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"METODO PARA DETECTAR UMA CETONA BIOLOGICA-
MENTE ATIVA E METODO PARA EXTRACAQ".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica prioridade para o Pedido U.S. Namero de
Série 11/744.789, depositado em 4 de maio de 2007, os conteludos dos
guais sao incorporados aqui através de referéncia em sua totalidade.
ANTECEDENTES

Espectrometria de massa € Util para deteccéo e medi¢cdo de uma

ampla variedade de metabdlitos, a presenca ou quantidade dos quais pode
ser indicativa de certas condi¢des ou disturbios. Desta forma, espectrometria
de massa pode ser usada, por exemplo, para diagnosticar numerosos dis-
turbios metabdlicos associados com alterados niveis de metabdlitos. Tal
distirbio metabdlico é tirosinemia hereditaria, Tipo | (HT1), que é causado
por uma deficiéncia de fumarilacetoacetato hidrolase (FAH) e esta associado
com niveis aumentados de tirosina e succinilacetona. HT1 é um disturbio da
infancia que causa insuficiéncia hepatica, crises neurolégicas dolorosas, ra-
quitismos, e hepatocarcinoma. Se nédo tratado, a morte tipicamente ocorre
em menos de 2 anos de idade, com algumas formas cronicas permitindo
sobrevivéncia até 12 anos de idade. E atualmente possivel tratar HT1 com
NTBC (ou Nitisinone), se tratamento é iniciado no principio da vida. Desta
forma, ha um maior incentivo para identificar pacientes afetados por HT1
através de analise do recém-nascido ou até analise pré-natal.
SUMARIO

Succinilacetona € o marcador primario para a deteccdo precoce
de HT1. No entanto, succinilacetona é uma cetona muito reativa que forma
conjugados com proteinas. Os métodos descritos aqui podem ser usados
para extrair succinilacetona de uma amostra sob condi¢cdes que permitem
concomitantemente extracdo de outros metabdlitos, tais como aminoacidos,
carnitina livre, ou acilcarnitinas. Por exemplo, condi¢bes de extracdo severas
(tais como acidez extrema e alta temperatura) podem ser evitadas.

Os métodos descritos aqui podem ser usados para detectar e/ou

medir succinilacetona e um ou mais analitos bioldgicos adicionais usando
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espectrometria de massa (por exemplo, espectrometria de massa tandem).
Tais métodos sao Uteis em diagnose e para geracédo de perfis metabdlicos
para a deteccao/diagnose de distarbios metabdlicos tais como amino acido-
patias (por exemplo, tirosinemia tipo |).

Em um aspecto, a descrigdo fornece um método para extracéo.
O método inclui as etapas de: contato de uma amostra com uma solucéo de
extracé@o, a solugdo de extragdo compreendendo um monoalcool de cadeia
C1-3 linear ou ramificada e uma base forte, em que o contato da amostra
com uma solugao de exiragdo produz um extrato compreendendo: (i) succi-
nilacetona derivada, (i) um ou mais aminoécidos, (iii) carnitina livre, (iv) uma
ou mais acilcarnitinas, ou (iv) formas derivadas de qualquer de (ii), (iii), ou
(iv) da amostra, @ em que a concentragio de uma succinilacetona derivada
no extrato reflete a concentragdo de succinilacetona na amostra, e em que
as concentragdes de um ou mais aminoacidos, carnitina livre, uma ou mais
acilcarnitinas, ou formas derivadas dos mesmos no extrato reflete suas res-
pectivas concentracbes na amostra. O método pode também incluir a etapa
de pés-contato da amostra com a solugdo de extracéo, analisando a amostra
usando espectrometria de massa tandem. O contato pode derivar pelo me-
nos uma molécula de succinilacetona a &cido 3-(5-metil-1H-pirazol-3-
ilypropriénico (MPP). O monoalcool de cadeia C1-3 linear ou ramificada pode
ser metanol, etanol, propanol, ou isopropanol. Uma base forte pode ser hi-
drazina, uma hidrazina modificada (por exemplo, acil-hidrazinas, aril-
hidrazinas, alquil-hidrazinas, reagentes de Girard-P e Girard-T), ou hidroxi-
lamina.

Em algumas modalidades, uma amostra pode ser uma amostra
biolbgica tal como uma mancha de sangue seca. A amostra pode ser aquela
obtida de um ser humano recém-nascido. A amostra pode ser aquela obtida
de um individuo suspeito de, ou um risco de desenvolvimento, um distarbio
metabolico tal como tirosinemia tipo I.

Em algumas modalidades, uma solugéo de extragdo pode conter
agua, um acido orgénico, e/ou um ou mais padrées internos. Por exemplo,
uma solugéo de extragao pode conter entre cerca de 5% a cerca de 30% de
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agua ou entre cerca de 20% a cerca de 25% de agua. O acido organico po-
de ser acido oxalico, por exemplo, em uma concentragao de cerca de 5 mM.
Os padroes internos podem incluir pelo menos um isétopo de atomo pesado
tal como *H, "N, ou ®C. Um ou mais dos padrdes internos podem ser, ou
conter, succinilacetona, um aminoacido, carnitina livre, uma acilcarnitina, ou
forma derivada de quaisquer dos acima mencionados.

Em algumas modalidades, o método pode incluir as etapas de
pés-contato de uma amostra com uma solugdo de extragdo, evaporando
uma amostra resultando em uma primeira amostra evaporada. O método
pode além disso incluir as etapas de pos-evaporagéo de uma amostra, con-
tatando uma primeira amostra evaporada com uma solugao de alcool alquili-
co compreendendo um alcool alquilico e um acido. O método pode também
incluir as etapas de: pds-contato de uma amostra com uma solugdo de alco-
ol alquilico, evaporando uma solugédo resultando em uma segunda amostra
evaporada e/ou reconstituicdo de uma segunda amostra evaporada. Re-
constituicdo de uma segunda amostra evaporada pode incluir contato de
uma segunda amostra evaporada com um solvente. O alcoal alquilico pode
ser metanol, etanol, propanol, isopropanol, n-butanol, t-butanol, ou pentanal.
O acido pode ser acido cloridrico (HCI). O soivente pode incluir acetonitrila,
isopropanol, ou uma mistura de agua com isopropanol ou acetonitrila.

Em outro aspecto, a descrigdo fornece método para extragéo,
cujo método inclui as etapas de: contato de uma amostra com uma solugdo
de extragdo, uma solugao de extragdo compreendendo um monoalcool de
cadeia C1-3 linear ou ramificada e uma base forte, em que o contato da a-
mostra com uma solugao de extragdo produz um extrato compreendendo (i)
uma cetona biologicamente ativa derivada, (ii) um ou mais aminoacidos, (iii)
carnitina livre, (iv) uma ou mais acilcarnitinas, e/ou (v) formas derivadas de
qualquer de (ii), (iii), ou (iv) da amostra, e em que uma concentracido de uma
cetona biologicamente ativa derivada no extrato reflete uma concentragéao de
uma cetona biologicamente ativa na amostra, e em que as concentragées de
um ou mais aminodacidos, carnitina livre, uma ou mais acilcarnitinas, ou for-

mas derivadas dos mesmos no extrato refiete suas respectivas concentra-
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¢oes na amostra, O monoalcool de cadeia C1-3 linear ou ramificada pode
ser metanol, etanol, propanol, ou isopropanol. Uma cetona biologicamente
ativa pode ser, por exemplo, succinilacetona ou um esteroide. Esteroides
incluem, mas ndo sao limitados a, de-hidroepiandrosterona (DHEA) de tes-
tosterona, sulfato de de-hidroepiandrosterona, adrostenediona, 17-hidroxi-
progesterona (17-OHP), pregnenolona de 17-hidréxi, cortisol, 11-desoxicor-
tisol, corticosterona, aldosterona, estradiol, corticosterona de 18-OH, preg-
nenolona, progesterona, cortisona, terta-hidrocortisol, 11-desoxicorticoste-
rona, creatinina, 17-Cetoesteroides, colesterol, vitamina B, ou vitamina A. A
base forte pode ser quaisquer das bases fortes descritas aqui. A solugéo de
extragao pode também incluir agua.

Em outro aspecto, a descrigao apresenta um método para de-
tecg@o de succinilacetona. O método inclui as etapas de: contato de uma
amostra com uma solugao de extragdo compreendendo um monoalcool de
C1-3 linear ou ramificado e uma base forte; derivagéo de succinilacetona na
amostra; e avaliacdo da succinilacetona derivada na amostra derivada usan-
do espectrometria de massa tandem. A forma derivada de succinilacetona
pode ser succinilacetona para acido 3-(5-metil-1H-pirazol-3-il)propriénico
(MPP). A base forte pode ser qualquer descrita aqui.

Em outro aspecto, a descrigdo fornece um método para detec-
¢ao de succinilacetona, cujo método inclui as etapas de contato de uma a-
mostra com uma solugao de extracao compreendendo um monoalcool de
C1-3 linear ou ramificado e hidrazina; derivacdo de succinilacetona para aci-
do 3-(5-metil-1H-pirazol-3-il)propriénico (MPP) na amostra; e avaliagido de
MPP na amostra derivada usando espectrometria de massa tandem. O mé-
todo pode também incluir avaliacdo da amostra por um ou mais analitos adi-
cionais (por exemplo, quaisquer dos analitos adicionais descritos aqui) com
MPP na mesma injegcdo da amostra. O monoalcool de cadeia C1-3 linear ou
ramificada pode ser metanol, etanal, propanol, ou isopropanol.

