perda neutra Y
€ uma unidade heterociclica de 5 membros compreendendo pelo menos 3
heterodtomos e a unidade carregada Z é uma unidade de piridina.

[000264] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de férmula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é H2N-NH-, a unidade de perda neutra Y € 1,2,3-triazol,
1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade carregada Z é
uma unidade de aménio terciaria.

[000265] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € H2N-NH-, a unidade de perda neutra Y €& 1,2,3-triazol,
1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade carregada Z €
uma unidade de piperidina.

[000266] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencéo, o composto tem uma estrutura de formula A ou formula B, em que a
unidade reativa X € H2N-NH-, a unidade de perda neutra Y €& 1,2,3-triazol,
1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade carregada Z €

uma unidade de piridina.
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[000267] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é H2N-O-C-, a unidade de perda neutra Y é 1,2,3-triazol,
1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade carregada Z é
uma unidade de dimetil-piperidina ou quinuclidina.

[000268] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto tem uma estrutura de formula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X é 1,2,4-triazolin-3,5-diona, a unidade de perda neutra 'Y é 1,2,
3-triazol, 1,2,4-triazol, 1,2,3,4-tetrazol ou 1,2,4,5-tetrazina e a unidade
carregada Z é uma fragdo dimetil-piperidina ou quinuclidina.

[000269] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencao, o composto tem uma estrutura de férmula A ou férmula B, em que a
unidade reativa X € H2N-NH-, a unidade de perda neutra Y € azido-benzeno, ou
1,2,5-triazaespiro[2.4]hept-1-eno ou metilsulfiniletano, e a unidade carregada Z
é um espiro[2H-isoindol-2,1'-pirrolidinio], 1,3-di-hidro ou 5-
Azoniaspiro[4.4]nonano.

[000270] Em modalidades do quinto aspecto da presente
invencdo, o composto de formula B é selecionado a partir do grupo que
consiste em:

(i) Marca 1:
H D

N~ N\/\/\l)l\ ~NH
O~ Y o
N-_:'..N 0 ﬂlj»H

(if) Marca 2:

o
H
HsN N\/\/\l)-L N
\.D/\n/ H/‘\i‘; \N""""
o) OTNH N=p’

S F
“i
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(iif) Marca 3:
N=n  y 9
G_N\A\I(N\N\IJJ\N"NHI
A
[000271] Outros exemplos do composto de féormula A ou

férmula B sé@o os seguintes:

(iv) Marca 4:
~
)Y e
N=N 0 Oj/NH K/N\
Q
NH,
(v) Marca 5:

H [e]
HzN‘O/\rrN\/\/\l)l\"/\r’lAN"@
0 OTNH H N=p’
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(vi) Marca 6:
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MI‘"NM
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(vii) Marca 7:
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(viii) Marca 8

G_N\;YN\/\/\HI\H;-N H;
0 GTN HoH
i

(ix) Marca 9:

(xi) Marca 11

N=p H (o]
G_N%rm\/\/\.)"\“/" Hz
o Os NH H

(xii) Marca 12:““5|+

NH2+ 0
R
0
1
NH,
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(xiii) Marca 13:

v, 0
N N
7 N =\
¢ ] N—
N HN. B Ny’
Rd‘ T

Q

NH,

R = H, alquila, arila

(xiv) Marca 14:

=N

—N /NHN__,NHE
o]
HN.___O

(xv) Marca 15:

(xvi) Marca 16:

N

+
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(xvii) Marca 17:

X L

(xviii) Marca 18:

NH,
HN”

N
o \
N

0
Qoo

[000272] Em um sexto aspecto, a presente invencao refere-se
a um método para a determinacdo de espectrometria de massa de uma
molécula de analito compreendendo as etapas:

€) reagir a molécula de analito com um composto de férmula
A como divulgado aqui, acima, no que diz respeito ao primeiro aspecto da
presente invencdo, em que um aduto covalente da molécula de analito e do
composto de formula A é formado, e

(b) submeter o aduto da etapa (a) a uma analise de
espectrometria de massa.

[000273] A etapa (a) pode ocorrer em diferentes estagios

dentro do fluxo de trabalho de preparacdo de amostra antes da determinacao

de espectrometria de massa. As amostras que compreendem uma molécula de
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analito podem ser pré-tratadas e/ou enriquecidas por varios métodos. O
método de pré-tratamento depende do tipo de amostra, como sangue (fresco
ou seco), plasma, soro, urina ou saliva, enquanto o método de enriquecimento
depende do analito de interesse. E bem conhecido pelos técnicos no assunto
qual amostra de pré-tratamento é adequada para cada tipo de amostra. E
também bem conhecido pelos técnicos no assunto qual método de
enriquecimento € adequado para cada analito de interesse.

[000274] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, a etapa (a) do presente método para a determinacdo de
espectrometria  de massa de uma molécula de analito ocorre i)
subsequentemente a uma etapa de pré-tratamento da amostra, ii) subsequente
a um primeiro enriguecimento da amostra, ou iii) subsequente a um segundo
enriquecimento da amostra.

[000275] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, em que a amostra € uma amostra de sangue total, ela € atribuida a
um de dois fluxos de trabalho de pré-tratamento (PT) de amostra pré-definida,
ambos compreendendo a adicdo de um padrao interno (ISTD) e um reagente
de hemdlise (HR) seguido por um periodo de incubacédo pré-definido (Inc), em
que a diferenca entre os dois fluxos de trabalho é a ordem em que o padrao
interno (ISTD) e um reagente de hemdlise (HR) sdo adicionados. Nas
modalidades, a agua € adicionada como reagentes de hemolise, em particular
em uma quantidade de 0,5:1 a 20:1 mL de agua/mL de amostra, em particular
em uma quantidade de 1:1 a 10:1 mL de agua/mL de amostra, em particular
em uma quantidade de 2:1 a 5:1 mL agua/mL amostra.

[000276] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invengcdo, em que a amostra € uma amostra de urina, ela é atribuida a um dos
outros dois fluxos de trabalho de PT de amostra pré-definidos, ambos

compreendendo a adicdo de um padrdo interno e um reagente enzimatico
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seguido por um periodo de incubacédo pré-definido, em que a diferenca entre os
dois fluxos de trabalho é a ordem em que o padrdo interno e um reagente
enzimatico sdo adicionados. Um reagente enzimatico é normalmente um
reagente usado para clivagem de glucuronideo ou clivagem de proteina ou
qualquer pré-processamento de analito ou matriz. Em uma etapa adicional, um
reagente de derivatizagdo, tais como compostos da presente invencéo,
conforme divulgados aqui acima ou abaixo, € adicionado, seguido por um
periodo de incubacéo.

[000277] Nas modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, o reagente enzimatico € selecionado a partir do grupo que consiste
em glucuronidase, enzimas de exo ou endo desglicosilacéo (parcial) ou exo ou
endo preoteases. Nas modalidades, a glucoronidase € adicionada em uma
quantidade de 0,5 - 10 mg/ml, em particular em uma quantidade de 1 a 8
mg/ml, em particular em uma quantidade de 2 a 5 mg/ml.

[000278] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, em que a amostra € plasma ou soro, ela é atribuida a outro fluxo de
trabalho PT pré-definido, incluindo apenas a adicdo de um padréo interno
(ISTD) seguido por um tempo de incubacgéo pré-definido.

[000279] E bem conhecido para o técnico no assunto qual
tempo e temperatura de incubagéao escolher para uma amostra de tratamento,
reacao quimica ou etapa do método considerado e como aqui denominado
acima ou abaixo. Em particular, o técnico no assunto sabe que o tempo de
incubacédo e a temperatura dependem um do outro, em que, por exemplo, uma
temperatura elevada normalmente leva a um periodo de incubacdo mais curto,
e vice-versa. Em modalidades do sexto aspecto da invencao, a temperatura de
incubagéo esta em uma faixa de 4 a 45 °C, em particular em uma faixa de 10-
40 °C, em particular a 20-37 °C. Nas modalidades, o tempo de incubacéo esta

na faixa de 30 segundos a 120 minutos, em particular 30 segundos a 1 minuto,
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30 segundos a 5 minutos, 30 segundos a 10 minutos, 1 minuto a 10 minutos,
ou 1 minuto a 20 minutos, 10 minutos a 30 minutos, 30 minutos a 60 minutos
ou 60 minutos a 120 minutos. Em modalidades particulares, o tempo de
incubacdo é um mdltiplo de 36 s.

[000280] Por conseguinte, as modalidades do presente
método, etapa a) ocorre apds qualquer um dos processos de pré-tratamento da
amostra divulgados acima.

[000281] Na modalidade do sexto aspecto da presente
invencao, em que a reagdo do composto de formula (A) e a molécula de analito
na etapa a) ocorre antes de qualquer processo de enriquecimento, 0 cOmposto
de formula (A) €& adicionado a amostra de interesse pré-tratada.
Consequentemente, o aduto da molécula de analito e do composto de férmula
() é formado apos o pré-tratamento e antes do primeiro processo de
enriqguecimento. O aduto é, portanto, submetido ao primeiro processo de
enriguecimento e ao segundo processo de enriquecimento antes de ser
submetido a analise de espectrometria de massa da etapa b).

[000282] A amostra pré-tratada pode ser ainda submetida a
um fluxo de trabalho de enriqguecimento de analito. O fluxo de trabalho de
enriquecimento de analito pode incluir um ou mais métodos de enriquecimento.
Os métodos de enriguecimento sao bem conhecidos na técnica e incluem, mas
nao estéo limitados a métodos de enriquecimento quimico, incluindo, mas néo
se limitando a precipitagdo quimica e metodos de enriquecimento usando fases
sélidas, incluindo, mas néo se limitando a métodos de extracéo de fase sélida,
fluxos de trabalho de esfera e métodos cromatograficos (por exemplo,
cromatografia gasosa ou liquida).

[000283] Em modalidades do sexto aspecto da presente

invencdo, um primeiro fluxo de trabalho de enriquecimento compreende a

adicdo de uma fase solida, em particular de esferas solidas, carregando grupos
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seletivos de analito para a amostra pré-tratada. Em modalidades do sexto
aspecto da presente invengao, um primeiro fluxo de trabalho de enriquecimento
compreende a adicdo de esferas magnéticas ou paramagnéticas carregando
grupos seletivos de analito para a amostra pré-tratada. Em modalidades do
sexto aspecto da presente invencdo, a adicdo das esferas magnéticas
compreende agitacdo ou mistura. Segue-se um periodo de incubacdo pré-
definido para capturar o(s) analito(s) de interesse na esfera. Em modalidades
do sexto aspecto da presente invencéo, o fluxo de trabalho compreende uma
etapa de lavagem (W1) ap6s a incubacdo com as esferas magnéticas.
Dependendo do(s) analito(s), uma ou mais etapas de lavagem adicionais (W2)
sdo realizadas. Uma etapa de lavagem (W1, W2) compreende uma série de
etapas incluindo separacao de esfera magnética por uma unidade de manuseio
de esfera magnética que compreende iméas ou eletroimas, aspiracao de liquido,
adicdo de um tampao de lavagem, ressuspensdo das esferas magnéticas,
outra etapa de separacdo de esfera magnética e outra aspiracao do liquido.
Além disso, as etapas de lavagem podem diferir em termos do tipo de solvente
(agua/orgéanico/sal/pH), além do volume e nimero ou combinacao de ciclos de
lavagem. E bem conhecido pelo técnico no assunto como escolher os
respectivos parametros. A Ultima etapa de lavagem (W1, W2) é seguida pela
adicdo de um reagente de eluicdo seguido pela ressuspensédo das esferas
magneéticas e um periodo de incubacado pré-definido para liberar o(s) analito(s)
de interesse das esferas magnéticas. As esferas magnéticas livres de ligacéo
sdo entdo separadas e o sobrenadante contendo analito(s) derivatizado(s) de
interesse € capturado.

