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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para "METODOS
PARA DISTINGUIR ISOMEROS USANDO ESPECTROMETRIA DE
MASSA".

Referéncia Cruzada a Pedidos Relacionados

Este pedido reivindica prioridade para o Pedido US Série N°
60/778.483, depositado em 2 de margo de 2006, cujo conteudo encontra-se
aqui incorporado a titulo de referéncia.

Sumario

A presente invengao refere-se, entre outras coisas, a distinguir

“isdbmeros moleculares usando espectrometria de massa. Por exemplo, este

relatério descritivo apresenta um método para detectar um ou os dois iséme-
ros de dimetilarginina, _usando espectrometria de massa em série.

Esses métodos tém varias aplicagdes e podem ser usados para
detectar dimetilarginina em uma amostra (por exemplo, uma amostra prove-
niente de uma sintese ou uma amostra de um individuo). No contexto de
diagndstico, os métodos podem ser usados para obter um perfil metabdlico
para um individuo (por exemplo, um ser humano). Um perfil metabdlico é
constituido de informagdes que incluem informagdes sobre o estado de um
ou ambos os membros de um par de isdbmeros de um metabdlito, por exem-
plo, um ou ambos de: dimetilarginina assimétrica (ADMA) dimetilarginina

simétrica (SDMA), os dois isomeros de dimetilarginina:

NH CH,

C——CH H—N CH,
V4 N, \, (ADMA)
e
HO /
\ HyC=————CH, C—N\
C—CH H~—— CH,
VAW News

Em algumas modalidades, um perfil metabdlico inclui informa-
¢cOes sobre outras moléculas, por exemplo, outros metabdlitos. O perfil me-

tabdlico resultante pode ser usado para avaliar 0 estado de saude de um
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individuo (por exemplo, um ser humano), tal como a presenga ou auséncia
de um distarbio, por exemplo, um disturbio vascular (por exemplo, um dis-
turbio cardiovascular ou um disturbio hiperlensivo)T

Em um aspecto, este relatério descritivo apresenta um método
para distinguir isbmeros de dimetilarginina. O método inclui as etapas de:
ionizar uma amostra para gerar ions; selecionar ions tendo uma proporgao
de massa para carga (m/z) em uma faixa de m/z fragmentar 0s ions sele-
cionados para produzir ions filhotes; e detectar uma ou ambas de dimetilar-
ginina assimétrica (ADMA) e dimetilarginina simétrica (SDMA) na amostra
por detecgdo de um ou ambos do sinal m/z de um ion filhote a um m/z Gnico
para ADMA e o sinal m/z de um ion filhote a um m/z Unico para SDMA.

| Em um outro aspecto, este relatdrio descritivo apresenta um mé-
todo para distinguir isbmeros de dimetilarginina, método este que inclui as
etapas de: ionizar uma amostra para gerar ions; selecionar ions tendo uma
proporgcao de massa para carga (n/z) em uma faixa de m/z, fragmentar os
ions selecionados para produzir ions filhotes; e detectar uma ou ambas da
presenga do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 e da presencga do
sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172, onde o sinal m/z de um ion
filhote a cerca de m/z 46 indica que a amostra compreende dimetilarginina
assimeétrica (ADMA) e o sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172 indica
que a amostra compreende dimetilarginina simétrica (SDMA). A faixa de
m/z pode ser de cerca de m/z 203.

Em um outro aspecto, este relatério descritivo apresenta um mé-
todo para detectar dimetilarginina simétrica (SDMA), método este que inclui
as etapas de: ionizar uma amostra para gerar ions; selecionar ions tendo
uma propor¢ao de massa para carga (m/z) em uma faixa de m/z, fragmentar
os ions selecionados para produzir ions filhotes; e detectar dimetilarginina
simétrica (SDMA) na amostra detectando o sinal m/z de um ion filhote a cer-
cade m/z172. A faixa de m/z pode ser de cerca de m/z 203.

Em um outro aspecto, este relatério descritivo apresenta um mé-
todo para detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA). O método inclui as

etapas de: ionizar uma amostra para gerar ions; selecionar ions tendo uma



10

15

20

25

30

propor¢cdo de massa para carga (m/z) em uma faixa de m/z, fragmentar os
ions selecionados para produzir ions filhotes; e detectar dimetilarginina as-
simétrica (ADMA) na amostra detectando o sinal m/z de um ion filhote a cer-
ca de m/z 46. A faixa de m/z pode ser de cerca de m/z 203.

Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos descri-
tos acima, um padrao interno é adicionado a amostra antes da ioniza¢ao da
amostra. O padrdo interno pode ser, ou conter, um isdmero de dimetilargi-
nina que inclui pelo menos um atomo pesado. O padrdo interno pode conter
ou ser um isémero de SDMA de referéncia tendo pelo menos um atomo pe-
sado, e um isdbmero de ADMA de referéncia tendo pelo menos um atomo
pesado e onde os isdbmeros de SDMA e de ADMA de referéncia tém pesos
atomicos diferentes.

Em um outro aspecto, este relatério descritivo apresenta um mé-
todo para detectar isbmeros de dimetilarginina, método este que inclui as
etapas de: fornecer uma amostra que inclui um ou mais padroes internos,
onde pelo menos um padrao interno € um isébmero de dimetilarginina con-
tendo pelo menos um atomo pesado; ionizar uma amostra para gerar ions;
selecionar ions tendo uma faixa de m/z correspondente a faixa que é ade-
guada para isolar isbmeros de dimetilarginina (por exemplo, de ocorréncia
natural) e selecionar ions em uma ou mais faixas de m/z adicionais, as fai-
xas sendo adequadas para isolar o um ou mais padrdes internos; fragmen-
tar os ions selecionados para produzir ions filhotes; detectar dimetilarginina
assimétrica (ADMA) e/ou dimetilarginina simétrica (SDMA) na amostra por
detecgcdo de um ou mais do sinal m/z de um ion filhote unico para ADMA
e/ou um ou mais do sinal m/z de um ion filhote Unico para SDMA usando os
ions filhotes; e detectar o um ou mais padroes internos.

Em algumas modalidades, a faixa m/z corresponde a faixa que é
adequada para isolar isbmeros de dimetilarginina é cerca de m/z 203. Em
algumas modalidades, a amostra pode incluir um primeiro padrdo interno
que é um isdmero de SDMA tendo pelo menos um &tomo pesado, e um se-
gundo padrao interno que € um isémero de ADMA tendo pelo menos um

atomo pesado e onde os isbmeros de SDMA e de ADMA tém pesos atomi-
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cos diferentes . Em algumas modalidades, a amostra inclui um primeiro pa-
drao interno que é um isémero de SDMA tendo pelo menos um &tomo pe-
sado, e um segundo padrado interno que é um isdmero de ADMA tendo pelo
menos um atomo pesado e onde os isdbmeros de SDMA e de ADMA tém
pesos atdbmicos iguais.

Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos descri-
tos acima, 0 método pode incluir ainda a etapa de medir o nivel de SDMA
e/ou ADMA na amostra.

Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos descri-
tos acima, a amostra que é ionizada pode ser uma amostra bioldgica. A
amostra biolégica pode ser, ou conter, sangue, soro, plasma, linfa, fluido
amnidtico, saliva, fluido cerebrospinhal, fluido lacrimal, muco, urina, cuspe,
Ou suor.

Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos descri-
tos acima, a amostra que é ionizada pode conter compostos além da dimeti-
larginina. A amostra que é ionizada pode conter compostos que nao co-
migram em uma coluna de cromatografia por exclusao de tamanho.

Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos descri-
tos acima, é possivel detectar um ou mais analitos adicionais. O um ou
mais analitos adicionais podem ser biomoléculas metabdlicas. O um ou

mais analitos adicionais podem ser aminodcidos ou acilcarnitinas. O um ou

~mais analitos adicionais sdo selecionados do grupo que consiste em: citruli-

na, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina. Em algumas
modalidades, 0 um ou mais analitos adicionais podem ser medidos, por e-
xemplo, usando espectrometria de massa em série.

Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos descri-
tos acima, a amostra nao é quimicamente modificada antes da ionizagao da
amostra. Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos descritos
acima, a amostra é quimicamente modificada antes da ionizagdao da amos-
tra.

Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos descri-

tos acima, o nivel de um sinal a cerca de m/z 46 e o niveil de um sinal a cer-
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ca de m/z 172 pode ser medido, por exemplo, determinando o resultado de -
uma fungao dependente do sinal m/z de ion filhote a cerca de m/z 46 e do
sinal m/z de ion filhote a cerca de m/z 172.

Em um outro aspecto, este relatorio descritivo apresenia um mé-
todo para diagnosticar um disturbio caracterizado por niveis alterados de
ADMA ou SDMA, o método compreendendo: fornecer uma amostra bioldgi-
ca de um individuo; ionizar a amostra biolégica para gerar ions; selecionar
ions tendo uma proporgao de massa para carga (m/z) em uma faixa de m/z,
fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e medir o nivel
de ADMA em fungao do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z46 e o
nivel de SDMA em fungao do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172,
onde um nivel alterado de um ou ambos de ADMA e SDMA na amostra bio-
légica em relagao ao nivel em uma amostra de referéncia é uma indicagédo
de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, um disturbio carac-
terizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA. O disturbio pode caracte-
rizar-se por niveis de ADMA aumentados e/ou niveis de SDMA aumentados.
O disturbio caracterizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA pode ser
um disturbio vascular e/ou um disturbio hipertensivo. O disturbio hipertensi-
vo pode ser pré-eclampsia. A faixa de m/z range pode ser cerca de m/z 203.
A amostra bioldgica que é ionizada pode conter compostos além da dimeti-
larginina. O individuo pode ser um mamifero, por exemplo, um ser humano.
O disturbio vascular pode ser um disturbio cardiovascular ou um distarbio
hipertensivo. O disturbio hipertensivo pode ser pré-eclampsia. O distirbio
cardiovascular pode ser aterosclerose. O disturbio vascular pode ser diabe-
tes, hipercolesterolemia, insuficiéncia renal, ou hipertensdo. Em algumas
modalidades, é possivel medir o nivel do sinal m/z de um ion filhote a cerca
de m/z 46 e o nivel do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172. A
amostra de referéncia pode ser de um individuo que nao tem, nao tem sus-
peita de ter, nem corre o risco de desenvolver um disturbio cardiovascular.
A amostra biolégica pode ser, ou conter, sangue, soro, plasma, linfa, fluido
amnidtico, saliva, fluido cerebrospinhal, fluido lacrimal, muco, urina, cuspe,

Ou suor.
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Em algumas modalidades, um ou mais analitos adicionais. Po-
dem ser medidos um ou mais analitos adicionais pode ser citrulina, dimeti-
lamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina. O um ou mais analitos
adicionais podem ser aminoacidos ou acilcarnitinas. O um ou mais analitos
adicionais podem ser medidos, por exemplo, usando espectrometria de
massa.

Em algumas modalidades, um padrao interno pode ser adicio-
nado a amostra biologica antes da ionizagao da amostra. O padrao interno
pode ser, ou conter, um isébmero de dimetilarginina que inclui pelo menos
um atomo pesado. O padrdo interno pode ser, ou conter, um isdmero de
SDMA tendo pelo menos um atomo pesado, e um isdbmero de ADMA tendo
pelo menos um atomo pesado e onde os isdmeros de SDMA e de ADMA
tém pesos atdmicos diferentes .

Em ainda um outro aspecto, este relatério descritivo apresenta
um método para diagnosticar um disturbio vascular em um individuo, méto-
do este que inclui as etapas de: fornecer uma amostra bioldgica de um indi-
viduo; ionizar a amostra biolégica para gerar ions; selecionar ions tendo
uma propor¢cdo de massa para carga (m/z) em uma faixa de m/z, fragmen-
tar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e medir um ou ambos
do nivel de ADMA em fung¢ao do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z
46 e do nivel de SDMA em fungéo do sinal m/z de um ion filhote a cerca de
m/z 172, onde um nivel elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA na a-
mostra bioldgica em relagao ao nivel em uma amostra de referéncia é uma
indicacao de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, um dis-
turbio vascular. A faixa de m/z pode ser cerca de m/z 203. A amostra bio-
l6gica que é ionizada pode conter compostos além da dimetilarginina. O
individuo pode ser um mamifero, por exemplo, um ser humano. O disturbio
vascular pode ser um disturbio cardiovascular ou um distarbio hipertensivo.
O disturbio hipertensivo pode ser pré-eclampsia. O disturbio cardiovascular
pode ser aterosclerose. O disturbio vascular pode ser diabetes, hipercoles-
terolemia, insuficiéncia renal, ou hipertensao. Em algumas modalidades, é

possivel medir o nivel do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z46 e o
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nivel do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172. A amostra de refe-
réncia pode ser de um individuo que ndo tem, ndo tem suspeita de ter, nem
corre o risco de desenvolver um disturbio cardiovascular.

Em algumas modalidades, € possivel medir um ou mais analitos
adicionais. O um ou mais analitos adicionais podem ser citrulina, dimetila-
mina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina. O um ou mais analitos
adicionais podem ser aminoacidos ou acilcarnitinas. O um ou mais analitos
adicionais podem ser medidos, por exemplo, usando espectrometria de
massa. A amostra bioldgica pode ser, ou conter, sangue, soro, plasma, lin-
fa, fluido amnidtico, saliva, fluido cerebrospinhal, fluido lacrimal, muco, uri-
na, cuspe, ou suor. A amostra bioldgica qUe € ionizada pode ser, ou conter,
compostos além da dimetilarginina.

Em algumas modalidades, o método pode incluir a etapa de:
depois de diagnosticar o individuo como tendo, ou correndo o risco de de-
senvolver, um disturbio vascular, administrar ao individuo um ou mais agen-
tes terapéuticos_. O um ou mais agentes terapéuticos sao um ou mais anti-
hipertensivos, um ou mais agentes redutores de colesterol, ou um ou mais
beta bloqueadores. O um ou mais anti-hipertensivos podem ser diuréticos,
inibidores da enzima conversora de angiotensina, vasodilatadores, ou alfa
bloqueadores. O um ou mais agentes abaixadores de colesterol podem ser
estatinas. '

Em algumas modalidades, um padrdo interno pode ser adicio-
nado a amostra biolégica antes da ionizagao da amostra. O padrao interno
pode ser, ou conter, um isOmero de dimetilarginina que inclui pelo menos
um atomo pesado. O padrao interno pode ser, ou conter, um isbmero de
SDMA tendo pelo menos um atomo pesado, e um isdomero de ADMA tendo
pelo menos um atomo pesado e onde os isébmeros de SDMA e de ADMA
tém pesos atdomicos diferentes .

Em um outro aspecto, este relatorio descritivo fornece um méto-
do para diagnosticar pré-eclampsia em um individuo, método este que inclui
as etapas de: fornecer uma amostra bioldégica de um individuo; ionizar a

amostra bioldgica para gerar ions; selecionar ions tendo uma propor¢ao de
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massa para carga (m/z) em uma faixa de m/z, fragmentar os ions seleciona-
dos para produzir ions filhotes; e medir um ou ambos do nivel de ADMA em
fungdo do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA
em fung&o do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172, onde um nivel
elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA na amostra biolégica em rela-
¢do ao nivel em uma amostra de referéncia é uma indicagdo de que o indi-
viduo tem, ou corre o risco de desenvolver, pré-eclampsia. A faixa de m/z
pode ser cerca de m/z 203. O individuo pode ser um mamifero, por exem-
plo, um ser humano.