Em outro aspecto, a descricdo fornece um método para detec-
¢éo de succinilacetona. O método pode incluir as etapas de: contato de uma
amostra com uma solugdo de extragao contendo um solvente organico sob
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condi¢Ges que néo fixam substancialmente proteinas; derivagéo de succini-
lacetona para acido 3-(5-metil-1H-pirazol-3-il)propriénico (MPP) na amostra;
e avaliagao de MPP e um analito adicional (ou derivado do mesmo) na a-
mostra derivada usando espectrometria de massa tandem. A solucéo de ex-
tragao pode conter cerca de 5% de agua. A solugéo de extracao pode conter
cerca de 85% de um monoélcoal de C1-3 linear ou ramificado tal como me-
tanol, etanol, propanocl, ou isopropanol. Succinilacetona pode ser derivada
com hidrazina ou hidrazina derivada.

Em algumas modalidades, o método pode incluir as etapas de
determinagéo se um individuo, de quem a amostra foi derivada, tem, ou esta
em risco de desenvolver, tirosinemia hereditaria tipo |, com base na detec-
¢é@o de succinilacetona na amostra. Depois determinacdo que um individuo
tem, ou esta em risco de desenvolver, tirosinemia hereditaria tipo |, o método
pode incluir administragdo ao individuo de um inibidor de 4-hidroxifenil-
piruvato dioxigenase.

Em ainda outro aspecto, a descrigdo apresenta um método para
detecgao de uma cetona biologicamente ativa. O método pode incluir as eta-
pas de: contato de uma amostra com uma solugdo de extragdo compreen-
dendo um Cy.3 monodlcool linear ou ramificado e uma base forte: derivacao
de uma cetona biologicamente ativa na amostra; e avaliagao de uma cetona
biologicamente ativa derivada na amostra derivada usando espectrometria
de massa tandem. A cetona biologicamente ativa pode ser succinilacetona
ou um esteroide tal como quaisquer dos esteroides descritos aqui. O mono-
alcool de cadeia C,.3 linear ou ramificada pode ser metanol, etanol, propanol,
ou isopropanol. A solugdo de extracac pode também incluir agua.

Em algumas modalidades de quaisquer dos métodos descritos
aqui, uma amostra pode ser uma amostra biolégica tal como uma amostra
de sangue seca (uma mancha de sangue seca), A amostra pode ser de um
ser humano recém-nascido. A amostra pode também incluir pelo menos um
isdtopo de atomo pesado que é incluido na amostra antes da analise espec-
troscépica de massa.

Em algumas modalidades de quaisquer dos métodos descritos
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aqui, a avaliagdo pode incluir andlise de succinilacetona derivada junto com
um ou mais analitos adicionais (por exemplo, analitos bioldgicos tais como
um ou mais aminodacidos, carnitina livre, ou acilcarnitinas) de uma injecéao de
amostra em um espectrémetro de massa tandem. Por exemplo, succinilace-
tona derivada pode ser analisada junto com um ou mais (por exemplo, dois,
trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, 10, 11, 12, 15, 18, 20, 22, 25, 28,
ou 30) analitos adicionais da mesma injegcdo de amostra (em um espectro-
metro de massa tandem).

Em algumas modalidades de quaisquer dos métodos descritos
aqui, a amostra € aquela que nao foi previamente extraida.

Em algumas modalidades de quaisquer dos métodos descritos

aqui, contato da amosfra com a solugao de extragéo resulta na extragao de

() succinilacetona derivada (SA) e (i) um ou mais aminodcidos, carnitina
livre, uma ou mais acilcarnitinas, ou formas derivadas dos mesmos de uma
amostra sem alteragéo das relacoes destes analitos presentes na amostra.
Por exemplo, um extrato obtido de uma amostra contendo SA, tirosina, e
carnitina livre em uma relagéo de aproximadamente 5:1:2 conteria succinila-
cetona derivada, tirosina (ou firosina derivada), e carnitina livre (ou carnitina
livre derivada) em uma reiagio de aproximadamente 5:1:2.

Em ainda outro aspecto, a descricao apresenta um kit para de-
teccao de succinilacetona. O kit pode incluir succinilacetona derivada com-
preendendo pelo menos um isétopo de atomo pesado; e instrugdes de como
detectar a succinilacetona derivada. O kit pode também incluir uma base
forte tal como hidrazina. A base forte pode ser fornecida em uma concentra-
¢ao de menos do que cerca de 0,1%. A hidrazina pode ser dicloridrato de
hidrazina. O kit pode também inciuir um ou mais padrées internos, cada pa-
drao interno contendo: (i) um aminoacido, carnitina livre, ou uma acilcarnitina
e (i) pelo menos um isétopo de atomo pesado. O kit pode também incluir
pelo menos uma mancha de sangue seca compreendendo uma quantidade
conhecida de uma ou mais de succinilacetona, um aminoéacido, carnitina li-
vre, ou uma acilcarnitina. A succinilacetona derivada pode ser acido 3-(5-
metil-1H-pirazol-3-il)propriénico (MPP).
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Em outro aspecto, a descrigdo fornece um kit para detecgdo de
uma cetona biologicamente ativa, O kif pode incluir uma cetona biologica-
mente ativa derivada de interesse contendo pelo menos um atomo de isoto-
po pesado e instrugdes de como detectar a cetona biologicamente ativa de-
rivada,

Muitos espectrémetros de massa possuem acuidades de massa
a alta resolug@o. Por exemplo, no caso de um ion separadamente carrega-
do, esta faixa corresponde a 0,6 m/z. Variagbes menores (por exemplo, vari-
acOes na calibragdo) em um espectrémetro de massa podem resultar em
sinais de m/z do ion que ndo coincidem com aqueles estabelecidos aqui,
mas o sinal de m/z correspondente aqueles descritos pode ser facilmente
identificado e usado, por exemplo, por contrabalango por compensacédo em
calibragéo.

Todas as publicagdes, pedidos de patente, patentes, e outras
referéncias mencionadas aqui sdo incorporados por meio de referéncia em
sua totalidade.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 & um diagrama esquemético representando a trilha de
catabolismo de tirosina.

A figura 2 € um diagrama esquematico representando uma rea-
¢ao necessaria para extrair e derivar succinilacetona de uma amostra biolé-
gica.

A figura 3 & um diagrama esquematico de um método de extra-
¢ao e derivagéo de succinilacetona antes da injecdo e detecgao/medicao
através de espectrometria de massa tandem.

A figura 4 € um diagrama esquematico de um método de extra-
¢cao e derivagao de succinilacetona, e extragao e esterificagado de analitos
adicionais antes da inje¢do e detecgao/medigdo através de espectrometria
de massa tandem.

A figura 5 &€ um espectro de massa tandem (Perda neutra de 46
varreduras) adquirido usando o método descrito na figura 3 de succinilaceto-

na derivada e outros aminoacidos nao-derivados. Aminoacidos sdo designa-
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dos por codigo de trés letras, por exemplo, alanina é "ala," e o sinal de rela-
¢ao de massa para carga (m/z) especifico para um ion filho de um aminoaci-
do individual & indicado por seta. "IS" refere-se a padrao interno. O eixo do X
representa o m/z e o eixo do Y representa a abundancia relativa (porcenta-
gem) de cada ion na amostra.

A figura 6 & um espectro de massa tandem (Perda neutra de 102
varreduras) de uma mancha de sangue extraida representando analitos e-
xemplares que podem ser detectados e/ou medidos junto com succinilaceto-
na quando uma amostra € processada de acordo com o método descrito na
figura 4.

A figura 7 € uma série de espectros (Perda neutra de 46 varre-
duras) adquiridos com o método descrito na figura 3. Os espectros represen-
tam a medigdo de niveis de succinilacetona e tirosina em manchas de san-
gue secas de recém-nascidos sadios e de um recém-hascido confirmado
como possuindo tirosinemia tipo |. O eixo do X representa o correspondente
m/z e as aituras dos picos representam a abundancia relativa dos analitos.

A figura 8 s@o um par de graficos de barra e uma tabela repre-
sentando a medi¢ao de niveis de succinilacetona e tirosina em manchas de
sangue secas obtidas de um recém-nascido confirmado como possuindo
tirosinemia tipo | em 25 horas e 15 dias, quando comparado a um recém-
nascido sadio ("true neg"). O eixo do Y do grafico de barra da figura 8A re-
presenta o nivel de succinilacetona em pM (esquerda). O eixo do Y do gréfi-
co de barra da figura 8B representa o nivel de tirosina em pM (direita).

A figura 9 & um grafico de linha representando a estabilidade
relativa de hidrato de hidrazina e dicloridrato de hidrazina. O eixa do X re-
presenta o numero de dias e o eixo do Y representa a quantidade (porcenta-
gem) de hidrato de hidrazina (diamantes) ou dicloridrato de hidrazina (qua-
drados) restantes em cada momento.