[000284] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, um primeiro fluxo de trabalho de enriquecimento compreende a
adicao de esferas magneéticas carregando grupos seletivos de matriz a amostra

pré-tratada. Em modalidades do sexto aspecto da presente invencédo, a adicao
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das esferas magnéticas compreende agitacdo ou mistura. Segue-se um
periodo de incubacdo pré-definido para capturar a matriz na esfera. Aqui, o
analito de interesse ndo se liga as esferas magnéticas, mas permanece no
sobrenadante. Em seguida, as contas magnéticas sao separadas e o
sobrenadante contendo o(s) analito(s) enriquecido(s) de interesse € coletado.

[000285] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, o sobrenadante € submetido a um segundo fluxo de trabalho de
enriquecimento. Aqui, o sobrenadante é transferido para a estagdo LC ou é
transferido para a estacdo LC apdés uma etapa de diluicdo por adicdo de um
liguido de diluigho. Também podem ser usados diferentes
procedimentos/reagentes de eluicdo, alterando, por exemplo, o tipo de
solventes (dgua/organico/sal/pH) e o volume. Os vérios pardmetros sdo bem
conhecidos do técnico no assunto e facilmente escolhidos.

[000286] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, em que a etapa a) do presente método ndo ocorreu diretamente
apos o método de pré-tratamento, a etapa a) pode ocorrer apos o primeiro fluxo
de trabalho de enriquecimento usando esferas magnéticas, conforme descrito
acima.

[000287] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, em que esferas magnéticas especificas de analito sdo usadas, 0s
compostos de formula (A), conforme divulgados aqui acima ou abaixo, s&o
adicionados a amostra de interesse ap0s as etapas de lavagem (W1, W2)
serem concluidas antes, juntamente com ou posteriormente com o reagente de
eluicdo, que é seguido por um periodo de incubacéo (tempo e temperatura
definidos).

[000288] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencéo, as esferas magnéticas livres de ligacdo séo entdo separadas e o

sobrenadante contendo o aduto da etapa a) € coletado. Em modalidades do
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sexto aspecto da presente invengdo, o sobrenadante contendo o aduto da
etapa a) é transferido para um segundo fluxo de trabalho de enriquecimento,
em particular, diretamente transferido para uma estagdo LC ou ap0s uma etapa
de diluicdo por adicdo de um liquido de dilui¢éo.

[000289] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, em que esferas magnéticas especificas de matriz sdo usadas, 0s
compostos de férmula (A), conforme divulgados aqui acima ou abaixo, sdo
adicionados a amostra de interesse antes ou apods as esferas magnéticas
serem separadas. Em modalidades do sexto aspecto da presente invencgéo, o
sobrenadante contendo o aduto da etapa a) é transferido para um segundo
fluxo de trabalho de enriquecimento, em particular, diretamente para uma
estacdo LC ou apdés uma etapa de diluicdo por adicdo de um liquido de
diluicdo.

[000290] Por conseguinte, nas modalidades do sexto aspecto
da presente invencdo, em que a reacdo do composto de formula (A) e a
molécula de analito na etapa a) ocorre subsequentemente a um primeiro
processo de enriquecimento, o composto de férmula (A) é adicionado a
amostra de interesse apds a conclusdo do primeiro processo de
enriguecimento, em particular um primeiro processo de enriquecimento usando
esferas magnéticas. Por conseguinte, a amostra é primeiro pré-tratada
conforme descrito acima, é entdo submetida a um primeiro processo de
enriguecimento, em particular usando esferas magnéticas, transportando
grupos seletivos de analito como descrito acima, e antes de, simultaneamente
com ou subsequentemente a eluicdo das esferas, é adicionado o composto de
férmula (A). Consequentemente, o aduto da molécula de analito e do composto
de formula (A) € formado apos o primeiro processo de enriquecimento e antes

do segundo processo de enriquecimento. O aduto €, portanto, submetido ao

segundo processo de enriquecimento antes de ser submetido a analise de
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espectrometria de massa da etapa b).

[000291] Em outra modalidade do sexto aspecto da presente
invencdo, a etapa (a) do presente método ocorre ap6s um segundo fluxo de
trabalho de enriquecimento de analito. No segundo fluxo de trabalho de
enriquecimento, a separacdo cromatogréfica é usada para enriquecer ainda
mais o analito de interesse na amostra. Em modalidades do sexto aspecto da
presente invencdo, a separacao cromatografica é cromatografia gasosa ou
liquida. Estas técnicas séo geralmente conhecidas do técnico no assunto. Em
modalidades do sexto aspecto da presente invencéo, a cromatografia liquida é
selecionada a partir do grupo que consiste em HPLC, LC r4pido, micro-LC,
injecao de fluxo, e captura e eluigéo.

[000292] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencao, a etapa a) do presente método ocorre simultaneamente ou apés a
separacdo cromatografica. Na modalidade do sexto aspecto da presente
invencao, o composto de formula (A) é adicionado a coluna junto com o tampéo
de eluicdo. Em modalidades alternativas, o composto de féormula (A) é
adicionado apés a coluna.

[000293] Em modalidades do sexto aspecto da presente
invengdo, o primeiro processo de enriquecimento inclui o uso de esferas
magnéticas seletivas de analito. Em modalidades do sexto aspecto da presente
invencdo, o segundo processo de enriquecimento inclui o uso de separacéo
cromatografica, em particular usando cromatografia liquida.

[000294] Em modalidades, a etapa de andlise de
espectrometria de massa (b) compreende:

0] submeter um ion do aduto a um primeiro estagio de
analise de espectrometria de massa, em que o ion pai do aduto é caracterizado
de acordo com sua razdo massa/carga (m/z),

(i) causar a fragmentacdo do ion pai aduto, através da qual

Peticéo 870210006475, de 19/01/2021, pag. 251/296



108/141

uma primeira entidade neutra, é liberada e um ion filho do aduto é gerado, em
que o ion filho do aduto difere em sua razdo m/z a partir do ion pai aduto, e

(iii) submeter o ion filho do aduto a um segundo estégio de
andlise de espectrometria de massa, em que o ion filho do aduto é
caracterizado de acordo com sua razdo m/z, e/ou

em que (i) pode ainda compreender a fragmentacao alternativa
do aduto, através da qual uma segunda entidade neutra diferente da primeira
entidade neutra € liberada e um segundo ion filho do aduto € gerado, e

em que (iii) pode compreender ainda submeter o primeiro e o
segundo ions filhos do aduto a um segundo estagio de analise espectrométrica
de massa, em que o primeiro e o segundo ions filhos do aduto s&o
caracterizados de acordo com suas razdes m/z.

[000295] Por conseguinte, nas modalidades do sexto aspecto
da presente invencdo, em que a reacdo do composto de féormula (A) e a
molécula de analito na etapa a) ocorre subsequentemente a um segundo
processo de enriquecimento, o composto de férmula (A) é adicionado a
amostra de interesse ap0s a conclusdo do segundo processo de
enriquecimento por cromatografia, em particular cromatografia liquida. Por
conseguinte, neste caso, a amostra € primeiro pré-tratada conforme descrito
neste documento acima, € entdo submetida a um primeiro processo de
enriguecimento, em particular usando esfera magnética, como descrito acima,
seguido por separagdo cromatografica, em particular usando cromatografia
liguida e, ap6s a separacdo cromatografica, o composto de formula (A) é
adicionado. Consequentemente, o aduto da molécula de analito e do composto
de formula (A) € formado apos o segundo processo de enriguecimento. O
aduto, portanto, ndo é submetido a um processo de enriquecimento antes de
ser submetido a analise de espectrometria de massa da etapa b).

[000296] Em outras modalidades, a presente invencéo refere-
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Se aos seguintes aspectos:

1) Composto, caracterizado por ser de formula A:

X—L1
e

em que:

X € uma unidade reativa, que € particularmente capaz de formar
uma ligacdo covalente com uma molécula de analito,

L1 € um ligante ramificado, em particular um ligante trifuncional

Y € uma unidade de perda neutra,

Z é uma unidade carregada que compreende pelo menos uma
fracdo permanentemente carregada, em particular compreendendo uma fracao
permanentemente carregada, e

incluindo qualquer sal do mesmo;

2) Composto do aspecto 1, em que a unidade reativa X é
selecionada a partir do grupo que consiste em unidade reativa de carbonila,
unidade reativa de dieno, unidade reativa de hidroxila, unidade reativa de
amino, uma unidade reativa de imina, uma unidade reativa de tiol, uma unidade
reativa de diol, uma unidade reativa de fenol, unidade reativa de epéxido, uma
unidade reativa de dissulfeto e uma unidade reativa de azida;

3) Composto de qualquer um dos aspectos anteriores, em
gue a unidade reativa X € um grupo reativo a carbonila, em particular em que X
€ selecionado a partir do grupo que consiste em:

0] uma unidade hidrazina, por exemplo, uma unidade H2N-
NH-, ou H2N-NR1-, em que R1 é arila ou alquila C1-4, particularmente alquila
C1 ou C2, opcionalmente substituida,

(i) uma unidade hidrazida, em particular uma carbo-hidrazida

ou sulfo-hidrazida, em particular uma unidade H2N-NH-C(O)- ou H2N-NR2-

Peticéo 870210006475, de 19/01/2021, pag. 253/296



110/141

C(O)-, em que R2 é arila ou alquila C1-4, particularmente alquila C1 ou C2,
opcionalmente substituida,

(i) uma unidade hidroxilamino, por exemplo, uma unidade
H2N-O-, e

(iv) uma unidade ditiol, particularmente uma unidade 1,2-ditiol
ou 1,3-ditiol;

4) Composto do aspecto 1 ou 2, em que a unidade reativa X
€ um grupo reativo a tiol ou € um grupo reativo a amino, tal como um grupo
éster ativo, por exemplo, éster de N-hidroxissuccinimida (NHS) ou sulfo éster
de NHS, um éster de hidroxibenzotrialzol (HOBt) ou grupo éster de 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAU);

5) Composto de qualquer um dos aspectos anteriores, em
que a unidade de perda neutra Y libera uma entidade neutra apds ionizagao;

6) Composto de qualquer um dos aspectos anteriores, em
que a unidade carregada Z é permanentemente carregada,

7) Composto de qualquer um dos aspectos anteriores, em
que a ramificagdo, em particular o ligante trifuncional L1, compreende 1 a 30
atomos de C, opcionalmente compreendendo 1 ou mais heteroatomos;

8) Composto de qualquer um dos aspectos anteriores, em

que o composto tem uma férmula de acordo com a férmula B:

AP 2

X-127
{g
<
formula B
em que:
X, Y e Z séo conforme definidos em qualquer um dos aspectos

anteriores,

L2, L3 e L4 séo ramificacbes lineares, cada uma individualmente
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compreendendo C1-C10, opcionalmente cada uma individualmente
compreendendo um ou mais heteroatomos,

em que as ramificacbes lineares L2, L3 e L4, juntas, formam a
ramificagdo, em particular o ligante trifuncional L1, conforme definido em
qualquer um dos aspectos anteriores;

9) Composto de qualquer um dos aspectos anteriores, em
que a unidade reativa X € um grupo reativo a carbonila, a unidade de perda
neutra Y é uma fragdo heterociclica de 5 membros, a unidade carregada Z
compreende uma fracdo permanentemente carregada positivamente;

10) Composto de qualquer dos aspectos anteriores, em que a
unidade reativa X € H2N-NH-, a unidade de perda neutra Y € triazol ou tetrazol,
e a unidade carregada Z compreende um grupo de amonio terciario;

11) Composicdo que compreende o composto de qualquer
um dos aspectos 1-10;

12) Kit compreendendo o composto de qualquer um dos
aspectos 1-10 ou a composicao do aspecto 11;

13) Aduto covalente, compreendendo uma molécula de
analito e o composto de qualquer um dos aspectos 1-10 covalentemente
ligados um ao outro, em particular em que o aduto covalente € formado por
reacdo quimica da molécula de analito e do composto de qualquer um dos
aspectos 1-10;

14) Uso de um composto de formula A:

X-11
e
em que:
X é uma unidade reativa, que particularmente capaz de formar

uma ligacao covalente com uma molécula de analito,
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L1 é um ligante ramificado, em particular um ligante trifuncional,

Y é uma unidade de perda neutra,

Z é uma unidade carregada que compreende pelo menos uma
fragcdo permanentemente carregada, em particular compreendendo uma
fracdo permanentemente carregada,

incluindo qualquer sal do mesmo,

ou de uma composi¢cdo ou kit compreendendo pelo menos um
composto de férmula A,

caracterizado por ser para a determinacdo de espectrometria
de massa de uma molécula de analito, em que a determinacdo de
espectrometria de massa compreende particularmente uma determinacgéao de
espectrometria de massa em tandem, mais particularmente em um
dispositivo triplo quadrupolo;

15) Método para a determinacdo de espectrometria de
massa de uma molécula de analito, caracterizado por compreender as
etapas:

(a) reagir a molécula de analito com um composto de
férmula A, conforme definido em qualquer um dos aspectos 1-10, em que
um aduto covalente da molécula de analito e do composto de formula A é
formado, e

(b) submeter o aduto da etapa (a) a uma andlise de
espectrometria de massa,

de preferéncia em que a etapa de analise de espectrometria de
massa (b) compreende:

0] submeter um ion do aduto a um primeiro estagio de
analise de espectrometria de massa, em que o ion do aduto € caracterizado
de acordo com sua razdo massa/carga (m/z),

(i) causar a fragmentacdo do ion aduto, através da qual
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uma primeira entidade neutra, particularmente uma entidade neutra de baixo
peso molecular, é liberada e um ion filho do aduto é gerado, em que o ion
filho do aduto difere em sua razdo m/z a partir do ion aduto, e

(iii) submeter o ion filho do aduto a um segundo estagio de
analise de espectrometria de massa, em que o ion filho do aduto é
caracterizado de acordo com sua razao m/z, e/ou

em que (ii) pode ainda compreender a fragmentacéo alternativa
do aduto, através da qual uma segunda entidade neutra diferente da
primeira entidade neutra é liberada e um segundo ion filho do aduto é
gerado, e

em que (iii) pode compreender ainda submeter o primeiro e 0
segundo ions filhos do aduto a um segundo estagio de andlise
espectrométrica de massa, em que o primeiro e o segundo ions filhos do
aduto sdo caracterizados de acordo com suas razdes m/z.

EXEMPLOS

[000297] Os exemplos seguintes sao fornecidos para

ilustrar, mas nao para limitar a invencao presentemente reivindicada.

EXEMPLO 1: SINTESE DA MARCA 1

[000298] 1. Etapa: Sintese de &cido rac-(2S)-2-(9H-fluoren-

9-ilmetoxicarbonilamino)-6-[[2-(5-feniltetrazol-2-il)acetillamino]hexandico:
OH

—~

N’N\ 0
| N
N’
1) NHS, Mei, CH,CN/DCM H 0
2) DMF, DIPEA N\N/\I]/N\/\/\HLOH
R 4
CAS: 21743-68-0 ©_<N,r'q 0 0

£ HZN\/\;\H?\ Q’ °

o, ~
O

CAS: 139262-23-0

Peticéo 870210006475, de 19/01/2021, pag. 257/296



114/141

[000299] Em um flash de 50 mL, acido (5-fenil-tetrazol-2-il)-
acético (200 mg, 0,98 mmol) foi dissolvido em CH3CN/DCM (20/10 mL) e o
NHS (136 mg, 1,18 mmol), isocianeto de 2-morfolinoetil (150 mg, 1,08 mmol)
foram adicionados. A reacéo foi deixada reagir a temperatura ambiente durante
a noite. Depois disso, 0 solvente foi removido a vacuo e 6leo incolor em bruto
foi dissolvido em DMF seco (5 mL), DIPEA (253 mg, 1,96 mmol) e o cloridrato
de Fmoc-Lys-OH (435 mg, 1,08 mmol) foram adicionados. A reacéo foi deixada
reagir a temperatura ambiente por 6h. Assim, o solvente foi removido e o
produto foi purificado por HPLC prep para dar 414 mg, rendimento de 76%, do
produto desejado como um soélido branco.

[000300] Coluna C-18 do método de HPLC:

0 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CHsCN 0,1% de TFA,;

0-10 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA;

10-60 min: 50% de H20 0,1% de TFA; 30% de CH3CN 0,1% de
TFA,

60-90 min: 20% de H20 0,1% de TFA; 80% de CHsCN 0,1% de
TFA,

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,30 - 1,53 (m, 4 H) 1,54 -
1,80 (m, 2 H) 3,10 (m, 2 H) 3,87 - 4,06 (m, 1 H) 4,17 - 4,33 (m, 3 H) 5,47 (s, 3
H) 7,28 - 7,35 (m, 2 H) 7,35 - 7,42 (m, 2 H) 7,49 - 7,58 (m, 3 H) 7,61 (m, 1 H,
NH) 7,70 (d, J = 7,53 Hz, 2 H) 7,86 (d, J = 7,53 Hz, 2 H) 8,02 - 8,08 (m, 2 H)
8,46 (m, 1 H, NH);

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 23,50 (1 C) 28,83 (1 C)
30,83 (1 C) 39,18 (1 C) 47,10 (1 C) 54,18 (1 C) 55,22 (1 C) 66,03 (1 C) 120,54
(2 C) 125,72 (2 C) 126,77 (2 C) 127,29 (2 C) 127,50 (2 C) 128,07 (2 C) 129,71
(2 C) 131,01 (1 C) 141,16 (1 C) 144,24 (2 C) 144,28 (2 C) 156,62 (1 C) 164,37
(1 C) 164,55 (1 C) 174,40 (1 C); e

HPLC-MS (m/z) [M+H]+ calculado 555,2356 encontrado 555,29.
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[000301] 2. Etapa: Sintese de metil rac-(2S)-2-amino-6-[[2-(5-

feniltetrazol-2-il)acetillamino]hexanoato:
1) DMF, Piperidina

H )
N N\/\/\HL H
4 N<, 7
< > <N,r'4 0 O NH — Q_(/ g °
Y =N 0 NH,
Q °

[000302] Em flash de 50 mL, &cido carboxilico (200 mg, 0,36
mmol) foi dissolvido em 4 mL de DMF (solucéo limpa) e 1 mL de piperidina foi
adicionado (imediatamente um precipitado branco comecou a se formar). ApGs
30 min de agitacdo a temperatura ambiente, a reacdo estava encerrada.
Depois disso, o solvente foi evaporado a vacuo e o produto foi purificado por
precipitacdo com AcOEt (20 mL). O sélido foi recuperado por filtracdo e lavado
com AcOEt frio (210 mL). O sélido branco P1 (higroscépico) foi seco sob
vacuo para dar 94 mg de produto.

[000303] O produto foi dissolvido em MeOH (20 mL) e a
H2SOa4 (0,1 mL, 1 N) foi adicionado a temperatura ambiente e a solucao foi
deixada reagir por 4 dias a temperatura ambiente. O solvente foi evaporado e o
Oleo foi purificado por HPLC-prep. para dar 62 mg, rendimento de 48% do
produto desejado como um solido branco, sal de TFA.

[000304] Coluna C-18 do Método de HPLC:

0 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CHsCN 0,1% de TFA;

0-10 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA,

10-60 min: 50% de H20 0,1% de TFA; 50% de CH3CN 0,1% de
TFA,

60-70 min: 20% de H20 0,1% de TFA; 80% de CHsCN 0,1% de
TFA,

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,18 - 1,33 (m, 2 H) 1,34 -
1,52 (m, 2 H) 1,56 - 1,90 (m, 2 H) 2,95 - 3,14 (m, 2 H) 3,64 (s, 3 H) 3,83 (dd, J =
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8,85, 5,08 Hz, 1 H) 5,46 (s, 2 H) 7,46 - 7,62 (m, 3 H) 7,84 - 8,10 (m, 2 H) 8,44
(m, 1 H, NH);
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 22,26 (1 C) 28,72 (1 C)
30,40 (1 C) 38,97 (1 C) 52,69 (1 C) 55,20 (1 C) 57,34 (1 C) 126,77 (2 C) 127,29
(1 C) 129,73 (2 C) 131,02 (1 C) 164,41 (1 C) 164,54 (1 C) 171,50 (1C); e
HPLC-MS (m/z) [M+H]+ calculado 347,18317 encontrado 347,33.
[000305] 3. Etapa: Sintese de 2,2,2-trifluoroacetato;trimetil-[2-
0X0-2-[[rac-(1S)-1-metoxicarbonil-5-[[2-(5-feniltetrazol-2-

il)acetillamino]pentillamino]etillamoénio:

H
N
N\N/\n/ DMF DIPEA - =N O

_ A
\N Y |

[000306] Para uma solugdo de R1 (62 mg, 0,14 mmol) em
DMF seco (10 mL) e Ar, betaina (47 mg, 0,41 mmol), EDC.HCI (78, 0,41 mmaol),
DIPEA (174 mg, 1,35 mmol) e NHS (47 mg, 0,41 mmol) foram adicionados. A
solucdo/suspensao (R2 nao € completamente solivel) foi deixada reagir a
temperatura ambiente durante a noite. O solvente foi evaporado e 6leo bruto
incolor foi purificado por HPLC prep para dar 24 mg, 30% de rendimento, do
produto desejado como 6leo incolor, sal de TFA.