Em ainda um outro aspecto, este relatério descritivo fornece um
método para avaliar a resposta de um individuo a um agente terapéutico. O
método pode incluir as etapas de: fornecer uma amostra biolégica de um
individuo tratado com um agente terapéutico; ionizar a amostra bioldgica
para gerar ions; selecionar ions tendo uma propor¢cédo de massa para carga
(m/2) em uma faixa de m/z, fragmentar os ions selecionados para produzir
ions filhotes; e medir um ou ambos do nivel de ADMA em fungao do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em fun¢ao do
sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172, onde o mesmo nivel ou um
nivel elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA na amostra biolégica em
relagdo ao nivel em uma amostra biolégica obtida do individuo antes do tra-
tamento é uma indicagao de que o individuo nao esta respondendo ao tra-
tamento e um nivel reduzido de um ou ambos de ADMA e SDMA na amos-
tra biolégica em relagdo a amostra bioldgica obtida do individuo antes do
tratamento é uma indicacdo de que o individuo esta respondendo ao trata-
mento. A faixa de m/z pode ser cerca de m/z203. O individuo pode ser um
mamifero, por exemplo, um ser humano. Em algumas modalidades, é pos-
sivel medir um .ou mais analitos adicionais. O um ou mais analitos adicio-
nais-podem ser citrulina, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e
creatina. O um ou mais analitos adicionais podem ser aminoacidos ou acil-
carnitinas. O um ou mais analitos adicionais podem ser medidos, por e-
xemplo, usando espectrometria de massa. A amostra biolégica pode ser, ou

conter, sangue, soro, plasma, linfa, fluido amniético, saliva, fluido cerebros-
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pinhal, fluido lacrimal, muco, urina, cuspe, ou suor. A amostra biolégica que
é ionizada pode ser, ou conter, compostos além da dimetilarginina. O indi-
viduo pode ser um individuo que tem, ou com suspeita de ter, um distarbio
vascular. O disturbio vascular pode ser um disturbio hipertensivo tal como
pré-eclampsia. O distlurbio vascular pode ser um distarbio cardiovascular tal
como aterosclerose. O disturbio vascular pode ser diabetes, hipercolestero-
lemia, insuficiéncia renal, ou hipertensao.

Em algumas modalidades, é possivel medir 0 nivel de ADMA e o
nivel de SDMA. Em algumas modalidades, o0 método também pode incluir:
se o individuo nao esta respondendo ao tratamento, administrar ao individuo
um ou mais agentes terapéuticos diferentes. O um ou mais agentes terapéu-
ticos sao um ou mais anti-hipertensivos, um ou mais agentes abaixadores
de colesterol, ou um ou mais beta bloqueadores. O um ou mais anti-
hipertensivos podem ser diuréticos, inibidores da enzima conversora de an-
giotensina, vasodilatadores, ou alfa bloqueadores. O um ou mais agentes
abaixadores de colesterol podem ser estatinas.

Em algumas modalidades, o método pode incluir: se o individuo
estiver respondendo ao tratamento, continuar a administrar o mesmo agente
terapéutico ao individuo.

Em um outro aspecto, este relatério descritivo fornece um méto-
do para fornecer um perfil metabdlico para um individuo, 0 método compre-
endendo: fornecer uma amostra bioldgica de um individuo; ionizar a amostra
bioldgica para gerar ions; selecionar ions tendo uma propor¢ao de massa
para carga (m/z) em uma faixa de m/z fragmentar os ions selecionados para
produzir ions filhotes; e detectar um ou ambos do sinal m/z de um ion filhote
a cerca de m/z 46 e do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172; e for-
necer um perfil metabolico do individuo que inclui um parametro que é fun-
¢ao de um ou ambos do sinal m/z de ion filhote a cerca de m/z 46 e do sinal
m/z de ion filhote a cerca de m/z 172. A faixa de m/z pode ser cerca de m/z
203. O individuo pode ser um mamifero, por exemplo, um ser humano. O
individuo pode ser um individuo com suspeita de ter um disturbio cardiovas-

cular. Em algumas modalidades, é possivei medir um ou mais analitos adi-
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cionais. O um ou mais analitos adicionais podem ser citrulina, dimetilamina,
arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina. O um ou mais analitos adicio-
nais podem ser aminoacidos ou acilcarnitinas. O um ou mais analitos. adi-
cionais podem ser medidos, por exemplo, usando espectrometria de massa.
A amostra biolégica pode ser, ou conter, sangue, soro, plasma, linfa, fluido
amnidtico, saliva, fluido cerebrospinhal, fluido lacrimal, muco, urina, cuspe,
ou suor. A amostra biolégica que € ionizada pode ser, ou conter, compostos
além da dimetilarginina. O individuo pode ser um individuo que tem, ou
com suspeita de ter, um disturbio vascular. O distarbio vascular pode ser
um disturbio hipertensivo tal como pré-eclampsia. O distuarbio vascular pode
ser um disturbio cardiovascular tal como aterosclerose. O disturbio vascular
pode ser diabetes, hipercolesterolemia, insuficiéncia renal, ou hipertensao.
Em algumas modalidades, é possivel medir o nivel do sinal m/z

de um ion filhote a cerca de- m/z 46 e da presenga do sinal m/z de um ion

- filhote a cerca de m/z172.

Em algumas modalidades, é possivel medir um ou mais analitos
adicionais. O um ou mais analitos adicionais podem ser qualquer um daque-
les descritos neste relatério descritivo. O um ou mais analitos adicionais po-
dem ser medidos usando espectrometria de massa.

.Em ainda-um outro aspecto, este relatério descritivo apresenta
um perfil metabdlico para um individuo obtido pelo método compreendendo:
fornecer uma amostra biolégica de um individuo; ionizar a amostra biolégica
para gerar ions; selecionar ions tendo uma propor¢gao de massa para carga
(m/2) em uma faixa de m/z, fragmentar os ions selecionados para produzir
ions filhotes; e medir um ou ambos do nivel de ADMA em fungao-do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em fung¢édo do
sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172 para obter o perfil metabdlico
do individuo. A faixa de m/z pode ser cerca de m/z 203. O individuo pode
ser um mamifero, por exemplo, um ser humano. O individuo pode ser um
individuo com suspeita de ter um disturbio vachIar. Em algumas modalida-
des, é possivel medir um ou mais analitos adicionais. O um ou mais analitos

adicionais podem ser qualquer um daqueles descritos neste relatorio descri-
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tivo. O um ou mais analitos adicionais podem ser medidos usando espec-
trometria de massa.

Em um outro aspecto, este relatério descritivo fornece um méto-
do para diagnosticar um disturbio vascular em um individuo, o método com-
preendendo: fornecer um perfil metabdlico descrito neste relatério descritivo;
e comparar um ou ambos do nivel de ADMA e do nivel de SDMA no perfil
metabdlico com o nivel de ADMA e o nivel de SDMA em um perfil metabdli-
co de referéncia, onde um nivel elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA
em comparagao com o nivel no perfil metabdlico de referéncia é uma indica-
¢do de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, um disturbio
vascular.

Em um outro aspecto, este relatério descritivo fornece um méto-
do para avaliar um composto, o0 método compreendendo: contatar uma célu-
la ou um individuo com o composto; ionizar uma amostra da célula ou do
individuo para gerar ions; selecionar ions tendo uma proporgao de massa
para carga (m/z) em uma faixa de m/z fragmentar os ions selecionados para
produzir jons filhotes; e medir o nivel de um ou ambos de ADMA em fungao
do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 e o nivel de SDMA em fun-
cao do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172, onde uma alteragao
em um ou ambos do nivel de ADMA e do nivel de SDMA na amostra obtida
da célula ou do individuo contatada com o composto em comparagdo com 0
nivel em uma amostra de uma célula ou de um individuo nao contatada com
o composto indica que o composto € um composto que é um modulador dos
niveis de ADMA ou SDMA. A célula pode ser a célula de um mamifero, por
exemplo, uma célula de ser humano. A célula pode ser uma célula endote-
lial. A célula pode ser uma célula expressando eNOS. A célula pode ser
obtida de um individuo que tem, ou com risco de desenvolver, um disturbio
vascular.

Em algumas modalidades, é possivel medir um ou mais analitos
adicionais. O um ou mais analitos adicionais podem ser qualquer um da-
queles descritos neste relatério descritivo. O um ou mais analitos adicionais

podem ser medidos usando espectrometria de massa.
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Em um outro aspecto, este relatério descritivo apresenta um kit
para detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA) e dimetilarginina simétrica
(SDMA), o kit compreendendo: um ou ambos de ADMA e SDMA, onde um
ou ambos de ADMA e SDMA compreendem pelo menos um isétopo de a-
tomo pesado; e, opcionalmente, instru¢des de como detectar SDMA e
ADMA. O kit pode conter um acido orgéanico tal como &cido oxalico.

Em um outro aspecto, este relatério descritivo apresenta um kit
para dimetilarginina assimétrica (ADMA) e dimetilarginina simétrica (SDMA),
o kit compreendendo: um ou ambos de ADMA e SDMA, onde um ou ambos
de ADMA e SDMA compreendem pelo menos um isétopo de atomo pesado;
um acido orgéanico; e, opcionalmente, instru¢des de como detectar SDMA e
ADMA. O acido organico pode ser acido oxalico.

Em algumas modalidades de qualquer um dos kits descritos
nesta invencao, os kits também podem conter um aplicativo de computador
util para detectar um ou ambos de ADMA ou SDMA.

Em algumas modalidades de qualquer um dos kits descritos
nesta inveng¢ao, os kits também podem conter um ou mais padrdes internos
adicionais Uteis na detec¢do de uma ou mais de quaisquer das biomoléculas
(por exemplo, biomoléculas metabdlicas) descritas nesta invengao.

Os métodos descritos nesta invengdo tém varias aplicagdes.
Por exemplo, os métodos podem ser usados para avaliar a pureza de uma
amostra, por exemplo, a pureza de um produto de sintese quimica ou de
uma purificacdo. Ele pode ser usado para determinar uma rea¢ao quimica,
por exemplo, na qual um isdbmero de dimetilarginina € um reagente, interme-
diario ou produto. A reacgao pode ocorrer in vitro, por exemplo, em uma sis-
tema livre de células ou em células, ou in vivo.

Este relatorio descritivo também apresenta uma composi¢ao que
inclui ADMA contendo pelo menos um is6étopo de atomo pesado, e que é
pelo menos 10, 20, 60, 80, 90, 95, 97, 98, 98, 99,5% pura. A composi¢cao
pode ter uma concentragdo maior que cerca de 1 pM (por exemplo, maior
que cerca de 1 nM). Por exemplo, a molécula de ADMA tem um peso ato-
mico pelo menos 1, 2, 3, 4, unidades atdmicas maior que a ADMA natural.
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A composicao pode ser substanciaimente livre de ADMA que tem uma pro-
porcdo de massa/carga de cerca de 203. A composicao pode ser usada
como um padrao interno. Por exemplo, a composi¢ao pode ser adicionada
a uma amostra.

Este relatério descritivo também apresenta uma composi¢ao que
inclui SDMA contendo pelo menos um isétopo de atomo pesado, e que é
pelo menos 10, 20, 60, 80, 90, 95, 97, 98, 98, 99,5% pura. A composi¢gao
pode ter uma concentracdo maior que cerca de 1 pM (por exemplo, maior
que cerca de 1 nM). Por exemplo, a molécula de SDMA tem um peso até-
mico pelo menos 1, 2, 3, 4, unidades atdmicas maior que a SDMA natural. A
composi¢ao pode ser substancialmente livre de SDMA que tem uma propor-
¢ao de massa/carga de cerca de 203. A composi¢cao pode ser usada como
um padrao interno. Por exemplo, a composicao pode ser adicionada a uma
amostra.

O relatério descritivo apresenta ainda uma composi¢ao que in-
clui ADMA contendo pelo menos um isétopo de atomo pesado e SDMA con-
tendo pelo menos um isétopo de dtomo pesado. Tipicamente, esses iséme-
ros pesados de dimetilarginina tém uma propor¢ao de massa/carga diferente
do outro. A composicao pode ser usada como um padréo interno. Por e-
xemplo, a composi¢cao pode ser adicionada a uma amostra. Em uma moda-
lidade, a composi¢ao & substancialmente livre de ADMA que tem uma pro-
porcdo de massa/carga (m/z) de cerca de 203. Em uma outré modalidade, a
composi¢ao inclui ainda SDMA que tem uma proporcéo de massa/carga de
cerca de 203.

Muitos espectrometros de massa possuem precisdes de massa
para alta resolugdo. Por exemplo, no caso de um ion com uma unica carga
(por exemplo, um ion de ADMA ou SDMA com uma unica carga), esta faixa
corresponde a 0,6 m/z. Neste relatério descritivo, os ions com uma unica
carga positiva dos isdmeros de dimetilarginina tém um m/z nominal de 203.
Por conseguinte, tais faixas podem ser usadas nesta invengdo. Por exem-
plo, a selegcdo de ions com uma propor¢ao de massa para carga (m/z) de

cerca de 203 pode ser implementada usando um canal que varia de 202,7 a
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203,3. Deve ficar entendido que os métodos descritos nesta invengao tam-
bém abrangem o uso de ions de dimetilarginina com multiplas cargas (por
exemplo, duas ou trés), ions com multiplas cargas estes que por conseguin-
te afetam a precisdo de massa e a faixa amu de resolugao. Por exemplo,
para um ion com duas cargas, a faixa amu corresponde a 0,3 m/z e assim
por diante. Variagbes minimas (por exemplo, variagcdes na calibragem) em
um espectrometro de massa podem resultar em sinais m/z de ion primitivo e
filhote no isémero de dimetilarginina que nao coincidem com aqueles apre-
sentados neste relatério descritivo, mas o sinal m/z correspondente aqueles
descritos podem ser facilmente identificados e usados, por exemplo, por
compensacao do desvio na calibragem.

Todas as publicagbes, pedidos de patente, patentes, e outras
referéncias mencionadas neste relatdrio descritivo estdao aqui incorporados
em sua integridade a titulo de referéncia. Os materiais, métodos, e exem-
plos descritos nesta invengcdo sao apenas ilustrativos e nao pretendem ser
limitativos.

Outros aspectos e vantagens da invengao tornar-se-ao aparen-
tes a partir da descrigao a seguir, dos desenhos, e das reivindicagoes.

Breve Descricdo dos Desenhos

A figura 1 € uma representagdo esquematica representando a
estrutura quimica da arginina, dimetilarginina assimétrica (ADMA), e dimeti-
larginina simétrica (SDMA).