DESCRICAO DETALHADA

Succinilacetona pode ser detectada através de espectrometria

de massa por modificagdo de succinilacetona em uma amostra para uma
forma mais estavel. Sao descritos aqui métados e composigdes para realiza-
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¢ao de tais modificagbes e para tratamento concomitante de uma amostra de
uma maneira que permita a extracdo de succinilacetona e outros analitos
(por exemplo, aminodacidos, acilcarnitinas, e camitina livre) de uma amostra
em uma etapa unica de modo que as concentragdes de succinilacetona e os
outros analitos no extrato reflitam suas respectivas concentragées na amos-
tra. Também descritos séo métodos para deteccéo e/ou medigio de succini-
lacetona (succinilacetona derivada) & um ou mais analitos adicionais usando
espectrometria de massa. Os métodos descritos aqui podem ser usados,
entre outras coisas, para diagnose de um ou mais distlrbios metabalicos em
um individuo tal como amino acidopatias (por exemplo, Tirosinemia heredita-
ria tipo [) e distirbios de metabolismo orgénico e de acido graxo ou para ge-
ragao de perfis metabdlicos para tais diagnoses (veja abaixo).

Métodos para Extracdo de Succinilacetona e Analitos Adicionais de uma
Amostra

A descricdo apresenta métodos para extragdo de succinilaceto-
na junto com um ou mais analitos adicionais (por exemplo, aminoacidos, a-
cilcarnitinas, e carnitina livre) de uma amostra em uma etapa tnica de modo
que as concentragdes de succinilacetona e um ou mais analitos adicionais
(por exemplo, aminoécidos, carnitina livre, € acilearnitinas) no extrato reflita
suas respectivas concentragdes na amostra. Em seguida & extracio, a pre-
senca ou quantidade de succinilacetona pode ser determinada junto com um
ou mais analitos adicionais (por exemplo, carnitina livre, acilcarnitinas, e a-
minoacidos) usando espectrometria de massa (por exemplo, espectrometria
de massa tandem). Os métodos podem incluir contato de uma amostra com
uma solucao de exiracdo contendo um monoalcool de cadeia Cy.3 linear ou
ramificada (por exemplo, metanol, etanol, propanol, ou isopropanol) e uma
base forte tal como hidrazina, uma hidrazina modificada (por exemplo, acil-
hidrazinas, aril-hidrazinas, alquil-hidrazinas, reagentes de Girard-P e Girard-
T), ou hidroxilamina, A solugdo de extracdo pode também conter agua. O
contato da amostra com a solu¢do de extracéo resulta em modificagéo (deri-
vacao) de succinilacetona, se presente na amostra e a extragdo da succini-
lacetona modificada assim como um ou mais analitos adicionais (por exem-
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plo, carnitina livre, acilcarnitinas, e aminoéacidos).

A figura 2 representa uma reagéo exemplar para extragdo de
succinilacetona das amostras de mancha de sangue seca de acordo com os
metodos descritos aqui. Succinilacetona é uma dicetona muito reativa e des-
ta forma ela reage rapidamente com as cadeias laterais de certos aminoaci-
dos (por exemplo, aminoacidos livres ou constituintes de peptideos e protei-
nas) em fluidos biologicos tais como sangue total, Os conjugados de base de
Schiff formados pela reagéo entre succinilacetona e os residuos de aminoa-
cido sdo mais estaveis do que a succinilacetona livre e desta forma a maior
parte da, se ndo toda, succinilacetona presente no sangue esta na forma
ligada.

Para extrair (liberagao) succinilacetona junto com um ou mais
analitos adicionais de uma amostra (por exemplo, uma amostra bioldgica tal
como uma mancha de sangue) em uma etapa Unica, uma amostra pode ser
contatada com uma solugéo de extragao contendo um monoalcool de cadeia
C1-3 linear ou ramificada (por exemplo, metanol, etanol, propanal, ou iso-
propanol) @ uma base forte, Uma base forte pode ser hidrazina ou uma hi-
drazina modificada (por exemplo, acil-hidrazinas, aril-hidrazinas, alquil-
hidrazinas, reagentes de Girard-P e Girard-T) assim como hidroxilamina. O
monoalcool de cadeia C1-3 linear ou ramificada pode ser, por exemplo, em
uma concentragdo de cerca de 70% (por exemplo, cerca de 70%, cerca de
71%, cerca de 72%, cerca de 73%, cerca de 74%, cerca de 75%, cerca de
76%, cerca de 77%, cerca de 78%, cerca de 79%, cerca de 80%, cerca de
81%, cerca de 82%, cerca de 83%, cerca de 84%, cerca de 85%, cerca de
86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cerca de 90%, cerca de
91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94%, ou cerca de 95%) em vo-
lume na solugéo. A base forte (por exemplo, hidrazina, hidrazina modificada,
ou hidroxilamina) pode estar em uma concentragao de cerca de 600 uM (por
exemplo, cerca de 200 pM, cerca de 300 pM, cerca de 400 uM, cerca de
500 uM, cerca de 550 uM, cerca de 650 uM, cerca de 700 uM, cerca de
800 uM, cerca de 900 pM, cerca de 1.000 uM, cerca de 1.200 uM, cerca de
1.500 pM, ou cerca de 2.000 pM) na solugéo.
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A solugao de extragdo pode também conter agua. A agua pode
estar, por exemplo, em uma concentragdo de 6 a 30% (por exemplo, 7 a
28%, 8 a 26%, 10 a 26%, 14 a 25%, 18 a 24%) em volume em uma solugdo
de extrac&@o. A concentragédo de dgua pode ser de modo que uma solugdo de
extragao reconstitua algumas das proteinas e peptideos enquanto ao mes-
mo tempo dissolvendo outros analitos (por exemplo, acilcarnitinas, camitina
livre, e amino4cidos) presentes na amostra. A solugdo de extragao pode
também conter um &cido organico tal como acido oxalico em uma concen-
tragao de cerca de 3 mM (por exemplo, cerca de 1 mM, cerca de 2 mM, cer-
ca de 2,5 mM, cerca de 3,5 mM, cerca de 4 mM, cerca de 4,5 mM, ou cerca
de 5 mM).

Opcionalmente, com a ajuda do &cido organico (por exemplo,
acido oxalico), que age como um catalisador, hidrazina libera succinilacetona
dos residuos de aminoécido e forma um anel de pirazona estavel. A pirazo-
na formada pela reagéo entre succinilacetona e hidrazina é o composto cha-
mado &cido 3-(5-metil-1H-pirazol-3-il)propiénico (MPP). Este composto &
mais estavel do que as bases de Schiff que se formam pela reagdo de suc-
cinilacetona com residuos de aminoacido. Por esse motivo, uma vez que a
succinilacetona tenha reagido com hidrazina, este derivado de MPP pode
ser totalmente extraido junto com anaiitos adicionais (por exemplo, aminoa-
cidos, carnitina livre, e acilcarnitinas) em uma etapa tinica. O MPP extraido e
analitos adicionais pode em seguida ser medidos usando espectrometria de
massa tandem. Succinilacetona e outros analitos podem ser avaliados, por
exemplo, concomitantemente usando espectrometria de massa tandem. A
concentragao de MPP diretamente reflete a concentracéo de succinilacetona
na amostra.

A figura 3 representa um método exemplar para preparo de uma
amostra para analise espectrométrica de massa. Neste caso, uma amostra
de mancha de sangue seca obtida de um recém-nascido (ou pessoa de
qualquer idade) pade ser perfurada para gerar um pequeno disco que é de-
positado, por exemplo, em um pogo de uma placa de microtitulagio, A esta
amostra, uma solugéo de extragdo pode ser adicionada para extrair os anali-
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tos na amostra. A solugdo de extragdo pode compreender uma mistura de
um manoalcool de cadeia C1-3 linear ou ramificada & uma base forte (as
proporgoes destes dois componentes podem variar tal como descrito acima).
A fonte de hidrazina pode ser hidrato de hidrazina ou dicloridrato de hidrazi-
na, ou outras hidrazinas modificadas (por exemplo, acil-hidrazinas, aril-
hidrazinas, alquil-hidrazinas, reagentes de Girard-P e Girard-T) ou hidroxila-
mina. A solucdo pode também conter agua (veja acima) com uma pequena
porcentagem de um &cido organico (por exemplo, acido oxalico). Esta solu-
¢ao pode tamhém, opcionalmente, conter um ou mais padrées internos para,
por exemplo, aminoacidos, carnitina livre, acilcarnitinas e succinilacetona em
concentragdes conhecidas. A mistura de amostra pode em seguida ser incu-
bada durante um periodo predeterminado de tempo (por exemplo, cerca de
25 a cerca de 45 minutos (por exemplo, cerca de 30 a cerca de 45 minutos;
cerca de 30 a cerca de 60 minutos; cerca de 30 a cerca de 70 minutos: cerca
de 30 a cerca de 90 minutos; cerca de 30 a cerca de 120 minutos: cerca de
35 a cerca de 60 minutos; ou cerca de 40 a cerca de 60 minutos) para permi-
tir a extragio de aminoacidos, carnitina livre e acilcarnitinas assim como a
extragao de succinilacetona ligada e sua concomitante reagao com hidrazina
ocorrer. O extrato pode em seguida ser transferido a um pogo nao usado de
uma placa de microtitulagdo e as amostras em seguida analisadas através
de espectrometria de massa tandem, opcionalmente, com a ajuda de um
dispositivo de manuseio de liquido para injegdo de amostra. As regulagens
instrumentais no espectrometro de massa tandem s&o em seguida estabele-
cidas para detectar os respectivos metabdlitos de interesse (aminoacidos,
acilcamitinas, carnitina, e succinilacetona) assim como seus corresponden-
tes padrdes internos de um modo multiplo,