[000307] Coluna C-18 do Método de HPLC:

0 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CHsCN 0,1% de TFA;

0-10 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA,

10-60 min: 70% de H20 0,1% de TFA; 30% de CH3CN 0,1% de
TFA,

60-90 min: 20% de H20 0,1% de TFA; 80% de CHsCN 0,1% de
TFA,

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,26 - 1,37 (m, 2 H) 1,37 -
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1,55 (m, 2 H) 1,57-1,79 (m, 2H) 3,08 - 3,11 (m, 2 H) 3,18 (s, 9 H) 3,62 (s, 3 H)
4,13 (s, 2H) 4,18 - 4,46 (m, 1 H) 5,47 (s, 2 H) 7,46 - 7,62 (m, 3 H) 7,99 - 8,24
(m, 2 H) 8,53 (m, 1 H, NH) 8,76 - 9,02 (m, 1 H, NH);

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 22,96 (1 C) 28,96 (1 C)
30,65 (1 C) 39,07 (1 C) 52,55 (1 C) 53,07 (1 C) 53,81 (3 C) 55,50 (1 C) 64,34 (1
C) 126,80 (2 C) 127,4 (1C) 130,11 (2 C) 131,02 (1 C) 132,27 (1 C) 164,06 (1 C)
164,54 (1 C) 172,52 (1 C); e

HPLC-MS (m/z) [M]+ calculado 431,24068 encontrado 431,34.

[000308] 4. Etapa: Sintese de 2,2,2-trifluoroacetato;acido
2,2,2-trifluoroacético;trimetil-[2-ox0-2-[[rac-(1S)-1-(hidrazinocarbonil)-5-[[2-(5-

feniltetrazol-2-il)acetillamino]pentiljamino]etillamonio:

H

0 N NH
" n \/\/\HL _ NeOH, NHZNH30H @—(/N\N/\II/ \/\/\HI\”, 2
©_</ E/\g/ 0s__NH ° e OTNH
N= T ~t
Nt

gl

[000309] Em um flash de 25 mL, o éster (17 mg, 0,030 mmol)
foi dissolvido em MeOH (5 mL) e a hidrazina (15 mg, 0,30 mmol) foi adicionada.
A reacao foi deixada reagir a 50 °C por 2h. Depois disso, o solvente foi
removido por vacuo (bomba de alto vacuo para remover o excesso de
hidrazina) e o 6leo incolor em bruto foi purificado por HPLC prep para dar 20

mg, rendimento de 65%, do produto desejado como um solido branco, sal de

TFA.

[000310] Coluna C-18 do método de HPLC:

0-10 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA,

10-60 min: 70% de H20 0,1% de TFA; 30% de CH3CN 0,1% de
TFA,

60-90 min: 20% de H20 0,1% de TFA; 80% de CHsCN 0,1% de
TFA,
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I1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,20 - 1,38 (m, 2 H) 1,40 -
1,53 (m, 2 H) 1,54-1,76 (m, 2H) 3,03 - 3,14 (m, 2 H) 3,21 (s, 9 H) 4,06-4,17 (m,
2H) 4,24 - 4,34 (m, 1 H) 5,49 (s, 2 H) 7,50 - 7,74 (m, 3 H) 8,02 - 8,13 (m, 2 H)
8,43-8,53 (m, 1 H, NH) 8,79- 8,90 (m, 1 H, NH);

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & ppm 23,06 (1 C) 28,95 (1 C)
31,85 (1 C) 39,23 (1 C) 51,65 (1 C) 53,86 (1 C) 55,30 (1 C) 64,31 (1 C) 126,86
(2 C) 127,4 (1C) 129,86 (2 C) 131,19 (1 C) 132,85 (1 C) 163,3 (1 C), 164,8 (1
C) 169,48 (1 C); e

HPLC-MS (m/z) [M]+ calculado 446,2628 encontrado 446,39.

EXEMPLO 2: SINTESE DA MARCA 2

[000311] 1. Etapa: Sintese de 9H-fluoren-9-ilmetil N-[rac-(1S)-
5-(terc-butoxicarbonilamino)-1-[(2-metiltetrazol-5-
iI)metilcarbamoil]pentil]carbamato:

EDC.HCI, NHS, H
W\HL o /\‘N/\ Y NaHCO,, DMF XO\A@I\HN/\(N;:‘,N/
Q ¢

Q Q

[000312] Uma mistura de Fmoc-Lys(Boc)-OH (505 mg, 1,079
mmol), N-hidroxissuccinimida (163 mg, 1,417 mmol), EDC-HCI (268 mg, 1,400
mmol) e bicarbonato de sddio (296 mg, 3,521 mmol) foi dissolvido em 10 mL de
DMF e agitado a temperatura ambiente. Apés 2 h, tetrazol (184 mg, 1,221
mmol) foi adicionado e a agitacéao foi continuada por um periodo adicional de 2
h a temperatura ambiente. O solvente foi removido sob presséo reduzida e o
residuo foi extraido trés vezes com EtOAc. A fase organica combinada foi seca
sobre sulfato de sodio e subsequente cromatografia em coluna flash em silica
gel (n-hexano:EtOAc; 1:2 a 1:3) para dar o produto desejado 454 mg, 75% de
rendimento, como um sélido esbranquicado.

[000313]  'H NMR (400 MHz, CLOROFORMIO-d) & ppm 1,18 -
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1,58 (m, 13 H) 1,59 - 1,96 (m, 2 H) 3,00 - 3,20 (m, 2 H) 4,15 - 4,30 (m, 5 H)
4,32 - 4,53 (m, 2 H) 4,53 - 4,81 (m, 2 H) 5,43 - 5,63 (m, 1 H, NH) 6,79 - 7,04 (m,
1 H, NH) 7,25 - 7,32 (m, 2 H) 7,38 (m, 2 H) 7,49 - 7,65 (m, 2 H) 7,74 (m, 2 H).

[000314] 13C NMR (101 MHz, CLOROFORMIO-d) & ppm
22,41 (1 C) 28,40 (3C)29,56(1C)31,86(1C)32,12(1C) 34,90 (1 C) 39,40 (1
C) 39,80 (1 C) 47,13 (1 C) 54,75 (1 C) 67,07 (1 C) 77,20 (1 C) 119,96 (2 C)
125,04 (2 C) 127,07 (2 C) 127,72 (2 C) 141,27 (1 C) 143,69 (1 C) 143,75 (1 C)
156,22 (1 C) 163,40 (1 C) 171,90 (1 C).

[000315] HPLC-MS (m/z) [M+H]+ calculado 564,29344
encontrado 564,42.

[000316] 2. Etapa: Sintese de terc-butil N-[rac-(5S)-5-amino-6-

[(2-metiltetrazol-5- il)metilamino] -6-0x0-hexillcarbamato:

\/\/\H]\N _ \N Piperidina
Q T Ney _ DMF >r \n/ \/\/\HI\N y \N/
¢

[317] A uma solucao de Fmoc-lisina-tetrazol (37 mg, 0,066
mmol) em 2 mL de DMF foi adicionada piperidina (47 mg, 0,552 mmol). Apés a
mistura reacional ter sido agitada durante 1,5 h a temperatura ambiente, o
solvente remanescente foi removido sob pressao reduzida. A purificagdo com
cromatografia flash em silica gel (CHCls:MeOH, 8:1) para dar 22 mg,
rendimento de 98%, do produto desejado, como um o6leo incolor.

[000318] H NMR (400 MHz, CLOROFORMIO-d) & ppm 1,36 -
1,62 (m, 14 H) 1,75 - 2,03 (m, 1 H) 3,00 - 3,20 (m, 2 H) 3,44 (m, 1 H) 4,32 (s, 3
H) 4,44 - 4,64 (m, 1 H, NH) 4,71 (m, 2 H) 7,86 - 8,13 (m, 1 H, NH).

[000319]  13C NMR (101 MHz, CLOROFORM- d) & ppm 22,78
(1 C) 28,40 (3C) 29,86 (1 C) 34,39 (1 C) 34,52 (1 C) 39,45 (1 C) 40,24 (1C)
54,91 (1 C) 77,19 (1 C) 156,05 (1 C) 163,84 (1 C) 175,03 (1 C).
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[000320] HPLC-MS (m/z) [M+H]+ calculado 342,22536
encontrado 342,48.

[000321] 3. Etapa: Sintese de 2,2,2-trifluoroacetato;acido
2,2,2-trifluoroaceético;trimetil-[2-0x0-2-[[rac-(1S)-5-amino-1-[(2-metiltetrazol-5-

il)metilcarbamoil]pentillamino]etillamoénio:

’ 0 a) EDC.HCI, NHS, HzN\/\/\‘)l\ N
0 NW\‘)I\ N NaHCO,, DMF NNE
>r \II/ N = N— . o. NH H Ny’
0 NH, H o Ny j’
Nt

b) CH,CN, TFA /’il

[000322] Uma mistura de lisina-tetrazol (78 mg, 0,229 mmol),
N-hidroxissuccinimida (45 mg, 0,392 mmol), EDC-HCI (84 mg, 0,441 mmol),
bicarbonato de sédio (117 mg, 1,392 mmol) e betaina (46 mg, 0,391 mmol) foi
dissolvida em 2 mL de DMF e agitada a temperatura ambiente durante 42 h. O
solvente foi removido sob pressao reduzida e o residuo foi purificado por HPLC
preparativa para dar 36 mg, rendimento de 28%, do produto desejado como um
Oleo incolor, sal de TFA.

[000323] Coluna C-18 do método de HPLC:

0 min: 100% de H20 0,1% de TFA, 0% CHsCN 0,1% de TFA;

0-1 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA,;

1-10 min: 98% de H20 0,1% de TFA; 2% de CH3CN 0,1% de TFA,

10-60 min: 50% de H20 0,1% de TFA; 50% de CH3CN 0,1% de
TFA,

60-70 min: 0% de H20 0,1% de TFA; 100% de CHsCN 0,1% de
TFA,

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,21 - 1,38 (m, 2 H) 1,24 -
1,38 (m, 3 H) 1,42 - 1,60 (m, 1 H) 1,60 - 1,79 (m, 1 H) 2,64 - 2,78 (m, 2 H) 3,18
(s, 9 H) 3,99 - 4,18 (m, 2 H) 4,23 - 4,36 (m, 4 H) 4,41 - 4,57 (m, 2 H) 7,69 - 7,85
(m, 1 H, NH) 8,69 - 8,90 (m, 1 H, NH);
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d ppm 22,56 (1 C) 27,01 (1 C)
31,72 (1 C) 34,23 (1 C) 39,06 (1 C) 39,83 (1 C) 52,80 (1 C) 53,79 (3C) 64,47 (1
C) 163,60 (1 C) 164,16 (1 C) 171,27 (1 C); e

HPLC-MS (m/z) [M]+ calculado 341,24080 encontrado 341,47.