A figura 2 € um espectro de massa em série da SDMA e repre-
sentacdo esquematica da fragmentacao de SDMA e fragmentos (ionizados
e neutros) produzidos na fragmentagao. "A" indica o ion primitivo de SDMA
com uma propor¢cao de massa para carga (m/z) de 203. "B" indica o ion do
fragmento filhote especifico de SDMA com m/z 172. O espectro de massa
representa sinais m/z do ion filhote detectados subsequente a fragmentacao
de uma amostra contendo SDMA incluindo o ion primitivo (m/z 203) e o
fragmento especifico de SDMA (m/z 172; indicado pela seta). O eixo dos X
representa a proporcao massa para carga (m/z) e o eixo dos Y representa a

abundancia relativa (percentagem) de cada ion na amostra.
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A figura 3 é um espectro de massa em série da ADMA e repre-
sentacdo esquematica da fragmentacdo de ADMA e fragmentos (ionizados
e neutros) produzidos na fragmentagéo. "A" indica o ion primitivo de ADMA
com uma propor¢ao de massa para carga (m/z) de 203. "B" indica o ion do
fragmento filhote especifico de ADMA com m/z 46. O espectro de massa
representa sinais m/z do ion filhote detectados subsequente a fragmentagao
de uma amostra contendo ADMA incluindo o ion primitivo (m/z 203) e o
fragmento especifico de ADMA (m/z 46; indicado pela seta). O eixo dos X
representa a proporgado massa para carga (m/z) e o eixo dos Y representa a
abundancia relativa (percentagem) de cada ion na amostra.

A figura 4 € um espectro de massa em série (experimento co-
nhecido como monitoramento de multiplas reagées ou MRM) de uma amos-
tra de sangue mostrando os perfis de tempo da corrente iénica total (TIC)
superposta de SDMA e ADMA (superior; Monitoramento de Multiplas Rea-
¢cOes) e um par de espectros de massa correlatos mostrando a quantidade
relativa da ADMA (esquerda) e SDMA (direita) na amostra em relagéo a
(controle). Os respectivos perfis de tempo TIC para ADMA e SDMA estao
indicados pelas setas (superior). O eixo dos X dos perfis de TIC esta em
unidades de numero de imagens ("scans") e o eixo dos Y representa a a-
bundéncia relativa. Para os dois espectros de massa inferiores, 0 eixo dos
X representa a propor¢do massa para carga (m/z) e o eixo dos Y representa
a abundancia relativa (percentagem) de cada ion na amostra.

A figura 5 é uma representagao esquematica mostrando as es-
truturas quimicas de dois padrdes internos nos métodos descritos nesta in-
vencao: dimetilarginina simétrica rotulada com deutério (SDMA; esquerda) e
dimetilarginina assimétrica rotulada com deutério (ADMA,; direita).

Descricao Detalhada

A tecnologia descrita nesta invengdo refere-se a detecgao de
uma ou mais formas de isdbmeros moleculares de maneira que identifica ca-
da isbmero de forma unica. Em uma modalidade, o método inclui ionizar
uma amostra para gerar ions; selecionar ions tendo uma proporgao de mas-

sa para carga (m/2) na faixa m/z correspondente ao grupo de isdbmeros;
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fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e detectar um,
dois ou mais dos isdmeros detectando pelo menos um sinal m/z para um ion
filhote unico para um dos isdmeros. Em uma muitas implementagées, o0 mé-
todo permite detectar simultaneamente cada isdmero do grupo de isémeros.

Os métodos descritos nesta invengao podem ser usados para
distinguir entre (e medir) isdmeros de dimetilarginina (SDMA e/ou ADMA).
Nas aplicacdes desses métodos, é possivel obter perfis metabdlicos para
um individuo (por exemplo, um ser humano), perfil este que reflete a situa-
¢ao de pelo menos dimetilarginina assimétrica (ADMA) e/ou dimetilarginina
simétrica (SDMA). o) perfil metabdlico resultante pode ser usado para avali-
ar o estado de saude de um individuo (por exemplo, um ser humano), tal
como a presenga ou auséncia de um disturbio metabodlico ou um distdrbio
vascular (por exemplo, um distarbio cardiovascular ou um disturbio hiperten-
sivo).

Espectrometria de massa

A espectrometria de massa em série pode ser usada para dis-
tinguir e/ou medir isdbmeros. Na espectrometria de massa em série, dois
analisadores de massa estéo ligados em série via uma célula de colisdo. O
primeiro analisador de massa (MS-1) é usado para selecionar um ion de
interesse (por exemplo, um ion de uma propor¢ao especifica de massa para
carga (m/2)). Os ions selecionados sdo entao transferidos para uma célula
de colisdo onde eles sdo fragmentados por colisdes com um gas inerte. Es-
te processo é chamado de dissociagdo colisionalmente ativada (CAD). De-
pois de os ions primitivos (as vezes chamados de precursor) terem sido
fragmentados, o segundo analisador de massa (MS-2) é usado para explo-
rar e detectar todos os ions filhotes produzidos ou para selecionar e detectar
ions de fragmentos panrticulares.

No exemplo 1 (abaixo), a espectrometria de massa em série foi
usada para isolar os fons precursores de ADMA e SDMA, fragmentar os i-
ons, e detectar picos especificos que sao indicativos da presenga destes
dois compostos na amostra. SDMA e ADMA sao moléculas isoméricas (vide

figura 1) e, como tais, ttm o mesmo peso molecular (vide figs. 2 e 3). No
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entanto, as duas moléculas diferem pela posicao de seus dois grupos metil.
Como mostrado na figura 1, SDMA tem uma distribuigao simétrica da substi-
tuicdo metila com um grupo metila em cada uma das porgoes nitrogénio de
guanidino disponiveis, ao passo que ADMA contém dois grupos metila no
mesmo nitrogénio do grupo guanidino. -

Em um tipo de espectrometria de massa em série, conhecida
como exploragao dos ions produzidos, os ions primitivos (neste caso SDMA
m/z 203 ou ADMA m/z 203) sao selecionados em MS-1 e transferidos para
uma célula de colisdo onde eles fragmentam (exemplificado pelas represen-
tacbes esquematicas nas figs. 2 e 3). Os fragmentos produzidos por cada
ion primitivo sdo detectados por exploragdo MS-2 resultando em uma ima-
gem do ion produzido (ou filhote) de cada ion primitivo selecionado. A figura
2 mostra um pico unico correspondendo a SDMA em 172 m/z, ao passo que
a figura 3 mostra um pico unico correspondendo & ADMA em 46 m/z. dessa
forma, SDMA e ADMA podem ser distinguidas em uma unica amostra em
uma analise.

A figura 4 mostra que SDMA, ADMA e arginina podem ser dis-
tinguidas em uma unica amostra em uma analise usando monitoramento de
multiplas reagoes (exploragao por MRM). Em um tipo de espectrometria de
massa em série conhecido como monitoramento de multiplas reagoes
(MRM), um ion primitivo de interesse é selecionado em MS-1, fragmentado
na célula de colisao e um ion de fragmento especifico resultante da ativagao
colisional é selecionado em MS-2 e finalmente detectado. MS-1 e MS-2 sao
fixados para selecionar respectivamente os pares de ions primitivo e de
fragmento correspondentes de interesse para um periodo de tempo prede-
terminado (poucos milissegundos). Esta transigao ion primitivo especifico-
ion produzido pode ser considerada como um canal de detecgdo. Se for
necessario detectar analitos adicionados, canais de deteccdo adicionais
com transicoes de massa especificas podem ser introduzidos na experién-
cia. Os dados de todas as transi¢cbes de massa (canais) selecionadas po-
dem ser adquiridos em sequéncia para obter as informagdes desejadas. A

deteccao e quantificacdo de SDMA e ADMA em uma mistura podem ser ob-
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tidas empregando a transicdo de massa especifica para cada um desses
compostos da seguinte maneira: para ADMA: MS-1 fixado para selecionar e
transmitir o fon primitivo em m/z 203, MS-2 fixado para selecionar e transmi-
tir o jon produzido especifico em m/z 46 (canal 1 ou transicdo de MRM 1); e
para SDMA: MS-1 fixado para selecionar e transmitir o ion primitivo em m/z
203, MS-2 fixado para selecionar e transmitir o ion produzido especifico em
m/z 172 (canal 2 ou transicdo de MRM 2). Estas duas transi¢cdes de MRM
podem ser medidas sequencialmente a partir da mesma amostra por um
periodo de tempo predeterminado para detectar a presenga e/ou a concen-
tragdo de uma mistura desses compostos em tal amostra. Nestas experién-
cias de MRM, sdo detectados os ions de fragmento verdadeiros (m/z 46 ou
m/z 172). No entanto, é o m/z do ion primitivo correspondente que é regis-
trado no espectro de MRM.

Devido ao fato de que, neste exemplo, os ions primitivos de
SDMA e ADMA tém o mesmo m/z, cada canal gera seu proprio espectro
oferecendo resolugdo completa entre esses dois isdbmeros. Os espectros
mostrados na figura 4 foram obtidos da maneira descrita acima, no entanto,
as transicdes de massa especificas para arginina foram acrescentadas a
cada canal para mostrar que quando o m/z dos ions primitivos difere da
transicdo de massa dos analitos, ambas as transi¢des de massa podem ser
registradas no mesmo espectro. Estes métodos também podem ser usados
para distinguir outros isomeros moleculares, contanto que, com a fragmen-
tacdo, sejam produzidos ions com proporgdes m/z diferentes.

A deteccdo simultdnea de arginina (por exemplo, como mostra-
do na figura 4) demonstra que padrdes internos rotulados com isdtopos es-
taveis para um ou ambos de ADMA e SDMS podem ser.adicionados a uma
amostra, com o que pode ser efetuada a quantificagdo de ADMA e SDMA.
Tal marcagdo de ADMA e SDMA com isétopos resulta em um desvio de
massa, embora retendo propriedades fisico-quimicas muito similares entre
os compostos rotulados e nao rotulados.

Em geral, é possivel adicionar um ou mais padroes internos a

uma concentragcdo conhecida a uma amostra para permitir a quantificacao
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do analito de interesse (por exemplo, ADMA e/ou SDMA). Por exemplo, pa-
ra uma amostra analisada usando espectrometria de massa em série, a
proporgdo dos sinais produzidos por ADMA, SDMA e seus padrbes internos
correspondentes pode ser usada para determinar as quantidades desses
compostos na amostra. Os padrdes internos também podem ser adiciona-
dos para distinguir moléculas de ocorréncia natural (endoégenas). Os pa-
drbes internos podem ser preparados em uma solugdo de extragéo antes de
misturar uma amostra (por exemplo, uma amostra de sangue) e a solugao
de extracdo. Alternativamente, os padroes internos podem ser adicionados
a mistura em qualquer etapa na preparagdao da amostra que garanta que
esses padrdes internos nao serdao removidos da mistura durante o proces-
samento da amostra (por exemplo depois de uma extragao liquido-liquido ou
uma extracao de fase sélida).

Os padrdes internos, ou analitos de referéncia, para um isdmero
(ou outras moléculas, por exemplo, biomoléculas descritas neste relatério
descritivo) detectados por um método descrito nesta invengdo podem ser
qualquer modificagdo ou anélogo de um isémero que é detectavel por es-
pectrometria de massa. Um analito de referéncia é separadamente detecta-
vel na biomolécula com base em caracteristicas fisicas unicas, tal como uma
massa ou proporcdo de massa para carga unica. Como descrito acima, um
padrao interno comumente usado para espectrometria de massa é uma for-
ma isotopicamente rotulada estavel ou um derivado quimico de um isémero.
Por exemplo, analogos rotulados com isétopos estaveis podem ser usados
para quantificar SDMA e ADMA usando a técnica conhecida como espec-
trometria de massa por diluicdo de isétopos onde o analito e os padroes in-
ternos sé@o processados na mesma amostra. PadrGes internos podem ser
criados de modo que 1) a marcagao cause um desvio na massa de pelo
menos 1 unidade de massa e 2) nenhum dos roétulos de isbtopos estaveis
fique localizado em sitios labeis para prevenir alteragdes. Os rétulos podem
ser ?H (D), "N, "*C ou '®0 em qualquer combinagéo. A localizagéo real dos
rotulos na molécula pode variar desde que o pré-requisito 2 (acima) seja sa-

tisfeito. Além disso, a posi¢cao dos rétulos da alteragao potencial na massa
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dos ions de fragmento também pode ser usada para confirmar separagao do
padrdo interno e analitos. Exemplos de padrdes internos potenciais Uteis

nos métodos descritos nesta invengao incluem, porém sem limitagao:

HC—NH H H,C—NH CDs
HO, HC & C——N/ Ha Hat CZ \c-— /@
——CHj — _—
c—cZ H"—él// €D,y \ —-cg :—N/ CHy
0// \NHz \CDJ o//c \NH2 \H
ou

Varios tipos de espectrometros de massa encontram-se disponi-
veis ou podem ser produzidos com varias configuragdes, todos eles poden-
do ser uteis nos métodos descritos nesta invengdo. Em geral, um espec-
trdmetro de massa possui os seguintes componentes principais: uma entra-
da de amostra, uma fonte iénica, uma célula de colisdo, um analisador de
massa, um detector, um sistema de vacuo, e um sistema de controle do ins-
trumento, e um sistema de dados. Uma diferenga na entrada de amostra,
fonte iénico, e analisador de massa geralmente define o tipo de instrumento
e suas capacidades. Por exemplo, uma entrada pode ser uma fonte de cro-
matografia liquida em coluna capilar ou pode ser uma sonda ou plataforma
direta tal corho usada em dessorcado a laser assistida por matriz. Fontes
idGnicas comuns sdo, por exemplo, "electropulverizagéo”, incluindo "nanopul-
verizagdo" e "micropulveriza¢@o" ou dessorcao a laser assistida por matriz.
Analisadores de massa comuns incluem filtros de massa quadrupolares,
analisadores de massa por tempo de véo (de preferéncia um analisador de
massa por tempo de vdo de aceleragao ortogonal), filtros de massa com si-
fao de ions, analisadores com setor magnético, ou analisadores de -massa
por ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de Fourier ("FTICR").
A célula de colisdo pode ser, por exemplo, um conjunto de hastes quadrupo-
lares, um conjunto de hastes hexapolares, ou um conjunto de hastes octo-
polares. A célula de colisdo de preferéncia forma um envoltério substanci-
almente estanque a gas distante da entrada de ions e da abertura de saida
de ions. Um gas de colisdo tal como hélio, argénio, nitrogénio, ar ou metano
pode ser introduzido na célula de colisao.

Os exemplos especificos descritos neste relatério descritivo fo-
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ram realizados usando espectrémetros de massa em série (vide, por exem-
plo, o exemplo 1).