Pode ser vantajoso derivar nao apenas a succinilacetona modifi-
cada (por exemplo, MPP), mas analitos adicionais em uma amostra (por e-
xemplo, analitos adicionais tais como aminoacidos, acilcarnitinas, e carniti-
na). Muitos dos analitos descritos aqui, incluindo succinilacetona, sdo acidos
carboxilicos; por esse motivo, eles sdo acessiveis para derivagdo de amos-

tra através de esterificagdo. Um método exemplar para esterificagao de mul-



10

15

20

25

13

tiplos analitos em uma amostra, antes da analise através de espectrometria
de massa, € descrito na figura 4. Primeiro, um procedimento similar pode ser
desempenhado tal como acima, no entanto, processamento de amostra adi-
cional pode ser desempenhado. Por exemplo, em seguida a etapa de deri-
vagao com hidrazina, a amostra pode ser evaporada até a secura. A amostra
seca pode em seguida ser reconstituida em uma solugdo acidica de um &l-
cool alquilico. O élcool pode ser qualquer 4lcool alquilico tal como, mas nao
limitados a, metanol, etanol, propanol, n-butanol, terc-butanol, pentanol, ou
hexanol. Este aicool pode ser contatado com uma amostra em combinagéo
com um &cido concentrado forte (por exemplo, acido cloridrico ou acido sul-
frico). Tal solugéo de um aicool alquilico @ um acido pode ser, por exemplo,
butanol em HCl a 3N ou metanol em HCl a 1N. A amostra pode ser incubada
na solugao de alcool alquilico/acido durante cerca de 30 minutos (por exem-
plo, cerca de 20 minutos, cerca de 40 minutos, cerca de 45 minutos, cerca
de 50 minutos, cerca de 60 minutos, cerca de 70 minutos, cerca de 80 minu-
tos, cerca de 90 minutos, cerca de 100 minutos, ou cerca de 120 minutos)
em cerca de 39°C (por exemplo, cerca de 30°C, cerca de 35°C, cerca de
36°C, cerca de 37°C, cerca de 40°C, cerca de 42°C, cerca de 50°C, cerca de
55°C, cerca de 80°C, ou cerca de 70°C), Em seguida a esta incubagéo, uma
amostra pode ser evaporada até a secura e em seguida reconstituida em um
solvente (por exemplo, acetonitrila); ou acetonitrila e agua (por exemplo,
80% de acetonitrila e 20% de agua), isopropanol (por exemplo, 80% de iso-
propanol e 20% de agua) ou qualquer outro solvente que seja acessivel para
andlise de espectrometria de massa e que seja capaz de dissolugdo de
compostos organicos esterificados.

Analitos adicionais que podem ser detectados e/ou medidos com
succinilacetona derivada (modificada) incluem, por exemplo, aqueles listados
na Tabela 1.
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Tabela 1.

NOME DO ANALITO ABREVIAGAOQ
Cetonas

Succinilacetona ISA
Aminoacidos )
Alanina Ala
Arginina AT
Acido aspértico Asp
Asparagina Asn
Citrulina Cif
Cisteina Cys
Glicina Gly
Glutamina Gin
Acido glutamico Giu
Histidina His
Leucina (isoleucina, Alo-Isoleucina) Leu (lle, Allo-lle)
Lisina Lys
Metionina Met
Ornitina Om
Fenilalanina Phe
Prolina Pro
Serina Ser
Treonina Thr
Triptofano Trp
Tirosina Tyr
Valina Val
Carnitinas

Carnitina livre CO
Acetilcarnitina C2
Propionilcarnitina C3
Malonilcarnitina C3DC
Butirilcarnitina C4
3-Hidroxi-butirilcarnitina CA0H
Isovalerilcarnitina C5
Tiglilcarnitina C5:1
Glutarilcarnitina C5DC
3-Hidréxi-isovalerilcarnitina C50H
Hexanoilcernitina ' C6
Adipilearnitina C6DC
Octanoilcernitina C8
Qctenoilcarnitina C8:1
Decanoilcarnitina C10
Decenoilcarnitina C10:1
Decadienoilcarnitina C10:2
Dodecanoilcarnitina C12
Dodecenoilcarnitina C12:1
Tetradecanoilcarnitina (Miristoilcarnitina) C14
Tetradecenoilcarnitina C14:1
Tetradecadienoilcarnitina C14:2
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continuacao

Hidroxi-tetradecanoilcarnitina C140H
Hexadecanoilcarnitina (palmitoilcarnitina) C16
Hexadecenoilcarnitina C16:1
3-Hidréxi-hexadecanoilcarnitina C160H
3-Hidroxi-hexadecenoilcarniting C16:10H
Octadecanoilcarnitina (Estearoilcarnitina) C18
Octadecenoilcarnitina (Oleilcarnitina) C18:1
Octadecadienoilcarniting (Linoleilcarnitina) C18:2
3-Hidréxi-octadecanoilcarnitina ' C180H
3-Hidréxi-octadecenoilcarnitina C18:10H

Espectrometria de Massa

Espectrometria de massa tandem pode ser usada para detectar
e/ou medir succinilacetona e um ou mais analitos adicionais (por exemplo,
carnitina livre, acilcarnitinas, e aminoacidos) em uma amostra (por exemplo,
uma amostra biologica). Em espectrometria de massa tandem, dois analito-
res de massa séo ligados em série por meio de uma célula de colisdo. O
primeiro analitor de massa (MS-1) é usado para selecionar um ion de inte-
resse (por exemplo, um ion de uma relagao de massa para carga (m/z) par-
ticular). Os ions selecionados sdo em seguida transferidos para uma célula
de colisao onde eles sao fragmentados por colisdes com um gas inerie. Este
processo € chamado dissaciagdo colisionalmente ativada (CAD). Uma vez
que os ions de origem (algumas vezes referidos como precursor) foram frag-
mentados, o segundo analitor de massa (MS-2) é usado para ou varrer e
detectar a totalidade dos ions filhos produzidos ou para selecionar e detectar
ions de fragmentos particulares.

Tal como detalhado nos Exemplos acompanhantes, espectrome-
tria de massa tandem foi usada para ionizar as moléculas precursoras de
succinilacetona derivada (modificada) e diversos aminoéacidos, fragmentar os
jons, e detectar picos especificos que sao indicativos da presenga destas
moléculas na amostra. A detec¢do de espectrometria de massa tandem po-
de ser efetuada de varios mados. Em um tipo de espectrometria de massa
tandem (comumente desempenhado em triplo quadripolar espectrometros
de massa tandem), jons que se fragmentam para produzir ions filhos (frag-
mento) comuns podem ser detectados como uma classe por execucéo de
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uma “varredura de ion precursor" (também chamado varredura de jon de
origem), onde por selegcdo da massa apropriada para o ion de fragmento
comum em MS-2 todo ion que produz os ions de fragmento comuns sao de-
tectados. Este tipo de varredura pode ser usada para detectar as acilcarniti-
nas em uma amostra (ion precursor de m/z 85 varreduras). Em uma diferen-
te forma de espectrometria de massa tandem, ions que se fragmentam para
produzir uma perda neutra comum podem ser detectados como uma classe
por execugao de uma assim chamada varredura de perda neutra onde por
determinagé@o de uma compensacéo de massa apropriada igual & perda neu-
tra comum entre MS-1 e MS-2 todos os ions que fragmentam-se para produ-
zir a perda neutra especificada sdo detectados. Este tipo de varredura é de-
sempenhado para detectar aminoacidos e succinilacetona em uma amostra
(perda neutra de m/z 102 se os analitos na amostra extraida foram modifica-
dos para ésteres de butila ou perda neutra de m/z 46 se nenhuma outra mo-
dificacéo de analito tiver ocorrido). A figura 5 mostra que uma varredura de
perda neutra de m/z 46 foi de diversos aminoacidos e succinilacetona que
s&o detectados da mesma amostra. Um pico Unico correspondente & succini-
lacetona derivada é observado em m/z 155, junto com diversos picos Uinicos
correspondentes a aminoacidos. Desta forma, succinilacetona (succinilace-
tona derivada tal como descrito aqui) pode ser detectada e/ou medida junto
com um ou mais analitos adicionais em uma linica amostra em uma analise.
Em ainda outro tipo de espectrometria de massa tandem conhe-
cida como monitoramento de reagao muitipla (MRM), um ion de origem de
interesse é selecionado em MS-1, fragmentado na célula de colisdo e um fon
de fragmento especifico resultante da ativacdo colisional & selecionado em
MS-2 e finalmente detectado. MS-1 e MS-2 s&o fixados para respectivamen-
te selecionar os pares de ion de origem e de fragmento correspondentes de
interesse para uma quantidade predeterminada de tempo (alguns milisse-
gundos). Esta transigao de ion de origem-ion de produto especifico pode ser
considerada como um canal de detecgdo. Se analitos adicionais precisam
ser detectados, canais de detecgédo adicionais com transigbes de massa es-
pecifica podem ser introduzidos no experimento. Os dados de todas as tran-
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sicoes de massa (canais) selecionadas podem ser adquiridos sequencial-
mente para obter a informagao desejada. A detecgdo e quantificacdo de
succinilacetona (succinilacetona derivada em uma amostra preparada tal
como descrito aqui) em uma mistura pode ser obtida por meio do emprego
da fransigdo de massa especifica para cada um destes compostos como
segue: para succinilacetona derivada: MS-1 fixado para selecionar e transmi-
tir o ion de origem em m/z 155, MS-2 fixado para selecionar e transmitir o
ion de produto especifico em m/z 109 (canal 1 ou transigéo de MRM 1); e
para um aminoacido, tal como tirosina: MS-1 fixado para selecionar e trans-
mitir o ion de origem em m/z 182, MS-2 fixado para selecionar e transmitir o
jon de produto especifico em m/z 136 (canal 2 ou transigdo de MRM 2). Es-
tas duas transigbes de MRM podem ser medidas sequencialmente da mes-
ma amostra durante um periodo predeterminado de tempo para detectar a
presenga e/ou concentragao de uma mistura destes compostos em tal amos-
tra.