[000324] 4. Etapa: Sintese de 2,2,2-trifluoroacetato;trimetil-[2-
0Xx0-2-[[rac-(1S)-5-[[2- (terc-butoxicarbonilamino)oxiacetiljamino]-1-[(2-

metiltetrazol-5-il)metilcarbamoil]pentiljamino]etiljamaonio:

0

H,N EDC.HCI, NHS,

N
N N— NaHCO, DMF

H H
o N N\/\/\‘)l\ N
Os _NH N=y >r \n/ o/\n/ ” 2 \—
T 0 0 O NH Ny’
~ T

7~ I o H

1

[000325] Uma mistura de lisina-betaina-tetrazol (13,2 mg,
0,029 mmol), N-hidroxisuccinimida (5 mg, 0,045 mmol), EDC-HCI (9,7 mg,
0,051 mmol), bicarbonato de sdédio (8,8 mg, 0,105 mmol) e &cido carboxilico
(6,1 mg, 0,032 mmol) foi dissolvido em 0,5 mL de DMF e agitado a temperatura
ambiente durante 4 h. A remocédo do solvente foi seguida por purificacdo
subsequente via HPLC preparativa para dar 9,4 mg, 52% de rendimento, do
produto desejado como um éleo incolor, sal de TFA.

[000326] Coluna C-18 do método de HPLC:

0 min: 100% de H20 0,1% de TFA, 0% CHsCN 0,1% de TFA;

0-1 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA,;

1-10 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA;

10-60 min: 50% de H20 0,1% de TFA; 50% de CH3CN 0,1% de
TFA,

60-70 min: 0% de H20 0,1% de TFA; 100% de CHsCN 0,1% de
TFA,

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,17 - 1,32 (m, 3 H) 1,33 -
1,46 (m, 10 H) 1,47 - 1,59 (m, 1 H) 1,59-1,71 (m, 1H) 3,01 -3,11 (m, 2 H) 3,12-
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3,23 (m, 9 H) 4,05-4,18 (m, 2 H) 4,23 (s, 1H) 4,33 (s, 3 H) 4,33-4,48 (m, 2 H)
7,93 - 8,06 (m, 1 H, NH) 8,61 - 8,83 (m, 1 H, NH) 10,08 (s, 1 H, NH) 10,29 (br s,
1 H, NH); e
HPLC-MS (m/z) [M]+ calculado 514,30961 encontrado 514,57.
[000327] 5. Etapa: Sintese de 2,2,2-trifluoroacetato;acido
2,2,2-trifluoroacético;trimetil-[2-ox0-2-[[rac-(1S)-5-[(2-aminooxiacetil)amino]-1-
[(2-metiltetrazol-5-il)metilcarbamoil]pentillamino]etiljamoénio:

H H i DCM, TFA  pn i i
, N
XOYN\O/\rN\/\/\HkN /N\N/ > 2 \o/\r \/\/\HL” 3 \,N/
0 0 O NH H Ngy 0 OTNH Ny
b o

> >

[000328] A uma solucdo de boc-lisina-betaina-tetrazol (9,4
mg, 0,015 mmol) em 0,7 mL de DCM foi adicionada uma gota de acido
trifluoroacético. Apos agitacdo da solucédo a temperatura ambiente por 24 h, o
solvente foi removido sob pressdo reduzida para dar 7,6 mg, 80% de
rendimento, do produto desejado como um 6leo incolor, sal de TFA.

[000329] IH NMR (500 MHz, OXIDO DE DEUTERIO) & ppm
1,20-1,32 (m, 2 H) 1,35 -1,48 (m, 2 H) 1,57 - 1,75 (m, 2 H) 3,13 (m, 2 H) 3,19
(s, 9 H) 4,04 (s, 2 H) 4,22 - 4,26 (m, 4 H) 4,49 - 4,61 (m, 4 H).

[000330] 13C NMR (126 MHz, OXIDO DE DEUTERIO) & ppm
22,32 (1 C) 27,82 (1 C) 30,47 (1 C) 34,37 (1 C) 38,88 (1 C) 39,61 (1 C) 54,15 (1
C) 54,34 (3C) 64,73 (1 C) 71,83 (1 C) 163,20 (1 C) 164,26 (1 C) 168,56 (1 C)
173,82 (1 C).

[000331] HPLC-MS (m/z) [M-NH]+ calculado 399,24628
encontrado 399,54.

EXEMPLO 3: SINTESE DA MARCA 3

[000332] 1. Etapa: Sintese de acido (2S)-2-(9H-fluoren-9-

ilmetoxicarbonilamino)-6-[(1-feniltriazol-4-carbonil)amino]hexandico:
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H’cI o]

Ny o OH ANy 9
<i>—”\2\“,o\N . OYNH DMF, DIPEA N\Q\“/N\/\/\HLOH
—_— - o
g Y
BN Q
0
CAS 139262-23-0 Q

[000333] O éster de N-hidroxisuccinimida bruto (815 mg, foi
considerado como 2,18 mmol) e 882 mg de FmocLysOH*HCI| (882 mg, 2,18
mmol) foram dissolvidos em 8 mL de DMF. N-metil morfolina (480 uL, 441 mg,
4,36 mmol) foi adicionado e a mistura de reacdo foi agitada a temperatura
ambiente por 18 h. A mistura de reagéo foi entdo concentrada em vacuo até 1
mL e 1 mL de AcOH seguido de 100 mL de NH4CI saturado foram adicionados.
A fase aquosa obtida foi extraida trés vezes com 15 mL de EtOAc. As fases
organicas recolhidas foram secas sobre Na2SO4 e concentradas para dar 1,5 g
de produto bruto. Cromatografia em gel de silica (CHCIs:MeOH = 9: 1) 1,17 g,
quantitativo, do produto desejado como um sélido branco.

[000334] H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,26 - 1,40 (m,
2 H) 1,49 - 1,68 (m, 3 H) 1,69 - 1,82 (m, 1 H) 3,27 (br d, J = 6,65 Hz, 1 H) 3,82
(brd, J=4,77 Hz, 1 H) 4,16 - 4,41 (m, 2 H) 7,20 - 7,70 (m, 9 H) 7,86 (d, J = 7,4
Hz, 2 H) 7,94 - 7,96 (m, 3H) 8,46 - 8,81 (m, 1 H) 9,25 (s, 1 H).

[000335] 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 21,54 (1 C)
29,09 (1 C) 30,75 (1 C) 35,77 (1 C) 46,73 (1 C) 54,90 (1 C) 65,30 (1 C) 120,04
(2 C) 120,37 (2 C) 124,48 (2 C) 125,22 (1 C) 127,02 (2 C) 127,54 (1 C) 129,05
(1 C) 129,87 (2 C) 136,31 (1 C) 140,69 (2 C) 143,88 (2 C) 143,94 (2 C) 155,67
(1 C) 159,25 (1 C) 162,29 (1 C).

[000336] HPLC-MS (m/z) [M+H]+ calculado 540,22469
encontrado 540,3

[000337] 2. Etapa: Sintese de acido rac-(2S)-2-amino-6-[(1-

feniltriazol-4-carbonil)amino]hexandico:
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N=i 0 N=N 0
N N H DMF, Piperidina N “
\Q\I‘/N\/\/\)LOH F OH
0 O\UNH 0 NH,

Q)
<
Q)

[000338] O &cido carboxilico (1,17 g, 2,18 mmol) foi dissolvido
em 12 mL de DMF. 2,4 mL de piperidina foram adicionados e a mistura de
reacdo foi agitada a temperatura ambiente por 1 h. O solvente foi
completamente removido em vacuo e 3 mL de EtOAc e 15 mL de n-hexano
foram adicionados ao residuo seco obtido. A suspenséo foi agitada durante 15
min e depois filtrada. O filtrado foi lavado com 100 mL de n-Hexano/EtOAc
(10:1). O sdlido branco obtido foi removido do filtro e adicionalmente seco em
vacuo para dar 556 mg, 80% de rendimento, de aminoécido bruto.

[000339] HPLC-MS (m/z) [M+H]+ calculado 318,15661
encontrado 318,2.

[000340] 3. Etapa: Sintese de 2,2,2-trifluoroacetato;trimetil-[2-
0Xx0-2-[[rac-(1S)-1-metoxicarbonil-5-[(1-feniltriazol-4-
carbonil)amino]pentillamino]etiljamonio:

1) MeOH, H,SO,
o  2)EDC.HCI, DMF, NHS, DIPEA

O-C — i
\)\N/N\/\/\HL Q_ \/\/\HLO/
OTNH
>N
I
[000341] Para uma solucdo de amino &cido (400 mg, 0,90 mmol)
em MeOH (20 mL) a H2SO4 (0,1 mL, 1 N) foi adicionado a temperatura ambiente e
a solucdo foi deixada a reagir por 24 h a temperatura ambiente. A solucao foi
aquecida a 50 °C e deixada a reagir por 24h. O solvente foi evaporado e o 6leo foi
purificado por HPLC-prep. para dar 424 mg do produto desejado como um sélido

branco, sal de TFA.
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[000342] A uma solucdo de P1 (400 mg, 0,90 mmol) em DMF
seco e Ar, betaina (316 mg, 2,70 mmol), EDC.HCI (518, 2,70 mmol), DIPEA (696
mg, 539 mmol) e NHS (310 mg, 2,70 mmol) foram adicionados. A
solucdo/suspensao (a betaina ndo € completamente soluvel) foi deixada reagir a
temperatura ambiente durante a noite. O solvente foi evaporado e o 6leo bruto
incolor foi purificado por HPLC prep. para dar 223,8 mg, 33% de rendimento, do
produto desejado como 6leo incolor, sal de TFA.

[000343] Coluna C-18 do método de HPLC:

0 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA;

0-10 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA;

10-60 min: 70% de H20 0,1% de TFA; 30% de CH3CN 0,1% de TFA;

60-90 min: 20% de H20 0,1% de TFA; 80% de CH3CN 0,1% de TFA;

H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,35 (m, 2 H) 1,45 - 1,59 (m, 2
H) 1,59 - 1,96 (m, 2 H) 3,19 (s, 9 H) 3,26 (m, 2 H) 3,63 (s, 3 H) 4,16 (s, 2 H) 4,28 (m,
1H) 7,47 - 7,66 (m, 3H) 8,65 (M, 1 H, NH) 9,04 (m, 1 H, NH) 9,23 (s, 1 H);

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 23,07 (1 C) 29,08 (1 C) 30,68
(1 C) 38,60 (1 C) 52,50 (1 C) 52,56 (1 C) 53,74 (3 C) 64,10 (1 C) 120,84 (2 C)
124,95 (1 C) 129,55 (1 C) 130,34 (2 C) 136,75 (1 C) 144,28 (1 C) 159,78 (1 C)
164,04 (1 C) 172,27 (1 C); e

HPLC-MS (m/z) [M]+ calculado 431,24068 encontrado 431,34.

[000344] 4. Etapa: Sintese de 2,2,2-trifluoroacetato;acido 2,2,2-
trifluoroacético;trimetil-[2-oxo-2-[[rac-(1S)-1-(hidrazinocarbonil)-5-[(1-feniltriazol-4-
carbonil)amino]pentillamino]etillamonio:

0

NNy N
N ANy a
Q_ \)\“/N\/\/?LO/ MeOH, NHZNHSOH Q_N\)\“/N\/\/\HI\N/N H2

0 Oy _NH H

j/ 0 Os _NH
SN j/

N

[000345] Em um flash de 25 mL, o éster (200 mg, 0,37 mmol)
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foi dissolvido em MeOH (5 mL) e o monohidrato de hidrazina (184 mg, 3,68
mmol) foi adicionado. A reacéo foi deixada reagir a 50 °C por 2h. Depois disso,
o solvente foi removido por vacuo (bomba de alto vacuo para remover 0
excesso de hidrazina) e o 6leo incolor em bruto foi purificado por HPLC prep
para dar 178,0 mg, 73% de rendimento, do produto desejado como um sdlido
branco, sal de TFA.