Amostras adequadas para os métodos descritos nesta invengao
incluem qualquer liquido bioldgico, célula, tecido, ou fragdo dos mesmos,
que inclui biomoléculas indicativas de um estado metabdlico. Uma amostra
pode ser, por exemplo, um espécime obtido de um individuo (por exemplo,
um mamifero tal como um ser humano) ou pode ser derivada de tal indivi-
duo. Por exemplo, uma amostra pode ser uma se¢éo de tecido obtida por
biépsia, ou células que sado colocadas em cultura de tecido ou adaptadas
para cultura de tecido. Amostras exemplificativas das mesmas incluem fi-
broblastos cultivados, células de fluido amniético cultivadas, e amostras de
vilo coriénico. Uma amostra também pode ser um espécime de um liquido
biolégico tal como urina, sangue, plasma, soro, saliva, sémen, cuspe, fluido
cerebrospinhal, lagrimas, muco, e outros. Uma amostra pode ser ainda fra-
cionada, se desejado, em uma fragdo contendo tipos especificos de células.
Por exemplo, uma amostra de sangue pode ser fracionada em soro ou em
fracoes contendo tipos particulares de células sanguineas tais como células
sanglineas vermelhas ou células sanguineas brancas (leucécitos). Se de-
sejado, uma amostra pode ser uma combinag¢ao de amostras de um indivi-
duo tal como uma combinagdo de uma amostra de tecido e de liquido, e ou-
tras. Métodos para obter amostras que preservam a atividade ou integrida-
de das moléculas na amostra sdo bastante conhecidos pelos versados na
técnica. Tais métodos incluem o uso de tampdes e/ou inibidores apropria-
dos, que incluem inibidores de nuclease, protease e fosfatase, que preser-
vam ou minimizam alteracbes nas moléculas na amostra. Tais inibidores
incluem, por exemplo, quelantes tais como acido etilenodiaminatetraacético
(EDTA), acido bis(P-aminoetil éter)N,N,N1,N1-tetraacético de etileno glicol
(EGTA), inibidores de protease tais como fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF), aprotinina, leupeptina, antipaina e outros, e inibidores de fosfatase
tais como fosfato, fluoreto de sédio, vanadato e outros. Tampdes e condi-
cOes apropriados para isolar moléculas sdo bastante conhecidos pelos es-

pecialistas na técnica e podem variar dependendo, por exemplo, do tipo de
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- molécula na amostra a ser caracterizada (vide, por exemplo, Ausubel et al.

Current Protocols in Molecular Biology (Supplement 47), John Wiley & Sons,
New York (1999); Harlow & Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1988); Harlow & Lane, Using Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1999); Tietz Textbook of Cli-
nical Chemistry, 3rd ed. Burtis & Ashwood, eds. W.B. Saunders, Philadel-
phia, (1999)). Uma amostra também pode ser processada para eliminar ou
minimizar a presenca de substancias interferentes. Para uso nos métodos
descritos nesta invengdo, uma amostra pode estar em vérios estados fisi-
cos. Por exemplo, uma amostra pode ser um liquido ou sdélido, pode ser
dissolvida ou suspendida em um liquido, pode estar em uma emulsao ou
gel, e pode ser absorvida em um material. Como um exemplo nao limitativo,
uma amostra pode ser uma amostra de sangue liquido, amostra de soro li-
quido, amostra de célula branca liquida, sangue seco, soro, ou amostra de
célula branca, ou uma tal amostra absorvida em um substrato de papel ou
polimero.

Antes de efetuar a espectrometria de massa, uma amostra pode
ser extraida usando uma solugdo de extragao (vide abaixo). Para os méto-
dos descritos nesta invengdao, uma amostra (por exemplo, uma amostra ex-
traida) nao requer outras modificagdes quimicas antes da analise usando
espectrometria de massa em série. Por exemplo, uma etapa de derivatiza-
¢ao particular ndo é um requisito para detec¢ao especifica e simultanea de
ADMA e SDMA. No entanto, se a detecgao de outros analitos na amostra
requer algum tipo de derivatizagdo da amostra, esta derivatizagdo pode ser
aplicada a SDMA e ADMA se apropriado ou adequado. Neste caso, a mas-
sa dos ions primitivos para SDMA e ADMA vai ser alterada mas a natureza
especifica dos ions produzidos a partir de SDMA e ADMA, nao. Por exem-
plo, se for necessaria uma etapa de esterificagdo para detectar e medir um
grupo de analitos tais como acilcarnitinas ou aminoacidos, SDMA e ADMA
também podem ser esterificadas, esterificacao esta que nao afeta a detec-
cao especifica e simultdnea de ADMA e SDMA ou dos analitos adicionais.

Mais especificamente, se os analitos extraidos precisarem ser convertidos
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em ésteres butilico, SDMA e ADMA também podem ser convertidas em és-
teres butilicos. Neste caso a massa e portanto a m/z para SDMA e ADMA
serao alteradas de 203 para 259. No entanto, a produgéao dos picos de m/z
em 46 e 172 especificos para ADMA e SDMA, respectivamente, permanece
inalterada. Portanto, SDMA e ADMA derivatizadas podem ser detectadas
monitorando-se os canais MS-1 e MS-2 de MRM 259 a 46 para ADMA e 259
a 172 para SDMA. Uma etapa de butilacdo pode ser usada para a andlise
de aminoéacidos e acilcartininas presentes em amostras de sangue total se-
cadas em papel-filtro (ou outras amostras). Por conseguinte, a espectrome-
tria de massa pode ser uséda para detectar SDMA e ADMA a partir de tais
amostras a0 mesmo tempo que, por exemplo, aminoacidos, acilcarnitinas, e
outros analitos.

Em algumas aplicagbes dos métodos descritos nesta invengao,
um acido organico tal como acido oxalico pode ser adicionado a uma solu-
¢ao de extragcao ou diretamente a uma amostra. Por exemplo, o acido orga-
nico pode ser adicionado até uma concentragdo final de cerca de 0,1% (por
exemplo, cerca de 0,01%, cerca de 0,05%, cerca de 0,15%, cerca de 0,2%,
cerca de 0,25%, cerca de 0,3%, cerca de 0,4%, cerca de 0,45%, ou cerca
de 0,5%) v/v na amostra extraida. Se o acido organico for adicionado a a-
mostra antes da extracao, as condicbes podem minimizar a perda do acido
orgénico. Em algumas aplicagdes, um acido organico pode ser adicionado a
uma solugao (por exemplo, uma solucao de limpeza ou enxaguie) injetada na
maquina subsequente a analise de uma amostra.

Aplicacoes exemplificativas

Os métodos descritos nesta invencdo podem ser usados para
obter um perfil molecular para uma amostra. O perfil pode incluir informa-
¢oes que indicam se um isébmero molecular particular estéd presente e tipi-
camente inclui informacgdes sobre a presenca (seja qualitativa ou quantitati-
va) de cada isbmero de um grupo particular.

Em algumas aplicagdes desses métodos de espectrometria de
massa, & possivel obter perfis metabdlicos para um individuo (por exemplo,

um ser humano). Por exemplo, os perfis podem incluir o nivel de ADMA
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e/ou SDMA em um individuo (por exemplo, um ser humano). Outras biomo-
léculas também podem ser detectadas, quantificadas, e/ou avaliadas, inclu¥
indo, por exemplo, um ou mais de NMMA, ornitina, citrulina, homocisteina e
creatinina, em uma amostra biolégica usando espectrometria de massa em
série. As informacgdes resultantes (perfil metabdlico) podem ser usados pa-
ra avaliar o estado de saude de um individuo (por exemplo, um ser huma-
no), tal como a presenga ou auséncia de um disturbio, por exemplo, metabé-
lico ou vascular (por exemplo, disturbio hipertensivo ou cardiovascular), ou
para avaliar o risco de um disturbio.

O estado metabolico de um individuo (por exemplo, um mamife-
ro tal como um ser humano) pode ser refletido, por exemplo, pela presenca,
quantidade, proporgdes, e modificagbes de aminoacidos no corpo. Metila-
¢éo pos-tradugdo é um exemplo de uma modificacdo de aminoacidos que
pode ser indicativa de um estado metabdlico. Os principais produtos de me-
tilacdo produzidos durante o andamento de renovagédo de proteinas séao
ADMA e SDMA. Essas formas metiladas de arginina tém papéis importan-
tes na funcdao normal de um organismo, e portanto aumentos ou redugdes
anormais em suas quantidades podem alterar fungdes fisiolégicas em um
organismo. Como um exemplo, ADMA, assim como um outro derivado de
arginina, NMMA (monometil arginina), sao inibidores conhecidos para a en-
zima, 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). eNOS desempenha um papel
na regulacao das fungbes endoteliais e cardiovasculares (vide, por exemplo,
King et al. (1995) Reprod. Fertil. Dev. 7(6):1581-1584 e Jin et al. (1996) J
Cardiovasc. Pharmacol. 28(3):439-446). Quando as de ADMA em um orga-
nismo aumentam, a atividade de eNOS ¢ inibida, e o resultado fisiolégico é
funcdo endotelial reduzida, uma condicao que ocorre em muitas doengas
que incluem hipertensao, pré-eclampsia, diabetes, insuficiéncia renal e hi-
percolesterolemia. A SDMA nao inibe eNOS, mas possui a mesma via que
a ADMA para entrada de célulaé e pode por conseguinte afetar a fungao
endotelial. Como um exemplo, varios estudos mostrarafn niveis de SDMA
alterados em individuos com disturbios renais (vide por exemplo Lluch P. et
al. (2006) Experimental Biology and Medicine 231:70-75 e Kielstein J.T. et
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al. (2006) Nephrology Dialysis Transplantation 21(9):2446-2451.)

A quantidade e/ou proporgdes de outros aminoacidos também
podem refletir um estado de fung@o endotelial e distirbios correspondentes.
Por exemplo, arginina é convertida em citrulina e éxido nitrico, que é um ou-
tro mediador na fungao endotelial. Além disso, a ADMA é convertida em
citrulina e dimetilamina (DMA). A quantidade de arginina e/ou citrulina pode
assim revelar um estado da fun¢ao das células endoteliais. Varios estudos
mostraram relagées de niveis de ADMA e outras biomoléculas e estados
patologicos. Por exemplo, Millatt et al. ((2003) Circulation 108(12):1420-1)
apresentaram dados demonstrando que o0 modelo de rato de hipertensao
pulmonar crénica induzida por hipoxia estd associado a concentragdes pul-
monares aumentadas do inibidor de NOS ADMA. Além disso, os ratos com
hipertensao pulmonar apresentaram expressao pulmonar e atividade reduzi-
das da enzima metabolizadora de ADMA DDAH |. Homocisteina e creatini-
na sao outras biomoléculas que desempenham papéis em doengas vascula-
res. Por exemplo, estudos mostraram que a determinagdo dos niveis de
homocisteina pbde ajudar na avaliagéo do risco cardiovascular em popula-
¢Oes hipertensas (vide, por exemplo, Bortolotto et al. (1999) Hypertension
34(4 Pt 2):837-42). Além disso, as pesquisas mostraram que quando 6xido
nitrico sintase é inibida, ha produgéo insuficiente de éxido nitrico. Oxido ni-
trico é um vasodilatador; nl’ve'is reduzidos de 6xido nitrico mostraram-se re-
lacionados & hipertensdo. Portanto, informagdes sobre a quantidade de tais
biomoléculas podem ser usadas como um prognosticador para o risco de
desenvolver uma disturbio hipertensivo ou cardiovascular.

Portanto, a habilidade de distinguir isémeros de dimetilarginina --
ADMA e SDMA - seja isolados ou junto com outras biomoléculas (por e-
xemplo, biomoléculas metabdlica), pode ser util para avaliar o estado de sa-
ude de um individuo. Por conseguinte, é possivel, ao mesmo tempo, detec-
tar outros aminoécidos tais como NMMA, arginina, ornitina, citrulina, e ho-
mocisteina, assim como outras biomoléculas tais como creatinina, na amos-
tra, por exemplo, identificando picos unicos para tais moléculas na andlise

por espectrometria de massa. A Tabela 1 inclui uma lista inesgotavel de
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analitos (por exemplo, biomoléculas) que podem ser simultaneamente de-

tectadas com ADMA e/ou SDMA usando os métodos descritos nesta inven-

¢ao.

Tabela 1
NAMO DO ANALITO ABREVIAGCAO
Aminoacidos
Alanina Ala
Arginina Arg
Citrulina ' Cit
Glicina Gly
Leucina Leu
Metionina Met
Ornitina Orn
Fenilalanina Phe
Tirosina _ Tyr
Valina _ Val
Carnitinas
Carnitina livre Co
Acetilcarnitina C2
Propionilcarnitina C3
Malonilcarnitina C3DC
Butirilcarnitina C4
3-Hidrdxi-butirilcarnitina C40H
Isovalerilcarnitina C5
Tiglilcarnitina . C5:1
Glutarilcarnitina C5DC
3-Hidroxi-isovalerilcarnitina | C50H
Hexanoilcernitina Cé6
Adipilcarnitina CceDC
Octanoilcernitina | C8
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NAMO DO ANALITO ABREVIACAO
Octenoilcarnitina ' C8:1
Decanoilcarnitina C10
Decenoilcarnitina C10:1

Um perfil metabdlico obtido pelos métodos descritos nesta in-
vengao podem ser usados para diagnosticar ou prognosticar a suscetibilida-
de a uma variedade de disturbios metabdlicos ou vasculares (por exemplo,
cardiovasculares ou hipertensivos) porque os indicadores bioquimicos (por
exemplo, SDMA e/ou ADMA) examinados podem ser indicativos de tais dié-
turbios, quer ou ndo que sintomas fisiolédgicos ou comportamentais do dis-
turbio tenham se tornado aparentes (por exemplo, alguém com suspeita de
ter um distdrbio metabdlico ou vascular (por exemplo, cardiovascular ou dis-
turbio hipertensivo). Um perfil metabdlico como o descrito nesta invengédo
pode ser util para monitorar o metabolismo de um individuo (por exemplo,
um mamifero tal como um ser humano), tal como de alguém passando por
tratamento para um disturbio metabdlico. Como um exemplo héo limitativo,
os métodos podem ser usados para determinar a eficacia terapéutica de um
tratamento particular. Com base nesta determinacgao, é possivel oferecer ao
individuo opgdes terapéuticas adicionais ou alternativas. O perfil metabdlico
também pode ser util para avaliar a aceitagao do de uma modalidade de tra-
tamento particular pelo paciente, tal como restricdo dietética. Por conse-
guinte, a tecnologia descrita nesta invencao é aplicavel ao rastreamento,
diagnadstico, prognostico, terapia de monitoramento e aceitagédo, e qualquer
outra aplicacdo na qual é util determinar a presenga ou a quantidade de
grupos de duas ou mais biomoléculas, tais como duas ou mais de ADMA,
SDMA, NMMA, arginina, ornitina, citrulina, homocisteina e creatinina,.

Um perfil metabdlico gerado usando os métodos descritos nesta
invencdo pode ser obtido usando uma variedade de amostras bioldgicas.
Amostras adequadas incluem aquelas descritas acima.

Em um aspecto, um perfil metabdlico como o descrito nesta in-
vengao Apode ser usado para a avaliar a presencga ou auséncia de um dis-

turbio hipertensivo. Distdrbios hipertensivos sao as complicagbes médicas
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comuns na gravidez, e a causa principal de doengas e morte maternas e
infantis em todo-o0 mundo. Eles incluem pelo menos duas entidades diferen-
tes: uma (hipertensdo induzida pela gravidez, PIH) aparece pela primeira
vez durante a gravidez e revertida com o parto. A outra (hipertensao croni-
ca), € uma condi¢cdo preexistente nao associada porém coincidente com a
gravidez, que pode se manifestar pela primeira durante a gravidez e que
nao € resolvida com o parto. Independente do estado de gravidez ou nao-
gravidez, em muitos casos a hipertensao é resultado de espasmo de vasos
pequenos (vasoconstriccao). Portanto, os principais riscos para o feto resul-
tam da perfusdo placentaria diminuida levando a um suprimento reduzido do
oxigénio e nutrientes necessarios para o desenvolvimento e bem-estar fetal.
Os riscos maternos incluem hipoperfusao de 6rgaos importantes tais como
rim, figado, e cérebro. Distirbios hipertensivos incluem, por exemplo, pré-
eclampsia, eclampsia, hipertensao na gravidez (HIP), hipertensdo de Gold-
blatt, hipertensao adrenal, hipertensao maligna, hipertensado ocular, hiper-
tensao renal, ou hipertensao cronica. Disturbios hipertensivos podem resul-
tar em edema cerebral ou renal e hemorragia e derrame.