Padroes internos rotulados por isétopos estaveis para succinila-
cetona (succinilacetona derivada) podem ser adicionados a uma amostra,
pelos quais a quantificacdo de succinilacetona derivada, e desta forma suc-
cinilacetona propriamente dita, pode ser desempenhada. Tal rotulagcdo de
succinilacetona derivada com is6topos estaveis resulta em uma mudanca de
massa, enquanto retendo muitas propriedades fisico-quimicas similares en-
tre os compostos rotulados e nao rotulados.

Geralmente, um ou mais padrdes internos podem ser adiciona-
dos em concentragéo conhecida a uma amostra para pemitir quantificagéo
do analitc de interesse (por exemplo, succinilacetona). Por exemplo, para
uma amostra analisada usando espectrometria de massa tandem, a relagao
dos sinais produzidos por succinilacetona derivada (por exemplo, MPP) e
seu correspondente padréo interno pode ser usada para determinar as quan-
tidades deste composto na amostra. O padrao interno pode também ser adi-
cionado para distinguir moléculas de ocorréncia natural (endégenas). Tal
como acima, os padrdes internos podem ser preparados em uma solugéo de

extracéo antes da mistura de uma amostra (por exemplo, uma amostra de
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sangue) e a solug&o de extragao. Alternativamente, os padrées internos po-
dem ser adicionados a mistura em qualquer etapa na preparacao de amostra
que assegura estes padrdes internos ndo serem removidos da mistura du-
rante o processamento de amostra (por exemplo, depois de uma extragao
liquido-liquido ou uma extragao de fase sélida).

Padrées internos para um analito de interesse (ou outras molé-
culas, por exemplo, biemoléculas descritas aqui) detectado por um método
descrito aqui pode ser qualquer modificagéo ou analogo desta molécula ana-
lisada que & detectavel através de espectrometria de massa. Um padrao in-
terno € separadamente detectavel da molécula com base em caracteristicas

fisicas (Onicas, tais como uma massa Gnica ou relacao da massa para carga,

Um padrao interno comumente usado para espectrometria de massa & uma
forma isotopicamente rotulada estavel ou derivado quimico de um analito de
interesse (por exemplo, se o analito foi MPP, o padrdo interno pode ser um
MPP isotopicamente rotulado). Por exemplo, analogos rotulados por isétopo
estaveis podem ser usados para quantificar o correspondente analito de inte-
resse usando a técnica conhecida como espectrometria de massa de dilui-
¢ao de isdtopo onde o analito e padrées internos sado processados na mes-
ma amostra. Padrées internos podem ser determinados de modo que 1) a
rotulagado cause uma mudanga na massa de pelo menos 1 unidade de mas-
sa e 2) que nenhum dos rotulos de is6topo estaveis sejam localizados em
sitios labeis para prevenir permuta. Rétulos podem estar 2H (D), '°N, *°C ou
80 em qualquer combinacao. A localizagdo atual dos rotuios na molécula
pode variar com a condicao de que o pré-requisito 2 (acima) seja satisfeito.
Alem do mais, a posigdo dos rétulos e a mudanca potencial na massa dos
ions de fragmento podem também ser usadas para confirmar separagao do
padrao interno e analitos. Exemplos de padrdes internos potenciais Uteis nos
métodos descritos aqui incluem, mas ndo sio limitados a, um isotopicamen-
te rotulado: succinilacetona derivada (por exemplo, acido 3-(5-metil-1H-
pirazol-3-il)propiénico (MPP)), carnitina, acilcarnitina, ou aminoacido (por
exemplo, prolina, metionina, ou tirosina).

Diversos tipos de espectrometros de massa estjo disponiveis ou
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podem ser produzidos com vérias configuragées, a totalidade dos quais po-
dem ser uteis nos métodos descritos aqui. Em geral, um espectrémetro de
massa possui 0s seguintes componentes principais: uma entrada de amos-
tra, uma fonte de ion, uma célula de colisao, um analitor de massa, um de-

tector, um sistema de véacuo, e sistema de controle de instrumento, e um

sistema de dados. Diferenga na entrada de amostra, fonte de ion, e analitor

de massa geralmente define o tipo de instrumento e suas capacidades. Por

exemplo, uma entrada pode ser uma fonte de cromatografia liquida de colu-
na capilar ou pode ser uma sonda direta ou estagio tal como usado em de-
sabsorgao a laser assistida matriz. Fontes de fon comuns s&o, por exemplo,
eletrovaporizagao, incluindo nanovaporizagéo e microvaporizagio ou desab-
sorgdo a laser assistida matriz. Analitores de massa comuns incluem filtros
de massa quadripolares, analitores de massa de tempo de trajetéria (de pre-
feréncia um analitor de massa de tempo de trajetéria de aceleragao ortogo-
nal), filtros de massa de captura de fon, analitores de setor magnético, ou
analitores de massa de Ressonancia de Ciclofron de ion de Transformagao
de Fourier ("FTICR"). A célula de colisdo pode ser, por exemplo, um conjun-
to de bastao quadripolar, um conjunto de bast&o hexapolar, ou um conjunto
de bastao octopolar. A célula de colisao de preferéncia forma um recinto im-
permeavel substancialmente a gas além de uma abertura de entrada de ion
e saida de jon. Um gas de colisao tal como hélio, argénia, nitrogénio, ar ou
metano pode ser introduzido na célula de coliséo.

Os exemplos especificos descritos aqui foram desempenhados
usando espectrometros de massa tandem (veja, por exemplo, os Exemplos
acompanhantes).

Amostras

Amostras adequadas para os métodos descritos aqui incluem
qualquer fiuido biolagico, célula, tecido, ou fragdo deste, que inclui biomolé-
culas indicativas de um estado metabdlico (por exemplo, um distdrbic meta-
bélico caracterizado por niveis de succinilacetona aiterados tais como Tirosi-
nemia hereditaria tipo 1). Uma amostra pode ser, por exemplo, uma espéci-
me obtida de um individuo (por exemplo, um mamifero tal como um ser hu-
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mano) ou pode ser derivada de tal individuo. Por exemplo, uma amostra po-
de ser uma sec¢ao de tecido obtida por biopsia, ou células que sdo colocadas
em ou adaptadas a cultura de tecido. Amostras exemplares por esse motivo
incluem fibrablastos cultivados, células de fluido amnittico cultivadas, e a-
mostra de vilosidades coridnicas. Uma amostra pode também ser uma espe-
cime de fluido bioldgico tal como urina, sangue, plasma, soro, saliva, sémen,
esputo, fluido cerebro espinhal, lagrimas, muco, e outros mais. Uma amostra
pode ser também fracionada, se desejado, a uma fragdo contendo tipos de
célula particular. Por exemplo, uma amostra de sangue pode ser fracionada
em soro ou em fragdes contendo tipos particulares de células sanguineas
tais como células sanguineas vermelhas ou células sanguineas brancas
(leucocitos). Se desejado, uma amostra pode ser uma combinagio de amos-
tras de um individuo tal como uma combinagdo de um tecido e amostra de
fluido, e outros mais. Métodos para obtengéo de amostras que preservam a
atividade ou integridade das moléculas na amostra sdao bem-conhecidos &-
queles versados na técnica. Tais métodos incluem o uso de tampées elou
inibidores apropriados, incluinde inibidores de nuclease, protease e fosfata-
se, que preservam ou minimizam mudancas nas moléculas na amostra. Tais
inibidores inciuem, por exemplo, quelantes tais como acido tetra-acético de
etilenodiamina (EDTA), acido N,N,N1,Ni-tetra-acético de bis(P-aminoetil
eter) de etileno glicol (EGTA), inibidores de protease tais como fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF), aprotinina, leupeptina, antipaina e outros mais, e
inibidores de fosfatase tais como fosfato, fluoreto de sédio, vanadato e ou-
tros mais. Tampdes e condigdes apropriadas para isolamento de moléculas
s&o bem-conhecidos aqueles versados na técnica e podem ser variados de-
pendendo, por exemplo, do tipo de molécula na amostra a ser caracterizado
(veja, por exemplo, Ausubel e outros Current Protocols in Molecular Biology
(Supplement 47), John Wiley & Sons, New York (1999); Harlow e Lane, Anti-
bodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988);
Harlow e Lane, using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Press (1999); Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3% ed. Burtis e Ashwood,
eds. W.B. Saunders, Philadelphia, (1999)). Uma amostra também pode ser
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processada para eliminar ou minimizar a presenca de substancias interferen-
tes. Para uso nos métodos descritos aqui, uma amostra pode ser em uma
variedade de estados fisicos. Por exemplo, uma amostra pode ser um liqui-
do ou sdlido, pode ser dissolvida ou suspensa em um liquido, pode estar em
uma emulsdo ou gel, e pode ser absorvida sobre um material. Como um e-
xemplo nao-limitante, uma amostra pode ser uma amostra de sangue liqui-
da, amostra de soro liquida, amostra de célula sanguinea branca liquida,
sangue seco, soro, ou amostra de célula branca, ou uma tal amostra absor-
vida em um papel ou substrato polimero.