[000346] Coluna C-18 do Método de HPLC:

0 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CHsCN 0,1% de TFA,;

0-10 min: 98% de H20 0,1% de TFA, 2% de CH3CN 0,1% de TFA;

10-60 min: 70% de H20 0,1% de TFA; 30% de CHsCN 0,1% de
TFA,

60-90 min: 20% de H20 0,1% de TFA; 80% de CH3CN 0,1% de
TFA,

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,19 - 1,44 (m, 2 H) 1,47 -
1,75 (m, 4 H) 3,16 - 3,28 (m, 11 H) 4,03 - 4,22 (m, 2 H) 4,23 - 4,37 (m, 1 H)
7,47 -7,63 (m, 3H) 7,93 (s, 2 H) 8,65 (m, 1 H, NH) 8,98 (m, 1 H, NH) 9,23 (s, 1
H) 11,04 (s largo, 1 H, NH);

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 23,04 (1 C) 29,18 (1 C)
31,56 (1 C) 38,70 (1 C) 51,70 (1 C) 53,76 (3 C) 64,51 (1 C) 120,86 (2 C) 124,96
(1 C) 129,59 (1 C) 130,36 (2 C) 136,73 (1 C) 144,27 (1 C) 159,77 (1 C) 164,01
(1C) 170,77 (1 C); e

HPLC-MS (m/z) [M]+ calculado 431,2519 encontrado 431,37.

EXEMPLO 4: PREPARACAO DO DERIVADO DE MARCA 1-TESTOSTERONA E SUA

ANALISE VIA MS
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[000347] A testosterona foi dissolvida em metanol de grau MS
até uma concentracao final de 1 mg/mL. Marca 1 (trimetil-[2-ox0-2-[[rac-(1S)-1-
(hidrazinocarbonil)-5-[[2-(5-feniltetrazol-2-
ilacetillamino]pentillamino]etillaménio;2,2,2-trifluoroacetato;acido 2,2,2-
trifluoroacético) foi dissolvido em metanol de grau MS até uma concentracao
final de 30 mg/mL. 10 pL de testosterona foram derivatizados com 10 pL de
Marca 1 em 70 pL de metanol grau MS e 10 pL de acido acético glacial. A
reagao de derivatizacgao foi incubada em um Eppendorf Thermomixer a 45 °C e
1200 rpm por 2 horas. Rendimento = 85 %, calculado por anélise LC-MS com
base na area de Testosterona ndo marcada.

[000348] 10 pL da reacgdo de derivatizacdo diluida (1:1000 em
80% de metanol) foi analisada por varredura completa de LC-MS no modo de
ion positivo nas energias de colisédo de 5, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 50 e 60 V,
respectivamente.

[000349] Para analise de LC/MS, as amostras foram
analisadas em um sistema Xevo G2-XS-QTof LC-MS (Waters) conectado a um
HPLC Waters Acquity H UPLC® Class. A separacdo cromatogréafica foi
realizada a 45 °C usando uma coluna C18 (Acquity UPLC HSS T3 1,8 um,
coluna 2,1 x 50 mm, Waters) com 2 mM NH4Ac, 0,1% de &cido formico em
agua (A) ou em metanol (B) como fase mével, com fluxo de 450 pL/min. Foi
usado um gradiente de etapa de 0 — 2 min 25% B, 2 — 6 min 25 -99.9% B, 6 —
8 min 99.9% B e 8 — 10 min 25% B. As condi¢des de fonte ESI otimizadas
foram as seguintes: temperatura de dessolvatacdo 650 °C, temperatura da
fonte 150 °C, fluxo de gas de cone 150L/Hr, fluxo de gas de dessolvatacéo
800L/Hr, fluxo de gas de colisdo 0,18 mL/min, deslocamento de fonte 80 V e
capilar 3,5 V. A faixa de massa do TOF-MS foi de 50 — 1200 Da, formato de
dados centroide, tempo de varredura de 0,2 seqg, sensibilidade do modo

analisador, faixa dindmica normal, baixa resolucdo de massa 15, alta resolucao
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de massa 10. Os dados foram adquiridos pelo software MassLynx (verséo 4.1,
SCN 949) e avaliados com TargetLynx (versao 4.1, SCN 909).

[000350] Na fase gasosa, o0 derivado de Marca 1-
Testosterona sofre uma perda neutra de N2 (A 28 Da) do grupo tetrazol, a
carga positiva permanece intacta no grupo trimetilamino carregado
positivamente no ion produto, conforme representado na Figura 1A.

[000351] A Tabela 1 mostra os valores de m/z calculados e
medidos para o ion precursor e o0 ion produto do derivado Marca 1-
Testosterona.

TABELA 1: M/Z DE iON PRECURSOR E iON PRODUTO DO DERIVADO DE MARCA 1-

TESTOSTERONA CALCULADO E MEDIDO

calculado medido
fon precursor [m/z] 716,46 716,43
fon produto [m/z] 688,45 688,43
Perda neutra [Da] 28,01 28,00

[000352] O derivado de Marca 1-Testosterona foi analisado
em diferentes energias de colisdo por varredura completa no modo de ion
positivo. As areas de pico correspondentes do ion precursor e do ion produto
sdo mostradas na Figura 1B.

[000353] A intensidade maxima do ion produto € obtida em
uma energia de colisdo de 30 V. O espectro de MS correspondente é mostrado
na Figura 1C, com o ion produto m/z 688,4276 o pico mais intenso.

[000354] Comparando a area maxima do pico do ion produto
do derivado 1 com testosterona **Cs ndo marcada e testosterona marcada com
reagente A de Rahimoff et al. (2017) J. Am. Chem. Soc. 139(30), p.
10359-10364 nas mesmas concentragdes de analito (0,1 pg/mL), um aumento

nas intensidades do ion produto de 15 vezes e 5 vezes, respectivamente, é
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observado (Figura 2A). Além disso, a Marca 1 gera um ion precursor de
testosterona mais intenso do que o reagente A de Rahimoff et al. (2017),
reagente Amplifex Keto e reagente Girard P nas mesmas concentracdes de
analito (0,1 pg/mL, Figura 2B). O aumento na intensidade do ion precursor é 4
vezes em comparagdo com a testosterona ndo marcada e o reagente A de
Rahimoff et al. (2017), bem como 2 vezes mais intenso do que a testosterona
marcada com reagente Amplifex Keto

EXEMPLO 5: PREPARACAO DO DERIVADO DE MARCA 2-TESTOSTERONA E SUA

ANALISE VIA MS

HsC
3 \ +.-CH3
N

[000355] A testosterona foi dissolvida em metanol de grau MS

até uma concentracgéo final de 1 mg/mL. Marca 2 (trimetil-[2-ox0-2-[[rac-(1S)-1-
(hidrazinocarbonil)-5-[[2-(5-metiltetrazol-2-
il acetillamino]pentillamino]etillaménio;2,2,2-trifluoroacetato;acido 2,2,2-
trifluoroacético) foi dissolvido em metanol de grau MS até uma concentracao
final de 100 mg/mL. 10 pL de Testosterona foram derivatizados com 10 pL de
Marca 2 em 70 puL de metanol de grau MS e 10 puL de acido acético glacial. A
reacao de derivatizacao foi incubada em um Eppendorf Thermomixer a 45 °C e
1200 rpm por 2 horas. Rendimento = 100 %, calculado por anéalise LC-MS com
base na area de Testosterona ndao marcada.

[000356] 10 L da reacao de derivatizacao diluida (1:1000 em
80% de metanol) foi analisada por varredura completa de LC-MS no modo de
ion positivo nas energias de colisédo de 5, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 50 e 60 V,

respectivamente.
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[000357] A andlise de LC/MS foi realizada conforme descrito
acima para o Exemplo 4.

[000358] Na fase gasosa, o derivado Marca 2-Testosterona
sofre uma perda neutra de N2 (A 28 Da) do grupo tetrazol, a carga positiva
permanece intacta no grupo trimetilamino carregado positivamente no
fragmento do produto, conforme representado na Figura 3A.

[000359] A Tabela 2 mostra os valores de m/z calculados e
medidos para o ion precursor e o ion produto do derivado de Marca 2-
Testosterona.

TABELA 2: M/Z DE iON PRECURSOR E iON PRODUTO DO DERIVADO DE MARCA 2-

TESTOSTERONA CALCULADO E MEDIDO.

calculado medido
fon precursor [m/z] 684,46 684,46
fon produto [m/z] 656,45 656,44
Perda neutra [Da] 28,01 28,02

[000360] O derivado foi analisado em diferentes energias de
colisdo por varredura completa no modo de ion positivo. As areas de pico
correspondentes do ion precursor e do ion produto sdo mostradas na Figura
3B. A intensidade méaxima do ion produto € obtida a uma energia de colisdo de
35 V. O espectro de MS correspondente € mostrado na Figura 3C, com o ion
precursor m/z 684,4455 e o ion produto m/z 656,4455.

EXEMPLO 6: SINTESE DA MARCA 16,17 E 18

PROTOCOLO PARA SINTESE DE FASE SOLIDA

[000361] A resina (250 umol) foi deixada inchar em DMF (10
min) e, em seguida, tratada com uma mistura de hidrato de hidrazina (10 eq) e
DIPEA (20 eq) em 30 mL de DMF. Apés 1 h, a solugéo foi removida e a resina

incubada com uma solucéo de 10% em volume de DIPEA em metanol. Apés 30
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min, a resina foi lavada (3 x metanol, 3 x DCM, 3 x DMF). Em seguida, o bloco
de construcdo de aminoacido protegido por Fmoc correspondente (3 eq, 0,2 M
em DMF) foi acoplado na presenca de PyBOP (6 eq) e DIPEA (9 eq). Ap6s 90
minutos a resina foi lavada (3 x DMF, 3 x DCM, 3 x DMF) e os grupos hidrazida
remanescentes foram acetilados com DMF/Ac20/lutidina (89/5/6, 10 min). A
resina foi lavada (5 x DMF) e o grupo Fmoc N-terminal foi removido por adicdo
de piperidina a 20% em DMF (2 x 10 min). A resina foi lavada (5 x DMF) e
Fmoc-Pro-OH (3 eq, 0,2 M em DMF) foi acoplado na presenca de PyBOP (6
eq) e DIPEA (9 eq). Apds 90 min, a resina foi lavada (3 x DMF, 3 x DCM, 3 x
DMF) e o0s grupos amino remanescentes foram acetilados com
DMF/Ac20/lutidina (89/5/6, 10 min). A resina foi lavada (5 x DMF) e o grupo
Fmoc N-terminal foi removido por adicdo de piperidina a 20% em DMF (2 x 10
min). A resina foi lavada (5 x DMF) e o N-terminal foi quaternalizado por
tratamento da resina com a, a'-dibromo-o-xileno (3eq, ¢ = 0,4 M em DMF) na
presenca de DIPEA (5 eq) por 16 h. Em seguida, a resina foi lavada (5 x DMF,
3 x DCM) e seca in vacuo. O dipeptideo foi clivado da resina por tratamento da
resina com TFA/TIS/agua (5 mL, 95/2,5/2,5) durante 2 h. A solucao de TFA foi
recolhida, concentrada in vacuo e foi adicionado um volume de 8 vezes de éter
dietilico para conseguir a precipitacdo do peptideo. O sobrenadante foi
removido e o produto em bruto foi purificado por RP-HPLC preparativa (coluna:
Triart C18 20 x 250 mm) usando uma mistura binaria de A (0,1% de TFA em
agua) e B (0,1% de TFA em 20% de acetonitrila ag.) a uma taxa de fluxo de 20
ml/min.