Em outros aspectos, um perfil metabdlico como o descrito nesta
invencdo pode ser usado para avaliar a presenga ou auséncia de disturbios
cardiovasculares, tais como hiperhomocisteinamia, diabetes melito, hiperco-
lesterolemia, hiperglicemia e resisténcia a insulina, doenga cardiaca corona-
riana, doenga cerebrovascular, aterosclerose e doencga vascular periférica.
Um grupo de biomoléculas para detecgdo usando os métodos descritos nes-
ta invencdo pode ser selecionado com base na condi¢gao patoldgica particu-
lar a ser detectada. As condi¢cdes patolégicas associadas a ADMA, SDMA,
NNMA, arginina, citrulina, e outras, sao conhecidas pelos especialistas na
téecnica. Como um exemplo, condicdes patoldgicas associadas a ADMA e
outras biomoléculas estdao descritas em Lin & Lin (2004) Acta Cardiol Sin
2:201-211. Em alguns casos, € possivel gerar um perfil metabdlico de um
individuo j& identificado como tendo ou com risco de desenvolver um distur-
bio metabdlico ou vascular tal como um disturbio cardiovascular ou hiperten-

sivo, por exemplo, para monitorar a situagcao do disturbio do individuo, a
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resposta do individuo a uma modalidade de tratamento particular, ou a acei-
tacao do regime de tratamento por um individuo.

Individuos de todas as idades podem ser afetados por disturbios
metabdlicos ou vasculares diagnosticados usando um perfil metabdlico des-
crito nesta invengdo. Portanto, uma amostra usada em um método descrito
nesta invengao pode ser obtida de um individuo (por exemplo, um ser hu-
mano) de qualquer idade, incluindo um neonato, recém-nascido, bebé, cri-
anga, e adulto, tal como uma mulher gravida. Os métodos também podem
ser usados para individuos com risco de desenvolver um disturbio metabdli-
co ou vascular. Tais individuos incluem aqueles que tém (i) um histérico
familiar de (um pré-disposicao genética) para tais disturbios ou (i) um ou
mais fatores de risco para desenvolver tais distlrbios. Fatores de risco e-
xemplificativos para disturbios cardiovasculares ou hipertensivos incluem:
exposicao a estresse prolongado (emocional ou fisico), fumo, uma dieta rica
em gorduras ou colesterol, um estilo de vida sedentario, ou um ou mais me-
dicamentos que aumentam a pressao sanguinea.

Os métodos descritos nesta invencdo envolvem determinar a
presenga ou a quantidade de pelo menos duas biomoléculas (por exemplo,
dois ou mais isdbmeros), por exemplo simultaneamente, onde a presenga ou
quantidade de cada biomolécula estd correlacionada com a presenga ou

auséncia de um disturbio metabdlico, cardiovascular, ou hipertensivo. Os

-métodos descritos nesta invengao podem ser usados quantitativamente, se

desejado, para possibilitar a comparacao dos resultados de amostras de
teste com uma quantidade padrao conhecida ou predeterminada de um ana-
lito(s) particular(es) (por exemplo, usando um padrao interno como descrito
acima). Os métodos também podem ser usados quantitativamente quando
uma amostra de teste é comparada com uma amostra de referéncia, que
pode ser uma referéncia normal ou uma referéncia de disturbio metabdlico.
Neste formato, a quantidade relativa de biomoléculas pode ser indicativa de
um disturbio metabdlico. Uma amostra de referéncia, por exemplo, pode ser
de um individuo que tem, sem suspeita de ter, sem o risco de desenvolver

um disturbio tal como um disturbio metabdlico ou vascular (por exemplo,
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disturbio cardiovascular ou hipertensivo).

Geralmente, um valor de corte para uma dada biomolécula pode
variar e seria conhecido na literatura para analitos e enzimas comumente
testados. AdaptagOes rotineiras 6bvias de métodos conhecidos na literatura
podem ser usadas para estabelecer valores de corte para analitos raramen-
te testados. Um valor de corte é tipicamente uma quantidade de biomolécu-
la, ou proporgao com uma outra biomolécula, acima ou abaixo do qual é
considerado indicativo de um disturbio metabodlico ou. causa para um novo
exame. Portanto, de acordo com a tecnologia descrita nesta invengao um
nivel de referéncia de pelo menos uma biomolécula em um tipo de amostra
particular é identificado como um valor de corte, acima do qual existe uma
correlagao significativa entre a presenga da pelo menos uma biomolécula e
a presencga (ou auséncia) de um disturbio metabdlico. Deve ficar entendido
que grupos de biomoléculas podem ser interpretados como um todo, em
partes ou em termos de analito por analito.

Os versados na técnica vao reconhecer que alguns valores de
corte ndo sdo absolutos no sentido de que correlagbes clinicas ainda sao
significativas em uma gama de valores em qualquer lado do corte; no entan-
to, é possivel selecionar um valor de corte 6timo (por exemplo escores de H
variaveis, e outros) da biomolécula para tipos de amostras particulares. Os
valores de corte determinados para uso nos métodos descritos nesta inven-
¢ao geralmente sdao comparados com limites publicados mas podem ser in-
dividualizados para a metodologia usada e para a populagao de pacientes.
Deve ficar entendido que aprimoramentos nos valores de corte 6timos po-
dem ser determinados dependendo da sofisticacdo dos métodos estatisticos
usados e do numero e fonte das amostras usadas para determinar valores
de nivel de referéncia para as diferentes biomoléculas e tipos de amostras.
Portanto, os valores de corte estabelecidos podem ser ajustados para mais
ou para menos, com base em reavaliagdes periddicas ou mudangas na me-
todologia ou distribuicdo da populagao. Além disso, valores de corte especi-
ficos para o instrumento podem ser usados, se desejado, por exemplo tal

como quando a comparabilidade de desempenho inter-instrumentos & <
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10%.

O nivel de referéncia pode ser determinado por uma variedade
de métodos, contanto que o nivel de referéncia resultante fornega precisa-
mente uma quantidade de cada biomolécula acima que existe em um pri-
meiro grupo de individuos (por exemplo, seres humanos) tendo uma proba-
bilidade de disturbio metabdlico diferente de um segundo grupo de indivi-
duos tendo uma quantidade de atividade de analito ou enzima metabdlicos
abaixo do nivel de referéncia. O nivel de referéncia pode ser determinado
por comparagao da quantidade de biomoléculas, por exemplo, em popula-
¢Oes de individuos (por exemplo, pacientes) com o mesmo disturbio metabé-
lico. Isto pode ser realizado, por exemplo, por analise de histograma, na
qual um grupo inteiro de pacientes sao graficamente representados, onde
um primeiro eixo representa a quantidade de biomolécula e um segundo
eixo representa o nimero de individuos no grupo cuja amostra contém uma
ou mais biomoléculas em uma quantidade dada. Dois ou mais grupos sepa-
rados de individuos podem ser determinados por identificacao de subgrupos
de populagoes do grupo que tém o mesmo nivel de biomoléculas ou niveis

similares de biomoléculas. A determinagao do nivel de referéncia pode en-

- tao ser feita com base em uma quantidade que melhor distingue esses gru-

pos separados. O nivel de referéncia pode ser um unico numero, igualmen-
te aplicavel a cada individuo, ou o nivel de referéncia pode variar, de acordo
com as subpopulagdes especificas de individuos. Por exemplo, individuos
mais velhos podem ter um nivel de referéncia diferente de individuos mais
jovens para o mesmo disturbio metabdlico. Além disso, um individuo com
doenga mais avangada (por exemplo, uma forma mais avangcada de um dis-
turbio cardiovascular) pode ter um valor de referéncia diferente do de uma
forma mais branda da doencga. |

Métodos para identificar compostos que modulam os niveis de ADMA ou
SDMA

Também sdo fornecidos nesta invengdo métodos para identificar
compostos que modulam (por exemplo, diminuem) os niveis de ADMA e/ou

SDMA em uma célula. Como niveis desregulados destes dois metabdlicos
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sé@o associados a um maior risco de certos disturbios (por exemplo, distur-
bios cardiovasculares e hipertensivos), os compostos identificados desta
maneira podem ser Uteis no tratamento de disturbios cardiovasculares e hi-
pertensivos. Celulas que podem ser contatadas com o composto candidato
podem ser de qualquer espécie desde que as células produzam ADMA ou
SDMA (seja sinteticamente ou naturalmente). As células podem ser células
ou linhagens de células primarias e podem ser de qualquer tipo histolégico,
por exemplo, sem limitagao, células epiteliais, fibroblastos, células linfoides,
macrofagos/mondcitos, granuldcitos, queratindcitos, células neuronais, ou
células musculares. As células podem ser cultivadas em pratos de cultura
de tecido. Geralmente é preferivel cultivar as células em placas de ensaio
de multiplos compartimentos (por exemplo placas de ensaio de 96 compar-
timentos .ou de 384 compartimentos) para que varios compostos candidatos
possam avaliados ao mesmo tempo. O composto candidato (opcionalmente
a varias concentragdes variando, por exemplo, de 0,001 nM a 10 mM) pode
ser adicionado a uma solugéo (por exemplo, meio de cultura) contendo as
células ou, quando o composto € uma proteina, as células podem expressar
o0 mesmo de forma recombinante. Subsequente a incubagao das células
expressando ADMA e/ou SDMA, a presenga ou o nivel de ADMA e/ou SDMA
pode ser determinado usando os métodos de espectrometria de massa des-
critos nesta invencdo. Antes da deteccgdo, as células podem ser lisadas em
condicdes que permitam que seja preparada uma amostra que seja compa-
tivel com espectrometria de massa em série. Geralmente um composto de
controle pode ser adicionado a um grupo de células seja para controle posi-
tivo ou para controle negativo. Por exemplo, um composto que se sabe au-
mentar ou diminuir a quantidade de ADMA ou SDMA pode ser adicionado a
um grupo de células (por exemplo, um composto que inibe a proteina argini-
na metiltransferase; vide, por exemplo, Leiper et al. (2005) Eur. J Clin.
Pharma. 62(Supp1):33-35). Um composto que se sabe ndo modular o nivel
de ADMA ou SDMA também pode ser adicionado a um grupo de células.

Os compostos identificados em qualquer um dos métodos des-

critos nesta invencao incluem varias classes quimicas. Os compostos po-
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dem ser biomoléculas incluindo, porém sem limitagao, peptidios, polipepti-
dios, peptidomiméticos (por exemplo, peptbides), aminoacidos, analogos de
aminodacidos, sacarideos, acidos graxos, esterdides, purinas, pirimidinas,
derivados ou analogos estruturais dos mesmos, polinucleotideos, e analo-
gos de polinucleotideos. Os compostos podem ser compostos de moléculas
pequenas ou compostos de moléculas grandes.

A identificacao dos compostos de teste através do uso de varias
bibliotecas descritas nesta invengdo permite a subsequente modificagédo do
composto de teste "hit" ou "lead" para otimizar a capacidade do "hit" ou "le-
ad" de modular os niveis de ADMA e/ou SDMA em uma célula.

' Deve ficar entendido que modificagdes que nao afetam substan-
cialmente a atividade das varias modalidades desta invengao também estao
incluidas na definicdo da invengédo oferecida neste relatério descritivo. Por
conseguinte, 0 exemplo a seguir pretende ilustrar, e ndo limitar, a presente
invengao.

Exemplo 1

Este exemplo descreve uma experiéncia na qual ADMA e SDMA
presentes em uma unica amostra foram distinguidos usando espectrometria
de massa. A amostra foi preparada inoculando ADMA e SDMA em sangue
total em concentragbes aproximadamente equimolares. Arginina também foi
inoculada na mesma aliquota de sangue para servir como uma referéncia de
intensidade relativa. O sangue foi entao distribuido em papel-filtro e deixado
secar a temperatura ambiente por 24 horas. Pequenas pungdes (1/8" cada)
foram excisadas da amostra de sangue seco e distribuidas nos comparti-
mentos de uma placa de microtitulacdo. As pungbes com mancha de san- '
gue assim produzidas foram entéo extraidas na placa de microtitulagao com
uma solugao aquosa de metanol (contendo 80% de metanol, 20% de agua e
0,1% de acido acético) por aproximadamente 30 minutos. O extrato foi inje-
tado diretamente, com a ajuda de um auto-classificador, no espectrometro
de massa sem modificagdo quimica posterior e sem qualquer separacao
cromatografica nitida ("upfront") (por exemplo, HPLC preliminar). As experi-

éncias foram realizadas usando um gquadrupolo triplo Sciex AP 2000 ou um
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quadrupolo triplo Waters Quattro Micro. Os dois espectrometros de massa
estavam equipados com "electropulverizagao" como fontes de ions.

A andlise por espectrometria de massa em série da amostra
consistiu em dois grupos de canais de monitoramento de multiplas reagdes’
(MRM). Em um grupo, foram monitoradas as seguintes transicoes de mas-
sa: m/z 175 para m/z70 e m/z 203 para m/z 46 (vide figs. 2 e 3). A primeira
transicdo de massa corresponde a uma fragmentagcao especifica para argi-
nina e a segunda a uma fragmentagao especifica para ADMA. No segundo
grupo de canais de MRM, a arginina e SDMA foram monitoradas pelas se-
guintes transicdes de massa: m/z 175 para m/z 70 e m/z 203 para m/z 172
para arginina e SDMA, respectivamente. A transi¢do para arginina corres-
ponde a perda neutra de 105 unidades de massa atdmica (amu) e represen-
ta a perda nominal dos grupos carboxilico e guanidino do ion protonado. A
transicdo especifica para ADMA representa a formagao do ion de dimetil
amodnio a partir da ADMA protonada e a transigao especifica para SDMA
representa a perda neutra de 31 amu que € equivalente a perda neutra da
metil amina.

Mesmo sem quantificagao absoluto, o exame das intensidades
de ADMA e SDMA em relagao as intensidades da arginina diferencia estes
dois ions isoméricos. Neste exemplo pode-se ver que a intensidade da
SDMA em relagao aquela da arginina € maior que aquela da ADMA contra a
arginina. Esta tendéncia indica que esses dois isbmeros apresentam sensi-
bilidade diferencial na experiéncia de espectrometria de massa em série. As
medidas de arginina, SDMA e ADMA podem ser afetadas por moléculas re-
siduais (transporte) de analito (por exemplo, ADMA ou SDMA) remanescen-
tes no espectrometro de massa. A adicao de acido oxalico a preparagéo de
amostra reduziu significativamente os efeitos de transporte observados. A
figura 4 mostra um exemplo dos espectros de MRM do exemplo descrito
acima.