Aplicacoes Exemplares

Os métodos descritos aqui podem ser usados para obter um per-
fil molecular para uma amostra, por exemplo, uma amostra de um individuo
tal como um ser humano. O perfil pode incluir informagdo que indique se
succinilacetona, ou succinilacetona e outros analitos biolégicos tais como
aminoacidos, estédo presentes e tipicamente incluem informagao sobre a pre-
senca (qualitativa ou quantitativa) de succinilacetona (e um ou mais analitos
biologicos adicionais).

Em algumas aplicagdes destes métodos de espectrometria de
massa, perfis metaboélicos para um individuo (por exemplo, um ser humana)
podem ser obtidos. Por exemplo, os perfis podem incluir o nivel de succinila-
cetona em um individuo (por exemplo, um paciente humano). Outras biomo-
léculas podem também ser detectadas, quantificadas, e/ou avaliadas, inclu-
indo, por exemplo, um ou mais de um aminocacido, carnitina livre, ou uma
acilcarnitina, em uma amostra bioldgica usando espectrometria de massa
tandem. A informagéo resultante (perfil metabélico) pode ser usada para
avaliacao do estado de salde de um individuo (por exemplo, um paciente
humano), tal como presenca ou auséncia de um distirbio metabélico (por
exemplo, uma aminoacidopatia, um disturbio de acido graxo ou 4cido orga-
nico, ou um distarbio metabdlico associado com hiveis alterados de succini-
lacetona (por exemplo, Tirosinemia hereditaria tipo 1)), ou para avaliar risco
para tal distlrbio. Exemplos de amino acidopatias incluem, mas nao sao limi-

tados a, argininemia, aciddria argininossuccinica (deficiéncia de argininos-



10

15

20

25

30

succinato liase/deficiéncia de argininossucinase), citrulinamia (deficiéncia de
acido argininossuccinico sintetase/ deficiéncia de argininossuccinato sinteta-
se), homocistintria, deficiéncia de cistationa sintase, hipermetioninemia, hi-
perornitinemia, hiperamonemia, sindrome de hiperomocitrulintria, deficiéncia
de ornitina translocase, Doenga de Urina de Xarope de Acer de hiperproli-
nemia (cetoaciduria de cadeia ramificada), fenilcetontria de hiperglicinemia
nao cetdtica, academia de piroglutdmico/pipecdlico, tirosenemia (tipo 1), tiro-
senemia (tipo 1}, 5-oxoprolintiria, ou aciduria piroglutdmica. Exemplos de
distirbios de &cido graxo e 4cido organico incluem, por exemplo, deficiéncia
de 2-metilbutiril-CoA desidrogenase, deficiéncia de 2,4-Dienoil-CoA reduta-
se, deficiéncia de 3-hidroxi-3-metilgiutari-CoA liase (acidemia hidroximetil-
glutarico), deficiéncia de 3-metilcrotonil-CoA carboxilase (3-metilcrotonilglici-
namia), deficiéncia de camitina palmitoiltransferase (tipo 1), deficiéncia de
carnitina palmitoiltransferase (tipo Il), defeito de transportador de camitina,
defeito de carnitina/acilcarnitina translocase, academia etimalénica, acade-
mia glutarica (tipo I; deficiéncia de glutaril-CoA desidrogenase); academia
isovalérica de deficiéncia de isobutiril-CoA desidrogenase, deficiéncia de
acil-CoA desidrogenase de cadeia longa, deficiéncia de hidroxiacil-CoA de-
sidrogenase de cadeia longa, aciduria malénica, deficiéncia de acil-CoA de-
sidrogenase de cadeia média, academia metilmaldnica, deficiéncia de ace-
toacetil-CoA tiolase mitocondrial (deficiéncia de Beta-Cetotiolase), deficién-
cia de acil-CoA desidrogenase muiltipla (acidemia glutarica, tipo 11), deficién-
cia de Co-A carboxilase multipla (deficiéncia de Holocarboxilase sintetase),
academia propiénica, deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia curta,
deficiéncia de hidroxiacil-CoA desidrogenase de cadeia curta, deficiéncia de
proteina trifuncional, e deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia mui-
to longa. Distlrbios metabélicos adicionais sdo descritos em, por exemplo,
Chace e outros (2001) Clinical Chemistry 47:1166-82; Rashed e outros
(1997) Clinical Chemistry 43(7):11298-41; Schulze e outros (2003) Pediatrics
111(6):1399-1406; e Zytkovicz e outros (2001) Clinical Chemistry 47(11):
1945-55.

Tirosinemia fipo | (por exemplo, Tirosinemia hereditaria tipo 1),
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por exemplo, € causada pela falta de atividade de fumarilacetoacetase que
leva ao acumulo de fumarilacetoacetato (figura 1). Fumarilacetoacetato &
rapidamente convertido por outras enzimas a succinilacetona e desta forma
pacientes com tirosinemia tipo | acumulam succinilacetona em seu sangue.
Por esse motivo, a capacidade de detectar succinilacetona ou sozinha, ou
junto com outras biomoléculas (por exemplo, biomoléculas metabolicas),
pode ser Util para avaliagao do estado de satde de um individuo. Em conse-
quéncia, & possivel, ao mesmo tempo, detectar outros aminoéacidos tal como
tirosina e metionina, também e outras biomoléculas tal como carnitina livre e
acilcarnitinas, na amostra, por exemplo, por identificagdo de picos Unicos
para tais moléculas na analise de espectrometria de massa. A Tabela 1 in-
clui uma lista nao-exaustiva de analitos (por exemplo, biomoléculas) que po-
dem ser detectados/medidos com succinilacetona (a titulo de succinilacetona
derivada) usando os métodos descritos aqui.

Um perfil metabdlico obtido pelos métodos descritos agui pode
ser usado em diagnose ou previsdo de suscetibilidade a uma variedade de
disturbios metabdlicos porque os indicadores bioquimicos (por exemplo,
succinilacetona) examinados podem ser indicativos de tais distirbios, se ou
nao sintomas fisioldgicos ou comportamentais do distirbio tornam-se eviden-
tes (por exemplo, um suspeito de possuir um distirbio metabélico tal como
uma aminoacidopatia (por exemplo, firosinemia tipo 1). Um perfil metabdlica
tal como descrito aqui pode ser util para menitoramento do metabolismo de
um individuo (por exemplo, um mamifero tal como um ser humano), tal como
aquele passando por tratamento para um distlrbio metabdlico. Como um
exemplo nao-limitante, os métodos podem ser usados para determinagdo de
eficacia terapéutica de um tratamento particular (por exemplo, a capacidade
de um tratamento restaurar niveis de succinilacetona a niveis fisiologicos).
Com base nesta determinacao, ao individuo pode ser oferecido opgoes tera-
péuticas adicionais ou alternativas. O perfil metabolico pode também ser (til
para avaliagdo de complacéncia de paciente com uma modalidade de frata-
mento particular, tal como restrigdo alimentar (por exemplo, a eficacia de um

regime alimentar na restauracdo de niveis de succinilacetona a niveis fisio-
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logicos). Por esse motivo, a tecnologia descrita aqui & aplicavel a andlise,
diagnose, prognéstico, terapia de monitoramento e complacéncia, e qualquer
outra aplicagéo em que determinagdo da presenga ou quantidade de painéis
de duas ou mais biomoléculas, tais como succinilacetona e um ou mais de
um amino&cido, carnitina livre, ou uma acilcarnitina, & (til.

Um perfil metabolico gerado usando os métodos descritos aqui
pode ser obtido usando uma variedade de amostras biologicas. Amostras
adequadas incluem aquelas descritas acima.

Em um aspecto, um perfil metabdiico tal como descrito aqui po-
de ser usado para avaliar a presenca ou auséncia de um distiirbio metabdli-
co tal como uma aminoacidopatia (por exemplo, tirosinemia tipo I).

Individuos de todas as idades podem ser afetados por distirbios
metabdlicos diagnosticados usando um perfil metabélico descrito aqui. Por
esse motivo, uma amostra usada em um método descrito aqui pode ser obti-
da de um individuo (por exemplo, um ser humano) de qualquer idade, inclu-
indo um neonato, recém-nascido, bebé, crianca, e adulto, tal como uma fé-
mea gravida e individuo possuindo ou suspeito de possuir tirosinemia. Os
métodos podem também ser usados para individuos em risco de desenvol-
vimento de um distarbio metabdlico. Tais individuos incluem aqueles que
possuem (i) um histérico familiar de (uma predisposi¢do genética para) tais
distirbios ou (if) um ou mais fatores de risco para desenvolvimento de tais
disturbios, Os métodos podem também ser usados para diagnose pré-natal
se as mudancgas em succinilacetona ou pelo menos um nivel de analito adi-
cional (por exemplo, um ou mais de um aminoécido, carnitina livre, ou uma
acilcarnitina) sao evidentes em amostras maternas tais como fluido amniéti-
co, sangue materno ou plasma. Os métodos além disso podem ser usados
para monitorar niveis de succinilacetona em individuos possuindo condigées
de saude associadas com niveis de succinilacetona alterada, tais como indi-
viduos passando por transplante de figado.