[000362] Sintese de N-[1-[(4-azidofenil)metil]-2-hidrazino-2-
oxo-etillespiro[1,3-dihidroisoindol-2-i0-2,1'-azolidin-1-i0]-2'-carboxamida;2,2,2-

trifluoroacetato:
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2'TFA

10,9 mg /20,5 umol; e

HPLC-MS (m/z) [M]+ calculado 420,2 encontrado 420,2.

[000363] Sintese de N-[1-(hidrazinocarbonil)-3-metilsulfinil-
propillespiro[1,3-di-hidroisoindol-2-i0-2,1'-azolidin-1-i0]-2'-carboxamida;2,2,2-

trifluoroacetato:

18,6 mg / 37,7 pmol;
HPLC-MS (m/z) [M]+ calculado 379,5 encontrado 379,2.

HN 2
M
© i\
N
0

@CN. 2*TFA

5,14 mg /11,0 pmol
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HPLC-MS (m/z) [M]+ calculado 355,5 encontrado 355,2.

EXEMPLO 7: DERIVATIZACAO DA TESTOSTERONA USANDO AS MARCAS 16, 17 E 18

[000364] Uma solugéao (S1) de 500ng/ml de Testosterona foi
preparada em Metanol. Uma solucao (S2) em comparacdo com a solucao (S1)
contendo um excesso de qualquer um dos reagentes de derivatizacdo Marca
16, Marca 17 ou Marca 18, diluido em metanol (razdo molar >1000) foi
adicionada e a solucao foi acidificada com &cido glacial (20% v/v). As solucdes
S1 e S2 foram misturadas resultando na solugdo S3, e mantida por 2h a 65 °C
seguido por 12h em temperatura ambiente. Ap6s 12h, a solu¢do S3 foi diluida
com Metanol para dar cinco niveis independentes de concentracdo com base
na massa molecular de Testosterona de Testosterona leq; Testosterona
1/20eq; Testosterona 1/40eq; Testosterona 1/100eq e Testosterona 1/200eq. A
leq € escolhida para estar ainda em uma faixa linear do detector e a
Testosterona 1/200Eq abaixo do limite de deteccdo do instrumento usado.
Como exemplo, as seguintes concentracbes foram usadas para um sistema
Waters Quattro Micro (100ng/ml; 5ng/ml; 2,5ng/ml; 1ng/ml; 500pg/ml). Uma
solugédo em branco de Ong/ml foi preparada usando a solucao S2.

[000365] Apébs a derivatizacdo da molécula de analito, podem
derivar isébmeros, que frequentemente resultam em picos mdltiplos. O
comportamento cromatogréafico desses isbmeros precisa ser tratado de forma a
quantificar de forma relativa suas propriedades. A Figura 5 exemplificada
descreve a distribuicdo do sinal ao longo do tempo aplicando um determinado
método cromatografico em 5% da altura absoluta do pico. O parametro de
"separacao” ("splitting”) descreve a capacidade do sistema cromatografico de
separar os isdbmeros resultantes da reacdo de derivatizacdo da molécula de
analito. O tempo de retencdo medido no baricentro do pico dos isbmeros pode
descrever a polaridade do derivado resultante se o material cromatografico de

fase reversa for usado para a separacdo. As areas Al e A2 sdo medidas em
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contagens*min de Sinal e relatadas como sua razdo para os isomeros de
derivacdo resultantes, respectivamente. Se a razdo dos Picos Al e A2 for
50/50, os isdbmeros resultantes foram produzidos em quantidades iguais. Se a
marca pode afetar esta proporcdo de modo a ser diferente de 50/50, um
isbmero é predominantemente produzido. As intensidades do sinal sao,
portanto, distribuidas desigualmente e, por isso, intensificardo a altura do sinal
contra o ruido de fundo n&o afetado.

[000366] Para cada substancia de marcacdo, o respectivo
derivado de testosterona foi medido por espectrometria de massa de ionizacao
por eletrospray apds a separacdo por cromatografia liquida e diferentes
varreduras de fragmentacdo com energias de colisédo de 15V, 20 V, 25 V, 30
V, 35V e 40 V foram realizadas. O sinal de massa do pico de ion molecular e
do pico de ion do fragmento mais abundante (perda neutra) foi usado para
otimizacdo da fragmentacdo. A energia de fragmentacdo € um dos parametros
de ajuste mais importantes quando se trata de ganho de sinal para moléculas
carregadas com unidade de perda neutra. A energia de fragmentacéo € critica
porque a molécula precisa ser desclivada durante a fonte e outras condicdes
do caminho do ion. A clivagem do fragmento de perda neutra deve ocorrer
apenas na célula de colisédo (e ou dispositivos relacionados) para formar um
determinado fragmento de interesse. Se a energia de coliséo precisa ser muito
alta para a clivagem do fragmento de perda neutra, também outros caminhos
de fragmentacao indesejados podem ocorrer, 0 que resulta em uma perda de
intensidade do sinal para o caminho de fragmentacdo de perda neutra.
Portanto, a energia de colisdo ndo deve ser muito pequena nem muito grande
para obter um comportamento de fragmentacao ideal. O maximo em contagens
de area pela respectiva energia de colisdo foi usado para outras abordagens de
quantificacdo de limite de deteccdo. Para cada substancia marcadora, o

respectivo derivado de testosterona foi ajustado em um espectrometro de
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massa triplo quadrupolo, injetando-o via cromatografia liquida no espectrometro
de massa. O parametro de ajuste foi a energia de colisdo que resultou no sinal
mais alto do respectivo pico cromatografico de cinco experimentos de energia
de colisdo independentes.

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS E DE MS

. Polaridade ES+

. Calibracdo Estatico 2

. Capilar (kV) 3,00 3,00

. Cone (V) 50,00 53,36

. Extrator (V) 3,00 3,54

. Lente RF (V) 02 0.2

. Temperatura da Fonte (°C) 140 138

. Temperatura de Dessolvatagdo (°C) 350 348
. Fluxo de Gas Cone (L/Hr) 50 49

. Fluxo de Gas de Dessolvatagdo (L/Hr) 650 646
. ResolugdoLM1 5,0

. ResolugdoHM 1 15,0

. Energialonical 1,0

. Entrada 50 -65

. Coliséo 2 -15

. Saida 50 -65

. Resolugdo LM 2 5,0

. Resoluggdfo HM 2 15,0

. Energialonica2 1,0

. Multiplicador (V) 650 -647

. Fluxo da Bomba de Seringa (uL/min) 40,0

. Pressao Pirani da Célula de Gas(mbar) 1,87e-4
. Parametros do Instrumento - Funcao 2:
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Polaridade ES+

Calibracdo Estatico 2

Capilar (kV) 3,00 3,00

Cone (V) 50,00 53,36

Extrator (V) 3,00 3,54

Lente RF (V) 02 0,2

Temperatura da Fonte (°C) 140 138
Temperatura de Dessolvatagdo (°C) 350
Fluxo de Gas Cone (L/Hr) 50 49

Fluxo de Gas de Dessolvatagdo (L/Hr) 650
ResolugcdoLM1 5,0

ResolugdoHM 1 15,0

Energia IGnical 1,0

Entrada 50 -65

Coliséo 2 -15

Saida 50 -65

Resolucdo LM 2 5,0

ResolugdfoHM 2 15,0

Energia IGnica2 1,0

Multiplicador (V) 650 -647

Fluxo da Bomba de Seringa (uL/min) 40,0

348

646

Pressao Pirani da Célula de Gas(mbar) 1,87e-4

Paréametros do Instrumento - Fungéo 3:
Polaridade ES+

Calibracdo Estético 2

Capilar (kV) 3,00 3,00

Cone (V) 50,00 53,36

Extrator (V) 3,00 3,54
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Lente RF (V) 0,2 0,2
Temperatura da Fonte (°C) 140 138

Temperatura de Dessolvatagdo (°C) 350 348

Fluxo de Gas Cone (L/Hr) 50 49

Fluxo de Gas de Dessolvatagdo (L/Hr) 650 646

ResolugdoLM1 5,0

ResolugdoHM 1 15,0

Energia IGnical 1,0

Entrada 50 -65

Coliséo 2 -15

Saida 50 -65

Resolucdo LM 2 5,0

ResolugdfoHM 2 15,0

Energia IGnica2 1,0

Multiplicador (V) 650 -647

Fluxo da Bomba de Seringa (uL/min) 40,0
Presséo Pirani da Célula de Gas(mbar) 1,87e-4

Registro Experimental ACE

Executar parametros do método
Waters Acquity SDS

Tempo de Execucao: 10,00 min

Comentario:

Selecao de Solvente A: A1

Selecao de Solvente B: B1

Limite de Baixa Presséo: 0,000 bar

Limite de Alta Pressdo: 1034,200 bar

Nome do Solvente A: Agua

Nome do Solvente B: Acetonitrila
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Interruptor 1: Sem Mudancga

Interruptor 2: Ligado

Interruptor 3: Sem Mudanca

Lavagem de Vedagéo: 5,0 min

Mapear 1: Pressédo do Sistema

Mapear 2: %B

Canal de Dados de Pressé&o do Sistema: Sim
Canal de Dados da Taxa de Fluxo: Nao

Canal de Dados de %A: Nao

Canal de Dados de %B: N&ao

Canal de Dados de Presséo de A Primario: Nao
Canal de Dados de Presséo de A Acumulador: Nao
Canal de Dados de Presséo de B Primario: Nao
Canal de Dados de Presséo de B Acumulador: Nao
Canal de Dados de Pressao do Desgaseificador: Nao
[Tabela de Gradiente]

Tempo(min) Taxa de fluxo %A %B Curva

1. Inicial 0,400 98,0 2,0

2.7,00 0,400 20,0 80,0 6

3.7,10 0,400 0,0 100,0 6

4.8,00 0,400 0,0 100,0 6

5.8,100,40098,02,06

6. 10,00 0,400 98,0 2,0 6

Executar Eventos: Sim

[Tabela de Eventos]

Tempo de Execucao(min) Parametro de A¢éo do Evento
1. 0,10 Interruptor 2 Ligado 0,00

2. 3,50 Interruptor 2 Desligado 0,00
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. 3. 9,00 Interruptor 2 Ligado 0,00

. Waters996 PDA

. Comprimento de Onda Inicial (nm) 210,00

. Comprimento de Onda Final (nm) 400,00

. Resolucao (hm) 1,2

. Taxa de Amostragem (espectro/s) 2,000

. Resposta do Filtro 1

. Tempo de Exposi¢céo (ms) Automético

. Interpolar 656 Sim

. Tempo de Parada de Aquisi¢ao (minutos) 10,00

. Salvar no disco:  Sim

. Canal Anélogo 1 Waters996 PDA

. Modo de Saida  Desligado

. Canal Anélogo 2 Waters996 PDA

. Modo de Saida  Desligado

. AutoSampler Waters Acquity

. Tempo de Execucao: 10,00 min

. Comentario:

. Carregar Adiante: Desativado

. Opcao de Loop: Loop parcial com Enchimento Excessivo da
Agulha

. LoopOffline: Desabilitar

. Nome do Solvente de Lavagem Fraca: Metanol

. Volume de Lavagem Fraca: 600 uL

. Nome do Solvente de Lavagem Forte: Metanol

. Volume de Lavagem Forte: 200 uL

Peticéo 870210006475, de 19/01/2021, pag. 283/296



140/141

. Temperatura da Coluna Alvo: 40,0 C

. Faixa de Alarme de Temperatura da Coluna: 20,0 C

. Temperatura Alvo da Amostra: 10,0 C

. Faixa de Alarme de Temperatura da Amostra: 10 C

. Fator de Enchimento Excessivo de Loop Completo:
Automatico

. Taxa de Extracédo da Seringa: Automatico

. Posicionamento da Agulha: Automéatico

. Vao de Ar Pré-Aspirado: Automatico

. Vao de Ar Pos-Aspirado: Automatico

. Canal de Dados de Temperatura da Coluna: Sim

. Canal de Dados de Temperatura Ambiente: Sim

. Canal de Dados de Temperatura de Amostra: Nao

. Canal de Dados de Temperatura do Organizador de

Amostra: Nao

. Canal de Dados de Pressao de Amostra: Nao
. Interruptor 1: Sem Mudanca

. Interruptor 2: Ligado

. Interruptor 3: Sem Mudanca

. Interruptor 4: Sem Mudancga

. Mapear: Pressdo da Amostra

. Alarme de Temperatura da Amostra: Ativado
. Alarme de Temperatura da Coluna: Ativado

. Executar Eventos: Sim

. [Tabela de Eventos]

. Tempo de Execucao(min) Acao do Evento

. 1. 0,10 Interruptor 2 Ligado

. 2. 3,00 Interruptor 2 Desligado
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. 3. 3,10 Interruptor 2 Alternar

. 4. 8,00 Interruptor 2 Pulso

. 5. 8,10 Interruptor 2 Desligado

. 6. 10,00 Interruptor 2 Ligado

. Esvaziamento do Enchimento Excessivo da Agulha:
. Parametro de Injecdo de Execucao de Amostra

Volume de Inje¢éo (ul) - 10,00.

[000367]

A partir

das curvas de calibragao

linear,

0s

respectivos limites de deteccao foram obtidos usando o procedimento descrito

em DIN EN ISO 32645. Os fatores de intensificacdo sao calculados com base

no Limite de Deteccdo (LOD) da testosterona marcada em comparagcao com o

LOD de testosterona ndo derivatizada. Os resultados sao mostrados na Tabela

3, abaixo.
TABELA 3: RESULTADOS PARA AS MARCAS ESPECIFICAS
Fator de
intensificacd | Tempo Separaca Largur Fragmento Energia de~ Razéo
0 para de ; ado fragmentacad| de
Marca ~ |0 dePico| de perda I ‘oA
testosterona | Retenca [min] Pico neutra o otimizada |is6mer
néao 0 [min] [min] V] 0 A1/A2
derivatizada
Elemento
Testosteron de estrutura
anao 1 2,82 0 0,2 de 25 n.z.
a
Amplifex 22 235 011 03 | NMe3 20 51/49
(Sciex)
Marca 16 158 7,1 0,17 0,52 N2 30 20/80
Marca 18 30 6,3 0,17 0,55 N2 22 10/90
Marca 17 54 5,5 0,17 0,50 SOMe 40 20/80
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REIVINDICACOES

1. COMPOSTO, caracterizado por ser de formula A:
N
~
X-11
N
<
em que:

X € uma unidade reativa, que € particularmente capaz de formar
uma ligacdo covalente com uma molécula de analito,

L1 € um ligante ramificado, em particular um ligante trifuncional

Y € uma unidade de perda neutra,

Z é uma unidade carregada que compreende pelo menos uma
fracdo permanentemente carregada, em particular compreendendo uma fragéo
permanentemente carregada, e

incluindo qualquer sal do mesmo.

2. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pela unidade reativa X ser selecionada a partir do grupo que
consiste em unidade reativa de carbonila, unidade reativa de dieno, unidade
reativa de hidroxila, unidade reativa de amino, uma unidade reativa de imina,
uma unidade reativa de tiol, uma unidade reativa de diol, uma unidade reativa
de fenol, unidade reativa de ep6xido, uma unidade reativa de dissulfeto e uma
unidade reativa de azida.

3. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 1 a 2, caracterizado pela unidade reativa X ser um grupo reativo
a carbonila, em particular em que X é selecionado a partir do grupo que
consiste em

0] uma unidade hidrazina, por exemplo, uma unidade H2N-
NH-, ou H2N-NR1-, em que R1 é arila ou alquila C1-4, particularmente alquila

C1 ou C2, opcionalmente substituida,

Peticéo 870210006475, de 19/01/2021, pag. 286/296



2/5

(i) uma unidade hidrazida, em particular uma carbo-hidrazida
ou sulfo-hidrazida, em particular uma unidade H2N-NH-C(O)- ou H2N-NR2-
C(O)-, em que R2 é arila ou alquila C1-4, particularmente alquila C1 ou C2,
opcionalmente substituida,

(i) uma unidade hidroxilamino, por exemplo, uma unidade
H2N-O-, e

(iv) uma unidade ditiol, particularmente uma unidade 1,2-ditiol
ou 1,3-ditiol.

4. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 1 ou 2, caracterizado pela unidade reativa X ser um grupo
reativo a tiol ou ser um grupo reativo a amino, tal como um grupo éster ativo,
por exemplo, éster de N-hidroxisuccinimida (NHS) ou sulfo éster de NHS, um
éster de hidroxibenzotrialzol (HOBt) ou grupo éster de 1-hidroxi-7-
acabenzotriazol (HOAL).

5. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 1 a 4, caracterizado pela unidade de perda neutra Y liberar uma
entidade neutra apdés ionizagéo.

6. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 5, caracterizado pela unidade carregada Z ser
permanentemente carregada.

7. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 6, caracterizado pela ramificacdo, em particular o ligante
trifuncional L1, compreender 1 a 30 atomos de C, opcionalmente
compreendendo 1 ou mais heteroatomos.

8. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 7, caracterizado pelo composto ter uma formula de acordo

com a féormula B:
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AP -

X-12
N (q
<

formula B

em que:

X, Y e Z sédo conforme definidos em qualquer uma das
reivindicagcbes 1 a 7,

L2, L3 e L4 séo ramificacbes lineares, cada uma individualmente
compreendendo C1-C10, opcionalmente cada um individualmente
compreendendo um ou mais heteroatomos, e

em que as ramificagbes lineares L2, L3 e L4, juntas, formam a
ramificagdo, em particular o ligante trifuncional L1, conforme definido em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 7.

9. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 8, caracterizado pela unidade reativa X ser um grupo reativo
a carbonila, a unidade de perda neutra Y ser uma fracdo heterociclica de 5
membros, a unidade de carga Z compreender uma fracdo permanentemente
carregada positivamente

10. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 9, caracterizado pela unidade reativa X ser H2N-NH-, a
unidade de perda neutra Y ser triazol ou tetrazol, e a unidade de carga Z
compreender um grupo de amonio terciario.

11. COMPOSICAO, caracterizada por compreender o
composto, conforme definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 10.

12. KIT, caracterizado por compreender 0 composto,
conforme definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 10, ou a
composic¢ao, conforme definida na reivindicagéo 11.

13. ADUTO COVALENTE, caracterizado por compreender
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uma molécula de analito e o composto, conforme definido em qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 10, covalentemente ligados um ao outro, em particular,
em que o aduto covalente é formado por reacdo quimica da molécula do analito
e do composto, conforme definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 10.

14. USO DE UM COMPOSTO de férmula A:

X-L11
e

em que:

X € uma unidade reativa, que € particularmente capaz de formar
uma ligacdo covalente com uma molécula de analito,

L1 é um ligante ramificado, em particular um ligante trifuncional,

Y € uma unidade de perda neutra,

Z é uma unidade carregada que compreende pelo menos uma
fracdo permanentemente carregada, em particular compreendendo uma fragao
permanentemente carregada,

incluindo qualquer sal do mesmo,

ou de uma composicdo ou kit compreendendo pelo menos um
composto de férmula A,

caracterizado por ser para a determinacdo de espectrometria de
massa de uma molécula de analito, em que a determinagcéo de espectrometria
de massa compreende particularmente uma determinacdo de espectrometria
de massa em tandem, mais particularmente em um dispositivo triplo
quadrupolo.

15. METODO PARA A DETERMINAQAO DE
ESPECTROMETRIA DE MASSA de uma molécula de analito, caracterizado
por compreender as etapas:

@) reagir a molécula de analito com um composto de férmula
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A, conforme definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 10, em que um
aduto covalente da molécula de analito e do composto de formula A é formado,
e

(b) submeter o aduto da etapa (a) a uma analise de
espectrometria de massa,

de preferéncia em que a etapa de analise de espectrometria de
massa (b) compreende:

0) submeter um ion do aduto a um primeiro estagio de
andlise de espectrometria de massa, em que o ion do aduto é definido de
acordo com sua razao massa/carga (m/z),

(i) causar a fragmentacéo do ion aduto, através da qual uma
primeira entidade neutra, particularmente uma entidade neutra de baixo peso
molecular, € liberada e um ion filho do aduto é gerado, em que o ion filho do
aduto difere em sua raz&do m/z a partir do ion aduto, e

(iii) submeter o ion filho do aduto a um segundo estagio de
andlise de espectrometria de massa, em que o ion filho do aduto é definido de
acordo com sua razao m/z, e/ou

em que (ii) pode ainda compreender a fragmentagdo alternativa
do aduto, através da qual uma segunda entidade neutra diferente da primeira
entidade neutra € liberada e um segundo ion filho do aduto é gerado, e

em que (iii) pode compreender ainda submeter o primeiro e o
segundo ions filhos do aduto a um segundo estagio de analise espectrométrica
de massa, em que o primeiro e o segundo ions filhos do aduto sé&o definidos de

acordo com suas razdes m/z.
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Figura 2

Marca 1 - Reagente A -
Testosterona Testosterona

Marcal- Reagente A -
Testosterona Testosterona

Amplifex
Keto -
Testosterona

13C3 Testosterona

Girard P - 13C3
‘ Testosterona Testosterona
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Figura 4
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Figura 5
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RESuUMO
“COMPOSTO, COMPOSIC}AO, KIT, ADUTO COVALENTE, USO DE UM
COMPOSTO E METODO PARA A DETERMINA(;AO DE ESPECTROMETRIA
DE MASSA”
A presente invencao refere-se a reagentes que sdo adequados
para serem usados em espectrometria de massa, bem como a métodos de
determinacdo de espectrometria de massa de moléculas de analito usando 0s

referidos reagentes.
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