Embora a presente invengao tenha sido descrita com referéncia
a modalidades especificas da mesma, deve ficar entendido pelos versados

na técnica que varias alteragoes podem ser feitas e equivalentes podem ser
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substituidos sem se afastar do verdadeiro espirito e escopo da invengao.
Além disso, muitas modificagdes podem ser feitas para adaptar uma situa-
¢ao particular, material, composi¢cao de matéria, processo, etapa ou etapas
do processo, ao objetivo, espirito e escopo da presente invengdo. Todas
estas modificacbes devem ser consideradas dentro do escopo da presente
invengao.
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REIVINDICAGCOES

1. Método para distinguir isbmeros de dimetilarginina, o método
compreendendo:

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢do de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z;

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

detectar uma ou ambas de dimetilarginina assimétrica (ADMA) e
dimetilarginina simétrica (SDMA) na amostra por detecgdo de um ou ambos
do sinal m/z de um ion fithote em um m/z Gnico para ADMA e do sinal m/z
de um ion filhote em um m/z Gnico para SDMA.

2. Método para distinguir isdmeros de dimetilarginina, o método
compreendendo:

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢cao de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

detectar uma ou ambas da presencga do sinal m/z de um ion fi-
lhote a cerca de m/z 46 e da presencga do sinal m/z de um ion filhote a cerca
de m/z 172, em que o sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 indica
que a amostra compreende dimetilarginina assimétrica (ADMA) e o sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 172 indica que a amostra compreende di-
metilarginina simétrica (SDMA).

3. Método para detectar dimetilarginina simétrica (SDMA), o mé-
todo compreendendo:

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma proporgao de massa para carga (m/z)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

detectar dimetilarginina simétrica (SDMA) na amostra por detec-
¢ao do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172.

4. Meétodo para detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA), o
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método compreendendo:

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma proporgao de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA) na amostra por de-
tec¢ao do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes 1-4,
em que a faixa de m/z é cerca de m/z203.

6. Método para detectar isbmeros de dimetilarginina, 0 método
compreendendo:

fornecer uma amostra que inclui um ou mais padrdes internos,
em que pelo menos um padrao interno é um isdmero de dimetilarginina con-
tendo pelo menos um atomo pesado;

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma faixa de m/z correspondente a faixa
que é adequada para isolar isbmeros de dimetilarginina e selecionar ions em
uma ou mais faixas de m/z adicionais, as faixas sendo adequadas para iso-
lar o um ou mais padroes internos; .

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes;

detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA) e/ou dimetilarginina
simétrica (SDMA) na amostra por detecgdo de um ou mais do sinal m/z de
um ion filhote Unico para ADMA e/ou um ou mais do sinal m/z de um ion
filhote unico para SDMA usando os ions filhotes; e

detectar o um ou mais padrdes internos.

7. Método de acordo com a reivindicagao 6, em que a faixa de
m/z correspondente a faixa que é adequada para isolar isémeros de dimeti-
larginina é cerca de m/z 203.

8. Método de acordo com a reivindicacao 6 ou 7, em que a a-
mostra inclui um primeiro padrao interno que € um isdmero de SDMA tendo
pelo menos um atomo pesado, e um segundo padrao interno que € um is6-

mero de ADMA tendo pelo menos um atomo pesado e em que 0s isOmeros
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de SDMA e de ADMA tém pesos atdmicos diferentes .

8. Método de acordo com a reivindicacao 6 ou 7, em que a a-
mostra inclui um primeiro padrao interno que é um isébmero de SDMA tendo
pelo menos um atomo pesado, e um segundo padrao interno que é um isé-
mero de ADMA tendo pelo menos um atomo pesado e em que os isdbmeros
de SDMA e de ADMA tém pesos atdmicos iguais.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-8,
compreendendo ainda medir o nivel de SDMA na amostra.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-9,
compreendendo ainda medir o nivel de ADMA.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes 1-
10, compreendendo ainda medir o nivel de SDMA e de ADMA.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1-
11, em que a amostra que é ionizada € uma amostra bioldgica.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, em que a amos-
tra bioldgica compreende sangue, soro, plasma, linfa, fluido amnidtico, sali-
va, fluido cerebrospinhal, fluido lacrimal, muco, urina, cuspe, ou Suor.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
13, em que a amostra que € ionizada contém compostos além da dimetilar-
ginina.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
14, em que a amostra que € ionizada contém compostos que nao co-migram
em uma coluna de cromatografia por exclusao de tamanho.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
14, em que sao detectados um ou mais analitos adicionais.

17. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que 0 um ou
mais analitos adicionais sao biomoléculas metabdlicas.

18. Método de acordo com a reivindicagao 16 ou 17, em que 0
um ou mais analitos adicionais sao aminoacidos.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 16 ou 17, em que 0
um ou mais analitos adicionais s&o acilcarnitinas.

20. Método de acordo com a reivindicacao 16 ou 17, em que 0
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um ou mais analitos adicionais sao selecionados do grupo que consiste em:

~ citrulina, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina.

21. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 16-
20, em que 0 um ou mais analitos adicionais sdo medidos.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 21, em que o0 um ou
mais analitos adicionais sdo medidos usando espectroscopia de massa em
série.

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
22, em que a amostra ndo é quimicamente modificada antes da ionizacado
da amostra.

24. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-
22, em que a amostra é quimicamente modificada antes da ionizagao da
amostra.

' 25. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
24, em que um padrao interno é adicionado a amostra antes da ionizagao da
amostra.

26. Método de acordo com as reivindicagdes 1-5 ou 9-25, em
que o padrao interno compreende um isdmero de dimetilarginina que inclui
pelo menos um atomo pesado.

27. Método de acordo com as reivindicagdes 1-5 ou 9-25, em
que o padrao interno contém um isdmero de SDMA de referéncia tendo pelo
menos um atomo pesado, e um isémero de ADMA de referéncia tendo pelo
menos um atomo pesado e em que os isébmeros de SDMA e de ADMA de
referéncia tém pesos atdomicos diferentes.

| 28. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-
27, em que o nivel de um sinal a cerca de m/z 46 e o nivel de um sinal a cer-
ca de m/z 172 sao medidos.

29. Método de acordo com a reivindicagao 28, compreendendo
ainda determinar o resultado de uma fungao dependente do sinal m/z de ion
filhote a cerca de m/z 46 e do sinal m/z de ion filhote a cerca de m/z172.

30. Método para diagnosticar um disturbio caracterizado por ni-

veis alterados de ADMA ou SDMA, o método compreendendo:
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fornecer uma amostra bioloégica de um individuo;

ionizar a amostra bioldgica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢do de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir o nivel de ADMA em fungéo do sinal m/z de um ion filhote
a cerca de m/z 46 e o nivel de SDMA em fungdo do sinal m/z de um ion fi-
lhote a cerca de m/z 172,

em que um nivel alterado de um ou ambos de ADMA e SDMA
na amostra biolégica em relagdo ao nivel em uma amostra de referéncia é
uma indicagdo de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, um
disturbio caracterizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA.

31. Método de acordo com a reivindicagao 30, em que o distir-
bio é caracterizado por niveis de ADMA aumentados.

32. Método de acordo com a reivindicagao 30 ou 31, em que o
disturbio é caracterizado por niveis de SDMA aumentados.

33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 30-
32, em que o disturbio é caracterizado por niveis de ADMA aumentados e
niveis de SDMA aumentados. |

34. Método de acordo com a reivindicagao 30, em que o distur-
bio caracterizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA é um disturbio
vascular. ‘ |

35. Método de acordo com a reivindicagao 30, em que o distur-
bio caracterizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA é um disturbio
renal.

36. Método de acordo com a reivindicagdo 30, em que o distar-
bio caracterizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA é um disturbio
hipertensivo.

37. Método de acordo com a reivindicagao 36, em que o distur-
bio hipertensivo é pré-eclampsia.

38. Método para diagnosticar um disturbio vascular em um indi-

viduo, o método compreendendo:
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fornecer uma amostra bioldgica de um individuo;

ionizar a amostra biolégica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma proporgao de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir um ou ambos do nivel de ADMA em fungdo do sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em fungéo do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172,

erri que um nivel elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA
na amostra bioldgica em relagdo ao nivel em uma amostra de referéncia é
uma indicagdo de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, um
disturbio vascular.

| 39. Método de acordo com as reivindicagdes 30-38, em que a

faixa de m/z é cerca de m/z2083.

40. Método de acordo com as reivindicagdes 30-39, em que a
amostra biol6gica que é ionizada contém compostos além da dimetilarginina.

41. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 30-
40, em que o individuo € um mamifero.

42. Método de acordo com a reivindicagédo 41, em que 0 mami-
fero € um ser humano.

43. Método de acordo com a reivindicagado 38-42, em que o dis-

~ tarbio vascular é um distarbio cardiovascular.

44. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 38-
40, em que o disturbio vascular € um disturbio hipertensivo.

45. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 38-
40, em que o disturbio vascular é selecionado do grupo que consiste em:
diabetes, hipercolesterolemia, insuficiéncia renal, hipertensdo, e pré-
eclampsia.

46. Metodo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 38-
45, em que o disturbio vascular é aterosclerose.

46. Método de acordo com a reivindicagdo 44, em que o distur-

bio hipertensivo é pré-eclampsia.
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47. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 38-
46, em que o nivel do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 e o nivel
do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172 é medido.

48. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 38-
46, em que a amostra de referéncia é de um individuo que néo tem, ndo tem
suspeita de ter, nem corre o risco de desenvolver um disturbio cardiovascu-
lar.

49. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 30-
48, compreendendo ainda medir um ou mais analitos adicionais.

50. Método de acordo com a rei\)indicagéo 49, em que 0 um ou
mais analitos adicionais sao selecionados do grupo que consiste em: citruli-
na, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina.

51. Método de acordo com a reivindicagao 49, em que 0 um ou
mais analitos adicionais sdo aminoacidos.

52. Método de acordo com a reivindicagdo 49, em que o um ou
mais analitos adicionais sao acilcarnitinas.

53. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 49-
52, em que 0 um ou mais analitos adicionais sdo medidos usando espec-
trometria de massa.

54. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 38-
53, compreendendo ainda depois de diagnosticar o individuo como tendo,
ou correndo o risco de desenvolver, um distdrbio vascular, administrar ao
individuo um ou mais agentes terapéuticos.

55. Método de acordo com a reivindicagdo 54, em que o0 um ou
mais agentes terapéuticos sdo um ou mais anti-hipertensivos, um ou mais
agentes abaixadores de colesterol, ou um ou mais beta bloqueadores.

56. Método de acordo com a reivindicagao 55, em que 0 um ou
mais anti-hipertensivos sé@o diuréticos, inibidores da enzima conversora de
angiotensina, vasodilatadores, ou alfa blogueadores.

57. Método de acordo com a reivindicagdo 55, em que o0 um ou
mais agentes abaixadores de colesterol sao estatinas.

58. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 30-
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57, em que a amostra bioldégica compreende sangue, soro, plasma, linfa,
fluido amnidtico, saliva, fluido cerebrospinhal, fluido lacrimal, muco, urina,
cuspe, Ou suor. ,

59. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 30-
58, em que um padrdo interno é adicionado a uma amostra biolégica antes
da ionizagao da amostra.

60. Método de acordo com a reivindicagao 59, em que o padrao
interno compreende um isémero de dimetilarginina que inclui pelo menos
um atomo pesado. '

61. Método de acordo com a reivindicagdo 59, em que o padrao
interno contém um isémero de SDMA tendo pelo menos um atomo pesado,
e um isdmero de ADMA tendo pelo menos um atomo pesado e em que os
isdbmeros de SDMA e de ADMA tém pesos atdmicos diferentes .

62. Método para diagnosticar pré-eclampsia em um individuo, o
método compreendendo:

fornecer uma amostra biolégica de um individuo;

ionizar a amostra biologica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma proporgao de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir um ou ambos do nivel de ADMA em fungéo do sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em fungdo do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172,

em que um nivel elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA
na amostra bioldégica em relagdo ao nivel em uma amostra de referéncia é
uma indicagao de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, pré-
eclampsia.

63. Método de acordo com a reivindicacdo 62, em que a faixa de
m/z é cerca de m/z2083.

64. Método de acordo com a reivindicagdo 62 ou 63, em que o
individuo € um mamifero.

65. Método de acordo com a reivindicagao 64, em que o0 mami-
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fero € um ser humano.

66. Método para avaliar a resposta de um individuo a um agente
terapéutico, o método compreendendo:

fornecer uma amostra biol6gica de um individuo tratado com um
agente terapéutico;

ionizar a amostra bioldgica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma proporgcao de massa para carga (m/z)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir um ou ambos do nivel de ADMA em fungéo do sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em fungéo do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172,

em que o mesmo nivel ou um nivel elevado de um ou ambos de
ADMA e SDMA na amostra biolégica em relacdo ao nivel em uma amostra
biologica obtida do individuo antes do tratamento é uma indicagdo de que o
individuo nao esta respondendo ao tratamento e um nivel reduzido de um
ou ambos de ADMA e SDMA na amostra biolégica em relagdao a amostra
biologica obtida do individuo antes do tratamento é uma indicacdo de que o
individuo esta respondendo ao tratamento. |

67. Método de acordo com a reivindicagdo 66, em que o nivel de
ADMA e o nivel de SDMA sdo medidos.

68. Método de acordo com a reivindicagdo 67, em que a faixa de
m/z é cerca de m/z 203.

69. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 66-
69, em que a amostra biolégica que é ionizada contém compostos além da
dimetilarginina.

70. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 66-
70, compreendendo ainda: se o individuo nao esta respondendo ao trata-
mento, administrar ao individuo um ou mais agentes terapéuticos diferentes.

71. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 66-
70, em que o individuo tem, ou esta com suspeita de ter, um distarbio vascu-

lar.
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72. Método de acordo com a reivindicagdo 71, em que o distar-
bio vascular é um disturbio hipertensivo.

74. Método de acordo com a reivindicag@o 71, em que o distdr-
bio vascular é selecionado do grupo que consiste em: diabetes, hipercoles-
terolemia, insuficiéncia renal, hipertensao, e pré-eclampsia.

75. Método de acordo com a reivindicagdo 71, em que o distur-
bio vascular € um disturbio cardiovascular.

76. Método de acordo com a reivindicagdo 75, em que o distur-
bio cardiovascular é aterosclerose.

77. Método de acordo com a reivindicagdo 72, em que o distur-
bio hipertensivo é pré-eclampsia.

78. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 70-
77, em que 0 um ou mais agentes terapéuticos sdo um ou mais anti-
hipertensivos, um ou mais agentes abaixadores de colesterol, ou um ou
mais beta bloqueadores.

79. Método de acordo com a reivindicagdo 78, em que o0 um ou
mais anti-hipertensivos sao diuréticos, inibidores da enzima conversora de
angiotensina, vasodilatadores, ou alfa bloqueadores.

80. Método de acordo com a reivindicagéo 78, em que 0 um ou
mais agentes abaixadores de colesterol sdo estatinas.

81. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 66-
69, compreendendo ainda se o individuo estiver respondendo ao tratamen-
to, continuar a administrar 0 mesmo agente terapéutico ao individuo.

82. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 66-
82, em que o individuo € um mamifero.