Os meétodos descritos aqui envolvem detecgédo da presenca ou
quantidade de succinilacetona e um ou mais analitos bioldgicos adicionais

(por exemplo, aminoacidos, carnitina livre, ou acilcarnitinas, onde a presenca
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ou quantidade de cada biomolécula correlaciona-se & presenca ou auséncia
de um distdrbio metabélico. Os métodos descritos aqui podem ser usados
quantitativamente, se desejado, para permitir comparagao de resultados de
amostra de teste com uma quantidade padrao conhecida ou predeterminada
de analito(s) particular(es) (por exemplo, por uso de um padrao interno tal
como descrito acima). Os métodos podem também ser usados qualitativa-
mente quando uma amostra de teste & comparada com uma amostra de re-
feréncia, que pode ser ou uma referéncia normal ou referéncia de distdrbio
metabolico. Neste formato, a quantidade relativa de biomoléculas pode ser
indicativa de um distlrbic metabdlico. Uma amostra de referéncia, por e-
xemplo, pode ser de um individuo possuindo, ndo suspeito de possuir, ou
nao em risco de desenvolvimento de um distarbio tal como um disturbio me-
tabolico tal como uma aminoacidopatia (por exemplo, tirosinemia tipo I).

De um modo geral, um valor de corte para uma dada biomolécu-
la pode variar e seria conhecido na técnica para analitos e enzimas comu-
mente testados. Rotina, 6bvias adaptagées de métodos conhecidos na téc-
nica podem ser usadas para estabelecer valores de corte para analitos ndo
comumente testados. Um valor de corte € tipicamente uma quantidade de
biomolécula, ou relagdo com outra biomolécula, acima ou abaixo que & con-
siderada indicativo de um distirbio metabélico ou causa para reteste. Desta
forma, de acordo com a tecnologia descrita aqui um nivel de referéncia de
pelo menos uma biomolécula em um tipo de amostra particular € identificado
como um valor de corte, sobre o que ha uma significante correlagdo entre a
presenga de pelo menos uma biomolécula e presenga (ou auséncia) de um
disturbic metabdlico. E entendido que painéis de biomolécula podem ser
interpretados como um total, em partes ou em uma base analito por analito.

Aqueles versados na técnica reconhecerdao gue alguns valores
de corte que ndo sdo absolutos nestas correlagbes clinicas s@o ainda signifi-
cantes sobre uma faixa de valores em ou parte do corte; no entanto, € pos-
sivel selecionar um valor de corte ideal (por exemplo,escores de H variantes,
e outros mais) de biomolécula para um tipo de amostra particular. VValores de

corte determinados para uso nos métodos descritos aqui geralmente sao
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comparados com faixas publicadas mas podem ser individualizados & meto-
dologia usada e populagdo de paciente. E entendido que melhoramentos em
valores de corte ideais poderiam ser determinados dependendo da sofistica-
¢ao de meétodos estatisticos usados e do nimero e fonte de amostras usa-
das para determinar valores de nivel de referéncia para as diferentes biomo-

leculas e tipos de amostra. Por esse motivo, valores de corte estabelecidos

podem ser ajustados acima ou abaixo, com base em reavaliagdes periodicas

ou mudangas em metodologia ou distribuicio de populagao. Além disso, va-
lores de corte especificos por instrumento podem ser usados, se desejado,

por exemplo, tal como quando a comparabilidade de desempenho interins-

trumento é >10%.

O nivel de referéncia pode ser determinado por uma variedade
de metodos, com a condigdo de que o nivel de referéncia resultante preci-
samente fornega uma quantidade de cada biomolécula acima que existe em
um primeiro grupo de individuos (por exemplo, seres humanos) possuindo
uma diferente probabilidade de distirbio metabdlico do que aquela de um
segundo grupo de individuos possuindo quantidade de analito metabdlico ou
atividade de enzima abaixo do nivel de referéncia. O nivel de referéncia po-
de ser determinado por comparagéo de quantidade de biomolécula em, por
exemplo, populacdes de individuos (por exemplo, pacientes) possuindo o
mesmao distdrbio metabolico. Isto pode ser efetuado, por exemplo, por anali-
se de histograma, em que um coorte inteiro de pacientes & graficamente a-
presentado, em que um primeiro eixo representa a quantidade de biomolécu-
la e um segundo eixo representa o niimero de individuos no coorte cuja a-
maostra contém uma ou mais biomoléculas em uma dada quantidade. Dois
ou mais grupos separados de individuos podem ser determinados por identi-
ficacdo de populagées de subséries do coorte que possuem 0s Mesmos ou
niveis similares de biomoléculas. Determinacdo do nivel de referéncia pode
em seguida ser feita com base em uma quantidade que melhar distingue
estes grupos separados. O nivel de referéncia pode ser um nimero Gnico,
igualmente aplicavel a cada individuo, ou o nivel de referéncia pode variar,

de acordo com subpopulagées especificas de individuos, Por exemplo, indi-
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viduos mais velhos podem possuir um nivel diferente de referéncia do que
individuos mais jovens para o mesmo disturbio metabélico. Aiém disso, um
individuo com doenga mais avangada (por exemplo, uma forma mais avan-
¢ada de um distdrbio metabdlico) pode possuir um valor diferente de refe-
réncia do que um com uma forma mais suave da doenca.

Os métodos podem também ser usados para determinar a pre-
senca ou quantidade de outras cetonas biologicamente ativas, por exemplo,
esteroides. Por exemplo, os métodos descritos aqui podem ser usados para
detectar a presenca ou quantidade de um esteroide em uma amostra biolé-
gica obtida de um individuo (por exemplo, um paciente humano), os métodos
podem ser usados para diagnosticar, ou gerar perfis metabdlicos (teis para
a diagnose, de uma ou mais condigbes associadas com niveis alterados de
esteroides, por exemplo, deficiéncia de 21-OH, deficiéncia de 11b-OH, defi-
ciéncia de 21-OH por perda de sal, cancer adrenal, hiperplasia adrenal, hi-
popituitarismo, deficiéncia de aldosterona sintase, disturbio adrenalcortical,
menopausa, ou gravidez.

Métodos de Identificacdo de Compostos que Modulam Niveis de Succinila-

cetona

Tambem fornecidos aqui sdo métodos de identificagdo de com-
postos que modulam (por exemplo, diminuem) os niveis de succinilacetona
em uma celula. Os compostos podem modular succinilacetona e varias mo-
iéculas biolégicas adicionais tais como, mas né@o limitados a, carnitina livre,
acilcarnitinas, e aminoéacidos (por exemplo, prolina, metionina, ou tirosina).
Tal como discutido supra, uma vez que niveis desregulados (por exemplo,
elevados) de succinilacetona sao associados com risco aumentado de certos
distirbios (por exemplo, amino acidopatias), compostos assim identificados
poderiam ser Gteis em tratamente de amino acidopatias tal como tirosinemia
tipo I. Células que podem ser contatadas com o composto candidato podem
ser de qualquer espécie de modo que as células produzam succinilacetona
(ou sinteticamente ou naturalmente). As células podem ser células primarias
ou linhagens celulares e podem ser de qualquer tipo histolégico, por exem-
plo, sem limitagéo, células epiteliais, fibroblastos, células linfoides, macrofa-
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gos/monocitos, granuldcitos, ceratindcitos, células neuronais, ou células
musculares. As células podem ser cultivadas em placas de cultura de tecido.
Frequentemente & preferivel desenvolver as células em placas de ensaio de
multiplos pogos (por exemplo, placas de ensaio de 96 pogos ou 384 pogos)
de modo que compostos candidato mdltiplos pessam ser avaliados em um
tempo, O composto candidato (opcionalmente em varias concentragtes va-
riando, por exemplo, de 0,001 nM a 10 mM) pode ser adicionado a uma so-
lugdo (por exemplo, meio de cultura) contendo as células ou, onde o com-
posto € uma proteina, as células podem recombinantemente expressa-lo.
Em seguida a incubagao de células expressando succinilacetona, a presen-
¢a ou nivel de succinilacetona pode ser determinada usando uma prepara-
cdo de amostra (extragdo) e métodos de espectrometria de massa tandem
descritos aqui. Antes da detecgéo, as células podem ser lisadas sab condi-
¢Ges que permitem uma amostra ser preparada, o que é compativel com os
meétodos de extragao descritos aqui e com espectrometria de massa tandem.
Frequentemente um composto de controle pode ser adicionado a um grupo
de células como ou um controle positivo ou negativo.