83. Método de acordo com a reivindicagdo 82, em que 0 mami-
fero € um ser humano.

84. Método para fornecer um perfil metabdlico para um indivi-
duo, o método compreendendo:

fornecer uma amostra biolégica de um individuo;

ionizar a amostra bioldgica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢ao de massa para carga (m/z)
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em uma faixa de m/z

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

detectar uma ou ambas do sinal m/z de um ion filhote a cerca de
m/z 46 e o sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z172; e

fornecer um perfil metabdlico do individuo que inclui um parame-
tro que é fungdo de um ou ambos do sinal m/z de ion filhote a cerca de m/z
46 e do sinal m/z de ion filhote a cerca de m/z 172.

85. Método de acordo com a reivindicagdao 84, em que em que a
faixa de m/z é cerca de m/z 203.

86. Método de acordo com a reivindicagao 84 ou 85, em que a
amostra bioldgica que é ionizada contém compostos além da dimetilarginina.

87. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 84-
86, em que o nivel do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 e da
presenga do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172 sao medidos.

88. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 84-
87, compreendendo ainda medir um ou mais analitos adicionais.

89. Método de acordo com a reivindicagao 88, em que o um ou
mais analitos adicionais sao biomoléculas metabdlicas.

90. Método de acordo com a reivindicagdo 88 ou 89, em que o
um ou mais analitos adicionais sao selecionados do grupo que consiste em:
citrulina, dimetilamina, argininé, ortnitina, homocisteina, e creatina.

91. Método de acordo com a reivindicagcao 88 ou 89, em que o
um ou mais analitos adicionais sao aminoacidos.

92. Método de acordo com a reivindicagao 88 ou 89, em que o
um ou mais analitos adicionais sao acilcarnitinas.

93. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 88-
92, em que 0 um ou mais analitos adicionais sdo medidos usando espec-
trometria de massa. ‘

94. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 88-
93, em que o individuo é um mamifero.

95. Método de acordo com a reivindicacao 94, em que o indivi-

duo é um ser humano.
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96. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 88-
95, em que o individuo é um individuo com suspeita de ter um disturbio car-
diovascular. _

97. Perfil metabdlico para um individuo obtido pelo método com-
preendendo:

fornecer uma amostra biolégica de um individuo;

ionizar a amostra bioldgica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma proporgdo de massa para carga (m/z)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes: e

medir um ou ambos do nivel de ADMA em fungdo do sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em funcao do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172 para obter o perfil metabdlico do
individuo.

98. Método de acordo com a reivindicagdo 97, em que a faixa de
m/z é cerca de m/z 2083.

99. Método de acordo com a reivindicagdo 97 ou 98; compreen-
dendo ainda medir um ou mais analitos adicionais.

100. Método de acordo com a reivindicagdo 99, em que o um ou
mais analitos adicionais sdo biomoléculas metabdlicas.

101. Método de acordo com a reivindicacao 98 ou 99, em que o
um ou mais analitos adicionais sao selecionados do grupo que consiste em:
citrulina, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina.

102. Método de acordo com a reivindicagiao 98 ou 99, em que o
um ou mais analitos adicionais sdo aminoacidos.

103. Método de acordo com a reivindicagao 98 ou 99, em que o
um ou mais analitos adicionais sao acilcarnitinés.

104. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
98-103, em que o um ou mais analitos adicionais sdo medidos usando es-
pectrometria de massa.

105. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

97-105, em que o individuo € um mamifero.
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106. Método de acordo com a reivindicagao 105, em que o indi-
viduo € um ser humano.

107. Método.de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
97-106, em que o individuo é um individuo com suspeita de ter um disturbio
vascular.

108. Método para diagnosticar um distirbio vascular em um in-
dividuo, o método compreendendo: |

fornecer o perfit metabdlico como definido na reivindicagdo 97; e

comparar um ou ambos do nivel de ADMA e do nivel de SDMA
no perfil metabdlico com o nivel de ADMA e o nivel de SDMA em um perfil
metabdlico de referéncia,

em que um nivel elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA
em comparagao com o nivel no pertfil metabdlico de referéncia é uma indica-
¢ao de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, um disturbio
vascular.

109. Método para avaliar um composto, o método compreen-
dendo:

contatar uma célula ou um individuo com o composto;

ionizar uma amostra da célula ou do individuo para geraf ions;

selecionar ions tendo uma propor¢do de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir o nivel de um ou ambos de ADMA em fungdo do sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em funcio do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z172,

em que uma alteragdo em um ou ambos do nivel de ADMA e do
nivel de SDMA na amostra obtida da célula ou do individuo contato com o
composto em comparagdao com o nivel em uma amostra de uma célula ou
individuo ndo contatado com o composto indica que o composto € um com-
posto que é um modulador dos niveis de ADMA ou SDMA.

110. Método de acordo com a reivindicagdo 109, em que a célu-

la € uma célula de mamifero.
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111. Método de acordo com a reivindicagdo 110, em que a célu-
la de mamifero é uma célula de ser humano.

112. Método de acordo com a reivindicagdo 110 ou 111, em que
uma célula é uma célula endotelial. |

113. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
109-112, em que a célula expressa eNOS.

114. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
109-113, em que a célula é obtida de um individuo que tem, ou corre o risco
de desenvolver, um distirbio vascular.

115. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
109-114, compreendendo ainda medir um ou mais analitos adicionais.

116. Método de acordo com a reivindicagdo 115, em que o um
ou mais analitos adicionais sdo biomoléculas metabdlicas.

117. Método de acordo com a reivindicagdo 115 ou 116, em que
0 um ou mais analitos adicionais sdo selecionados do grupo que consiste
em: citrulina, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina.

118. Método de acordo com a reivindicagdo 115 ou 116, em que
0 um ou mais analitos adicionais sdo aminoacidos.

119. Método de acordo com a reivindicagdo 115 ou 116, em que
0 um ou mais analitos adicionais sao acilcarnitinas.

120. Composigéb compreendendo dimetilarginina assimétrica
(ADMA) compreendendo pelo menos um isétopo de atomo pesado.

121. Composi¢cdo compreendendo dimetilarginina simétrica
(SDMA) compreendendo pelo menos um isétopo de atomo pesado.

122. Composicdo compreendendo dimetilarginina assimétrica
(ADMA) e dimetilarginina simétrica (SDMA), em que um ou ambos de ADMA
e SDMA compreendem pelo menos um isétopd de atomo pesado.

123. Composi¢édo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 120-122, em que o isétopo de dtomo pesado é deutério.

124. Kit for detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA) e dimeti-
larginina simétrica (SDMA), o kit compreendendo:

um ou ambos de ADMA e SDMA, em que um ou ambos de



10

15

15

ADMA e SDMA compreendem pelo menos um isétopo de atomo pesado; e

instru¢cdes de como detectar SDMA e ADMA.

125. Kit de acordo com a reivindicacao 124, compreendendo
ainda um &cido organico.

126. Kit para detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA) e di-
metilarginina simétrica (SDMA), o kit compreendendo:

um ou ambos de ADMA e SDMA, em que um ou ambos de
ADMA e SDMA compreendem pelo menos um isétopo de atomo pesado;

um &cido organico; e

instrugdes de como detectar SDMA e ADMA.

127. Kit de acordo com a reivindicagdo 125 ou 126, em que o
acido orgénico é acido oxalico.

128. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 124-
127, compreendendo ainda um programa de computador para detectar uma
ou ambas de ADMA ou SDMA.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODOS PARA DISTINGUIR ISOMEROS
USANDO ESPECTROMETRIA DE MASSA". ‘
A presente invengao refere-se a métodos para distinguir isdme-
ros de dimetilarginina. Também sdo apresentados métodos e composigdes

para diagnosticar disturbios cardiovasculares.



Novo quadro reivindicatério (total de 129 reivindicagdes) para

processamento na fase nacional brasileira.
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REIVINDICACOES

1. Método para distinguir isbmeros de dimetilarginina, 0 método
compreendendo:

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢ao de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

detectar uma ou ambas de dimetilarginina assimétrica (ADMA) e
dimetilarginina' simétrica (SDMA) na amostra por detec¢ao de um ou ambos

do sinal m/z de um ion filhote em um m/z unico para ADMA e do sinal m/z

~de um ion filhote em um m/z tnico para SDMA.

2. Método para distinguir isbmeros de dimetilarginina, 0 método
compreendendo:

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢cdo de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

detectar uma ou ambas da presencga do sinal m/z de um ion fi-
Ilhote a cerca de m/z 46 e da presencga do sinal m/z de um ion filhote a cerca
de m/z 172, em que 0 sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 indica
gue a amostra compreende dimetilarginina assimétrica (ADMA) e o sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 172 indica que a amostra compreende di-
metilarginina simétrica (SDMA).

3. Método para detectar dimetilarginina simétrica (SDMA), 0 mé-
todo compreendendo:

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢ao de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

detectar dimetilarginina simétrica (SDMA) na amostra por detec-
¢ao do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172.

4. Método para detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA), o
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método compreendendo:

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢éo de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA) na amostra por de-
teccao do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-4,
em que a faixa de m/z é cerca de m/z208. |

6. Método para detectar isdmeros de dimetilarginina, o método
compreendendo:

fornecer uma amostra que inclui um ou mais padroes internos,
em que pelo menos um padrao interno € um isdmero de dimetilarginina con-
tendo pelo menos um atomo pesado;

ionizar uma amostra para gerar ions;

selecionar ions tendo uma faixa de m/z correspondente a faixa
que é adequada para isolar isbmeros de dimetilarginina e selecionar ions em -

uma ou mais faixas de m/z adicionais, as faixas sendo adequadas para iso-

‘lar 0 um ou mais padroes internos;

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes;
detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA) e/ou dimetilarginina

simétrica (SDMA) na amostra por detec¢do de um ou mais do sinal m/z de

um ion filhote Unico para ADMA e/ou um ou mais do sinal m/z de um ion

filhote unico para SDMA usando os ions filhotes; e

detectar o um ou mais padrdes internos.

" 7. Método de acordo com a reivindicagao 6, em que a faixa de

m/z correspondente a faixa que é adequada para isolar isdbmeros de dimeti-
larginina é cerca de m/z 203.

8. Método de acordo com a reivindicacao 6 ou 7, em que a a-
mostra inclui um primeiro padrao interno que é um isémero de SDMA tendo
pelo menos um atomo pesado, e um segundo padrao interno que é um is6-

mero de ADMA tendo pelo menos um atomo pesado e em que 0s isOmeros
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de SDMA e de ADMA tém pesos atdmicos diferentes .

9. Método de acordo com a reivindicagdo 6 ou 7, em que a a-
mostra inclui um primeiro padrao interno que é um isdmero de SDMA tendo
pelo menos um atomo pesado, e um segundo padrao interno que' é um isd-
mero de ADMA tendo pelo menos um atomo pesado e em que 0s isOmeros
de SDMA e de ADMA tém pesos atdmicos iguais.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-9,
compreendendo ainda medir o nivel de SDMA na amostra. 7

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
10, compreendendo ainda medir o nivel de ADMA.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
11, compreendendo ainda medir 0 nivel de SDMA e de ADMA.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
12, em que a amostra que é ionizada é uma amostra bioldgica.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 13, em que a amos-
tra biolégica compreende sangue, soro, plasma, linfa, fluido amnidtico, sali-
va, fluido cerebfospinhal, fluido lacrimal, muco, urina, cuspe, ou suor.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
14, em que a amostra que é ionizada contém compostos além da dimetilar-
ginina. '

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
15, em que a amostra que é ionizada contém compostos que n&o co-migram
em uma coluna de cromatografia por excluséao de tamanho.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
15, em que sao detectados um ou mais analitos adicionais.

18. Método de acordo com a reivindicacao 17, em que 0 um ou
mais analitos adicionais sao biomoléculas metabdlicas.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 17 ou 18, em que o
um ou mais analitos adicionais sao aminoacidos. |

- 20. Método de acordo com a reivindicagao 17 ou 18, em que o
um ou mais analitos adicionais sao acilcarnitinas.

21. Método de acordo com a reivindicacao 17 ou 18, em que o
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um ou mais analitos adicionais sdo selecionados do grupo que consiste em:
citrulina, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina.

22. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 17-
21, em que o um ou mais analitos adicionais sdo medidos.

23. Método de acordo com a reivindicagao 22, em que 0 um ou
mais analitos adicionais sdo medidos usando espectroscopia de massa em
série.

24. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
23, em que a amostra ndo € quimicamente modificada antes da ionizagao
da amostra. -

25. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
23, em que a amostra é quimicamente modificada antes da ionizagéo da
amostra.

26. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-
25, em que um padrdo interno é adicionado a amostra antes da ionizagéo da
amostra.

27. Método de acordo com as reivindicagdes 1-5 ou 10-26, em
que o padrdo interno compreende um isémero de dimetilarginina que inclui
pelo menos um atomo pesado.

28. Método de acordo com as reivindicagbes 1-5 ou 10-26, em
que o padréo interno contém um isdmero de SDMA de referéncia tendo pelo
menos um atomo pesado, e um isdmero de ADMA de referéncia tendo pelo
menos um atomo pesado e em que os isomeros de SDMA e de ADMA de
referéncia tém pesos atdmicos diferentes.

29. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-
28, em que o nivel de um sinal a cerca de m/z 46 e o nivel de um sinal a cer-
ca de m/z 172 sao medidos.

30. Método de acordo com a reivindicagao 29, compreendendo
ainda determinar o resultado de uma funcao dependente do sinal m/z de ion
filhote a cerca de m/z 46 e do sinal m/z de ion filhote a cerca de m/z172.

31. Método para diagnosticar um disturbio caracterizado por ni-

veis alterados de ADMA ou SDMA, o método compreendendo:
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fornecer uma amostra biolégica de um individuo;

ionizar a amostra biolégica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢ao de massa para carga (m/z)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir o nivel de ADMA em fungéo do sinal m/z de um ion filhote
a cerca de m/z 46 e o nivel de SDMA em fung¢do do sinal m/z de um ion fi-
lhote a cerca de m/z 172,

em que um nivel alterado de um ou ambos de ADMA e SDMA

'na amostra bioldgica em relagdo ao nivel em uma amostra de referéncia é

uma indicacao de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, um
disturbio caracterizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA.

32. Método de acordo com a reivindicagao 31, em que o distur-
bio é caractérizado por niveis de ADMA aumentados.

33. Método de acordo com a reivindicacdao 31 ou 32, em que o
disturbio é caracterizado por niveis de SDMA aumentados.

34. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 31-
33, em que o disturbio & caracterizado por niveis de ADMA aumentados e
niveis de SDMA aumentados.

35. Método de acordo com a reivindicagdo 31, em que o distur-
bio caracterizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA ¢é um disturbio
vascular.

36. Método de acordo.com a reivindicagdo 31, em que o distur-
bio caracterizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA é um disturbio
renal.

37. Método de acordo com a reivindicagao 31, em que o distur-
bio caracterizado por niveis alterados de ADMA ou SDMA é um disturbio
hipertensivo.

38. Método de acordo com a reivindicagdo 37, em que o distur-
bio hipertensivo é pré-eclampsia.

39. Método para diagnosticar um disturbio vascular em um indi-

viduo, o método compreendendo:
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fornecer uma amostra biolégica de um individuo;

ionizar a amostra biologica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢édo de massa para carga (m/z)
em uma faixa de m/z, _

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir um ou ambos do nivel de ADMA em fungéo do sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em fung¢do do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172,

em que um nivel elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA
na amostra biolégica em relagdo ao nivel em uma amostra de referéncia é
uma indicagdo de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, um
disturbio vascular.

40. Método de acordo com as reivindicagdes 31-39, em que a
faixa de m/z é cerca de m/z203. '

41. Método de acordo com as reivindicagdes 31-40, em que a
amostra biolégica que é ionizada contém compostos além da dimetilarginina.

42. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 31-
41, em que o individuo é um mamifero.

43. Método de acordo com a reivindicagdo 42, em que 0 mami-
fero € um ser humano.

44. Método de acordo com a reivindicagdo 39-43, em que o dis-
turbio vascular é um disturbio cardiovascular.

45. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 39-
41, em que o disturbio vascular € um disturbio hipertensivo.

46. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 39-
41, em que o disturbio vascular é selecionado do grupo que consiste em:
diabetes, hipercolesterolemia, insuficiéncia renal, hipertensdo, e pre-
eclampsia.

47. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 39-
46, em que o disturbio vascular é aterosclerose.

48. Método de acordo com a reivindicagao 45, em que o distur-

bio hipertensivo € pré-eclampsia.
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49. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 39-
48, em que o nivel do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 e o nivel
do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172 é medido.

50. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 39-
48, em que a amostra de referéncia é de um individuo que néao tem, ndo tem

suspeita de ter, nem corre o risco de desenvolver um disturbio cardiovascu-

lar.

51. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 31-
50, compreendendo ainda medir um ou mais analitos adicionais.

52. Método de acordo com a reivindicagao 51, em que 0 um ou
mais analitos adicionais sdo selecionados do grupo que consiste em: citruli-
na, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina.

53. Método de acordo com a reivindicagdo 51, em que o um ou
mais analitos adicionais sdo amino&cidos.

54. Método de acordo com a reivindicagao 51, em que o0 um ou
mais analitos adicionais sao acilcarnitinas.

55. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 51-
54, em que 0 um ou mais analitos adicionais sao medidos usando espec-
trometria de massa.

56. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 39-

‘55, compreendendo ainda depois de diagnosticar o individuo como tendo,

ou correndo o risco de desénvolver, um distdrbio vascular, administrar ao
individuo um ou mais agentes terapéuticos.

57. Método de acordo com a reivindicacao 56, em que o0 um ou
mais agentes terapéuticos sdo um ou mais anti-hipentensivos, uni ou mais
agentes abaixadores de colesterol, ou um ou mais beta bloqueadores.

58. Método de acordo com a reivindicagao 57, em que o um ou
mais anti-hipertensivos sao diuréticos, inibidores da enzima conversora de
angiotensina, vasodilatadores, ou alfa bloqueadores.

59. Método de acordo com a reivindicagéd 57, em que 0 um ou
mais agentes abaixadores de colesterol sao estatinas. V

60. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 31-
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59, em que a amostra biolégica compreende sangue, soro, plasma, linfa,
fluido amnidtico, saliva, fluido cerebrospinhal, fluido lacrimal, muco, urina,
cuspe, ou suor. | _

61. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 31-
60, em que um padrdo interno é adicionado a uma amostra biolégica antes
da ionizagao da amostra.

62. Método de acordo com a reivindicagao 61, em que o padrao
interno compreende um isémero de dimetilarginina que inclui pelo menos
um atomo pesado.

63. Método de acordo com a reivindicagdo 61, em que o padrdo
interno contém um isdmero de SDMA tendo pelo menos um atomo pesado,
e um isébmero de ADMA tendo pelo menos um atomo pesado e em que 0s
isdbmeros de SDMA e de ADMA tém pesos atdmicos diferentes .

64. Método para diagnosticar pré-eclampsia em um individuo, o
método compreendendo:

fornecer uma amostra biolégica de um individuo;

jonizar a amostra bioldgica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma proporgédo de massa para carga (m/z)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir um ou ambos do nivel de ADMA em fungéo do sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em func¢do do sinal |
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172,

em que um nivel elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA
na amostra bioldgica em relagdo ao nivel em uma amostra de referéncia é
uma indicagdo de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, pré-
eclampsia.

65. Método de acordo com a reivindicagao 64, em que a faixa de
m/z é cerca de m/z 203.

66. Método de acordo com a reivindicagao 64 ou 65, em que o
individuo € um mamifero.

67. Método de acordo com a reivindicagao 66, em que 0 mami-
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fero € um ser humano.

68. Método para avaliar a resposta de um individuo a um agente
terapéutico, 0 método compreendendo: ‘

fornecer uma amostra biolégica de um individuo tratado com um
agente terapéutico;

ionizar a amostra bioldgica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢ao de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir um ou ambos do nivel de ADMA em fung¢ao do sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em fungdo do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172,

em que o mesmo nivel ou um nivel elevado de um ou ambos de
ADMA e SDMA na amostra biologica em relagdo ao nivel em uma amostra
biologica obtida do individuo antes do tratamento é uma indicacao de que o
individuo nao esta respondendo ao tratamento e um nivel reduzido de um
ou ambos de ADMA e SDMA na amostra biolégica em relagdo a amostra
bioldgica obtida do individuo antes do tratamento € uma indicagao de que o
individuo esta respondendo ao tratamento.

69. Método de acordo com a reivindicacao 68, em que o nivel de
ADMA e 0 nivel de SDMA sdo medidos.

70. Método de acordo com a reivindicagdo 69, em que a faixa de
m/z & cerca de m/z203.

71. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 68-
70, em que a amostra biolégica que € ionizada contém compostos além da
dimetilarginina.

72. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 68-
71, cofhbréendendo ainda: se o individuo nao esta respondendo ao trata-
mento, administrar ao individuo um ou mais agentes terapéuticos diferentes.

73. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 68-
72, em que o individuo tem, ou esta com suspeita de ter, um disturbio vascu-
lar.
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74. Método de acordo com a reivindicagdo 73, em que o distar-
bio vascular é um disturbio hipertensivo.

75. Método de acordo corh a reivindicagao 73, em que o distur-
bio vascular é selecionado do grupo que consiste em: diabetes, hipercoles-
terolemia, insuficiéncia renal, hipertensao, e pré-eclampsia.

76. Método de acordo com a reivindicagao 73, em que o distur-
bio vascular € um distarbio cardiovascular.

77. Método de acordo com a reivindicagao 76, em que o distur-
bio cardiovascular é aterosclerose.

78. Método de acordo com a reivindicagdo 74, em que o distar-
bio hipertensivo é pré-eclampsia.

79. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 72-
78, em que 0 um ou mais agentes terapéuticos sao um ou mais anti-
hipertensivos, um ou mais agentes abaixadores de colesterol, ou um ou
mais beta bloqueadores.

80. Método de acordo com a reivindicagao 79, em que 0 um ou
mais anti-hipertensivos sédo diuréticos, inibidores da enzima conversora de
angiotensina, vasodilatadores, ou alfa bloqueadores.

81. Método de acordo com a reivindicagdo 79, em que o0 um ou
mais agentes abaixadores de colesterol sdo estatinas.

82. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 68-
81, compreendendo ainda se o individuo estiver respondendo ao tratamen-
to, continuar a administrar o mesmo agente terapéutico ao individuo.

83. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 68-
82, em que o individuo € um mamifero.

84. Método de acordo com a reivindicagao 83, em que 0 mami-
fero € um ser humano.

85. Método para fornecer um perfil metabdlico para um indivi-
duo, o método compreendendo:

fornecer uma amostra bioldgica de um individuo;

ionizar a amostra bioldgica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢ao de massa para carga (m/2)
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em uma faixa de m/z,
fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e
detectar uma ou ambas do sinal m/z de um ion filhote a cerca de
m/z 46 e o sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z172; e

fornecer um perfil metabdlico do individuo que inclui um parame-

tro que é fungdo de um ou ambos do sinal m/z de ion filhote a cerca de m/z

46 e do sinal m/z de ion filhote a cerca de m/z 172.

86. Método de acordo com a reivindicagao 85, em que em que a
faixa de m/z é cerca de m/z203.

87. Método de acordo com a reivindicacdo 85 ou 86, em que a
amostra biolégica que € ionizada contém compostos além da dimetilarginina.

88. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 85-
87, em que o nivel do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 46 e da
presencga do sinal m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172 sdo medidos.

89. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 85-
88, compreendendo ainda medir um ou mais analitos adicionais.

90. Método de acordo com a reivindicagdo 89, em que 0 um ou
mais analitos adicionais sao biomoléculas metabdlicas.

91. Método de acordo com a reivindicagdo 89 ou 90, em que o
um ou mais analitos adicionais sdo selecionados do grupo que consiste em:
citrulina, dimetilamina, argininé, ortnitina, homocisteina, e creatina.

92. Método de acordo com a reivindicagao 89 ou 90, em que o
um ou mais analitos adicionais sdo aminoéacidos.

93. Método de acordo com a reivindicagdao 89 ou 90, em que 0
um ou mais analitos adicionais sao acilcarnitinas.

94. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 89-
93, em que 0 um ou mais analitos adicionais sdo medidos usando espec-
trometria de massa.

95. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 89-
94, em que o individuo € um mamifero.

96. Método de acordo com a reivindicagao 95, em que 0 indivi-

duo € um ser humano.
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97. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 89-
96, em que o individuo é um individuo com suspeita de ter um distarbio car-
diovascular. ,

98. Perfil metabdlico para um individuo obtido pelo método com-
preendendo:

fornecer uma amostra biolégica de um individuo;

ionizar a amostra biolégica para gerar ions;

selecionar ions tendo uma propor¢ao de massa para carga (m/z)
em uma faixa de m/z,

fragmentar os jons selecionados para produzir ions filhotes; e

medir um ou ambos do nivel de ADMA em fung¢éo do sinal m/z

de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em fun¢éo do sinal

m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172 para obter o perfil metabdlico do
individuo.

99. Método de acordo com a reivindicacao 98, em que a faixa de
m/z é cerca de m/z203.

100. Método de acordo com a reivindicagao 98 ou 99, compre-
endendo ainda medir um ou mais analitos adicionais.

101. Método de acordo com a reivindicagédo 100, em que 0 um
ou mais analitos adicionais sao biomoléculas metabdlicas.

102. Método de acordo com a reivindicagdo 99 ou 100, em que
0 um ou mais analitos adicionais sdo selecionados do grupo que consiste
em: citrulina, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina.

103. Método de acordo com a reivindicagao 99 ou 100, em que
0 um ou mais analitos adicionais sao aminoéacidos.

104. Método de acordo com a reivindicagao 99 ou 100, em que
0 um ou mais analitos adicionais sao acilcarnitinas.

105. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
99-104, em que o um ou mais analitos adicionais sao medidos usando es-
pectrometria de massa.

106. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
98-105, em que o individuo é um mamifero.
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107. Método de acordo com a reivindicacao 106, em que o indi-
viduo é um ser humano.

108. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
98-107, em que o individuo é um individuo com suspeita de ter um distarbio
vascular.

109. Método para diagnosticar um disturbio vascular em um in-
dividuo, o método compreendendo:

fornecer o perfil metabdlico como definido na reivindicagao 98; e

comparar um ou ambos do nivel de ADMA e do nivel de SDMA
no perfil metabdlico com o nivel de ADMA e o nivel de SDMA em um perfil
metabdlico de referéncia,

em que um nivel elevado de um ou ambos de ADMA e SDMA
em comparacdo com o nivel no perfil metabdlico de referéncia é uma indica-
¢do de que o individuo tem, ou corre o risco de desenvolver, um disturbio
vascular.

110. Método para avaliar um composto, 0 método compreen-
dendo:

contatar uma célula ou um individuo com o composto;

ionizar uma amostra da célula ou do individuo para gerar ions;

selecionar ions tendo uma proporcao de massa para carga (m/2)
em uma faixa de m/z, '

fragmentar os ions selecionados para produzir ions filhotes; e

medir o nivel de um ou ambos de ADMA em fungao do sinal m/z
de um ion filhote a cerca de m/z 46 e do nivel de SDMA em fung¢ao do sinal
m/z de um ion filhote a cerca de m/z 172,

em que uma alteragdo em um ou ambos do nivel de ADMA e do
nivel de SDMA na amostra obtida da célula ou do individuo contato com o
composto em comparagcdo com 0 nivel em uma amostra de uma célula ou
individuo ndo contatado com o composto indica que 0 composto € um com-
posto que € um modulador dos niveis de ADMA ou SDMA.

111. Método de acordo com a reivindicagao 110, em que a célu-

la € uma celula de mamifero.
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112. Método de acordo com a reivindicagdo 111, em que a célu-
la de mamifero € uma célula de ser humano. |

113. Método de acordo com a reivindicagdo 111 ou 112, em que
uma célula é uma célula endotelial.

114. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
110-113, em que a célula expressa eNOS.

115. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
110-114, em que a célula é obtida de um individuo que tem, ou corre 0 risco
de desenvolver, um disturbio vascular.

116. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
110-115, compreendendo ainda medir um ou mais analitos adicionais.

117. Método de acordo com a reivindicagao 116, em que 0 um
ou mais analitos adicionais séo biomoléculas metabdlicas.

118. Método de acordo com a reivindicagdo 116 ou 117, em que
0 um ou mais analitos adicionais sdo selecionados do grupo que consiste
em: citrulina, dimetilamina, arginina, ortnitina, homocisteina, e creatina.

119. Método de acordo com a reivindicagao 116 ou 117, em que
0 um ou mais analitos adicionais sdo aminoacidos.

120. Método de acordo com a reivindicagdo 116 ou 117, em que
o um ou mais analitos adicionais sa@o acilcarnitinas.

121. Composigéb compreendendo dimetilarginina assimétrica
(ADMA) compreendendo pelb menos um isétopo de atomo pesado.

122. Composi¢ao compreehdendo dimetilarginina simétrica
(SDMA) compreendendo pelo menos um isétopo de atomo pesado.

123. Composicdo compreendendo dimetilarginina assimétrica
(ADMA) e dimetilarginina simétrica (SDMA), em que um ou ambos de ADMA
e SDMA compreendem pelo menos um isétopo de atomo pesado.

124. Composi¢cao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 121-123, em que o is6topo de atomo pesado é deutério. |

125. Kit para detectar dimetilarginina assimétrica (ADMA) e di-
metilarginina simétrica (SDMA), o kit compreendendo:

um ou ambos de ADMA e SDMA, em que um ou ambos de
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ADMA e SDMA compreendem pelo menos um isétopo de dtomo pesado; e

instrucdes de como detectar SDMA e ADMA.

126. Kit de acordo com a reivindicagdo 125, compreendendo
ainda um acido organico.

127. rKit para detectar ldimetilarginina assimétrica (ADMA) e di-
metilarginina simétrica (SDMA), o kit compreendendo:

um ou ambos de ADMA e SDMA, em que um ou ambos de
ADMA e SDMA compreendem pelo menos um isétopo de atomo pesado;

um acido orgéanico; e

instrucoes de como detectar SDMA e ADMA.

128. Kit de acordo com a reivindicagdo 126 ou 127, em que 0
acido orgéanico é acido oxalico.

129. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 125-
128, compreendendo ainda um programa de computador para detectar uma -
ou ambas de ADMA ou SDMA.
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