Os compostos identificados em quaisquer dos métodos descritas
aqui incluem varias classes quimicas. Compostos podem ser biomoléculas
incluindo, mas nao limitados a, peptideos, polipeptideos, peptidomiméticos
(por exemplo, peptoides), aminoacidos, analogos de aminoacido, sacari-
deos, acido graxos, esteroides, purinas, pirimidinas, derivados ou analogos
estruturais destes, polinucleotideos, e analogos de polinuciectideo. Compos-
fos podem ser compostos de molécula tanto pequena ou grande.

ldentificagdo de compostos de teste por meio do uso de varias
bibliotecas descritas aqui permite subsequente modificagdo do composto de
teste "choque” ou "sonda" para otimizar a capacidade do "chogue" ou "son-
da" modular os niveis de succinilacetona em uma célula,

Os métodos descritos agqui podem ser maodificados para identifi-
car compostos que modulam os niveis de uma cetona biologicamente ativa,
por exemplo, um esteroide ou qualquer das cetonas biologicamente ativas
descritas aqui.
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Kits

Tambeém fornecidos aqui sao kits Gteis para preparo de amostras
para deteccao efou medigdo (usando espectrometria de massa tandem) de
succinilacetona junto com miuiltiplos outros analitos (por exemplo, aminoaci-
dos, carnitina livre, e acilcarnitina) em uma amostra, por exemplo, uma a-
mostra de sangue seca ou qualquer das amostras descritas aqui. Os kits
podem ser usados para extrair sucgcinilacetona junto com um ou mais anali-
tos adicionais (por exemplo, aminoacidos, acilcarnitinas, e carnitinas) de
uma amostra (por exemplo, uma mancha de sangue) em uma etapa lnica
de modo que as concentracdes de succinilacetona e analitos adicionais (por
exemplo, aminoacidos, carnitina, e acilcarnitinas) no extrato reflitam suas
respectivas concentragdes (ou relacdes) na amostra. Os kits podem ser u-
sados para preparar uma amostra para simultaneamente analisar succinila-
cetona, alanina, arginina, citrulina, glicina, leucina, metionina, ornitina, fenila-
lanina, prolina, tirosina, valina, e acilcarnitinas tais como CO, C2, C3,
C3DC/C40H, C4, C4DC/C50H, C5, C5:1. C5DC/C60H,C6, C6DC/CTOH,
C8, C8:1, C10, C10:1, C10:2, C12, C12:1, C14, C14:1, C14:2, C140H, C186,
C16:1, C160H, C16:10H, C18, C18:1, C18:2, C180H, C18:10H (veja Tabe-
la 1).

Os kits podem incluir um ou mais padrées internos e/ou contro-
les para uso em subsequente analise espectrométrica de massa. Por exem-
plo, os kits podem incluir succinilacetona (SA) como um controle e uma for-
ma derivada de SA (por exemplo, &cido 3,4,5,6,7-">Cs-(3-(5-metil-1H-pirazol-
3-il)propiénico (MPP)) rotulado (por exemplo, is6topos rotuladas) como um
padrao interno. A succinilacetona efou succinilacetona derivada pode cada
uma ser fornecida no kit em uma forma liquida ou seca (por exemplo, liofili-
zada). A sucinilactona efou succinilacetona derivada pode ser fornecida em
uma quantidade de cerca de 1 mmol (por exemplo, cerca de 1,5 mmol, cerca
de 2 mmols, cerca de 2,5 mmols, cerca de 3,0 mmols, cerca de 3,5 mmols,
cerca de 4,0 mmals, cerca de 4,5 mmols, ou cerca de 5 mmols). Os kits po-
dem incluir succinilacetona ou succinilacetona derivada (por exemplo, MPP)

em um recipiente contendo um ou mais controles ou padrdes internos adi-
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cionais. Por exemplo, o kit pode incluir um recipiente com um controle de
succinilacetona, um ou mais controles de aminoacido, & um ou mais contro-
les de carnitina (por exemplo, carnitina livre e acilcarnitinas). Os kifs podem
também incluir prolina como um controle e prolina rotulada (por exemplo,
rotulada por isétopo) estavel como um padrédo interno.

Os kits podem também incluir uma base forte tal como hidrazina,
por exemplo, dicloridrato de hidrazina ou qualquer das outras bases fortes
descritas aqui. A base pode ser fornecida em solugédo em uma concentracao
de menos do que cerca de 0,5% (por exemplo, menos de cerca de 0,05%,
menos do que cerca de 0,06%, menos do que cerca de 0,07%, menos do
que cerca de 0,08%, menos do que cerca de 0,09%, menos do que cerca de
0,1%, menos do que cerca de 0,15%, menos do que cerca de 0,2%, menos
do que cerca de 0,25%, menos do que cerca de 0,3%, menos do que cerca
de 0,35%, menos do que cerca de 0,4%, menos do que cerca de 0,45%, ou
menos do que cerca de 0,475%).

Uma ou mais solugdes contidas no kit pode ser armazenada em,
por exemplo, frascos de vidro silanizado. Um ou mais componentes do kit
pode ser armazenado em um recipiente que previna ou minimize perda de
material ou evaporagdo de um solvente. Por exemplo, o recipiente pode ser
selado com um septo.

Os kits podem incluir, por exemplo, manchas de sangue secas
(por exemplo, plasma, linfa) tteis comoe um controle. Por exemplo, a mancha
de sangue seca pode ser enriquecida com um ou mais analitos (por exem-
plo, um ou mais analitos em conceniragées conhecidas) tais como succinila-
cetona, um ou mais aminoacidos, carnitina livre, ou uma ou mais acilcarniti-
nas.

Os kits podem também, opcionalmente, incluir uma solugéo de
extragao tal como qualquer de uma solugéo de extragdes descritas aqui. A
solugao de extragdo pode conter um monoalcool de C1-3 iinear ou ramifica-
do e uma base forte. Os kits podem também incluir uma ou mais solugdes
de solvente contendo, por exemplo, acetonitrila ou isopropanol. As solugées
de solvente podem também conter dgua, por exemplo, uma solugdo de sol-
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vente contendo 80% de acetonitrila e 20% de agua.

Em algumas modalidades, o kit pode também incluir um ou mais
componentes para testar quanto a atividade de biotinidase em uma amostra
assim como para testar quanto a presenga de disturbios de armazenamento
lisossomico ou galactosemia em um individuo.

Tais kits podem ser usados em seguida na detecgdo de niveis
de succinilacetona, aminoacidos, carnitina livre, ou acilcamitina elevados ou
baixos em sangue de recém-nascido para a diagnose de um ou mais de di-
versos disturbios metabolicos. Por exemplo, niveis elevados de succinilace-
tona podem ser indicativos de tirosinemia tipo 1. Carnitina livre e acilcarniti-
nas sao marcadores para distirbios que sao geralmente classificados como
distdrbios de oxidagéo de acido graxo (FAQ) e distirbios de acidlria organi-
ca (OAD). Similarmente, aminoacidos sdo usados como marcadores para
diversos disturbios metabélicos coletivamente conhecidos como amino aci-
dopatias. Estes distdrbios sao erros congénitos de metabolismo (ou deficién-
cias metabdlicas genélicas).

Entende-se que madificacbes que nao afetam substancialmente
a atividade das varias modalidades desta invengao sdo também incluidas
dentro da defini¢do da invengéo fornecida aqui. Por conseguinte, o seguinte
exemplo pretende ilustrar, ndo limitar, a presente invengéo.

EXEMPLO
Exemplo 1

Manchas de sangue (sangue fotal) padrao de referéncia foram
preparadas usando sangue total obtido de um individuo. O sangue foi pro-
cessado por ajuste da concentragao de hemoglobina a 17 mg/dL e adigio ao
sangue de diversos aminoacidos, carnitina, acilcarnitinas e succinilacetona
em concentracGes conhecidas. O sangue processado foi dispensado em
cartoes de papel de filtro para formar manchas de sangue na matriz de papel
de filtro. Cada mancha de sangue foi gerada por aplicagéo de 75 pL de san-
gue processado. As manchas de sangue foram deixadas secar durante a
noite.

Um disco pequeno (0,317 cm )(1/8")) de uma mancha de sangue
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seca foi puncionado e depositado em um pogo de placa de microtitulagao. A
amostra foi extraida por aplicagdo de 100 L de uma solugéo de extracéo
que consistia em uma mistura de metanol e agua em uma relagao de volume
para volume relativa aproximada de 78% de metanol e 22% de agua. Além
disso, a solugédo de extragao continha um acido oxalico a 3 mM, & uma con-
centracao de 600 uM de dicloridrato de hidrazina. Padrdes internos (analo-
gos de is6topo pesado estavel dos analitos de interesse) para diversos ami-
noacidos, carnitina, acilcarnitinas e succinilacetona (MPP) estavam também
presentes em uma solugéo de extrac@o. Os padroes internos incluidos na
solugéao séo indicados em varredura de espectrometria de massa tandem
mostrada na figura 5.

A amostra extraida foi injetada em um espectrémetro de massa
tandem quadripolar triplo por eletrovaporizagédo com a ajuda de um dispositi-
vo de manuseio de liquido automatizado. Dados de massa espectral para os
aminoacidos e succinilacetona (MPP) foram adquiridos por meio de uma per-
da neutra de 46 varreduras (figura 5).

Exemplo 2.

Manchas de sangue contendo diversos aminoacidos, carnitina,
acilcarnitinas e succinilacetona em concentragbes conhecidas foram prepa-
radas como acima (exemplo 1). Um pequeno disco (0,317 cm )(1/8")) de
uma mancha de sangue seca foi puncionado e depositado em um pogo uma
placa de microtitulagdo. Uma amostra foi extraida na presenca de padrdes
internos tais como descrito acima.

Em seguida a extragao, a amostra foi evaporada até a secura. A
amostra seca foi em seguida reconstituida em HCI a 3N em n-butanol e in-
cubada em 39°C durante cerca de 30 minutos. Em seguida a esta incuba-
gao, a amostra foi novamente evaporada até a secura e em sequida recons-
tituida em uma solugao de acetonitrila e agua.

A amostra extraida foi injetada em um espectrémetro de massa
tandem quadripolar triplo por eletrovaporizagao com a ajuda de um dispositi-
vo de manuseio de liquido automatizado. Os dados foram adquiridos na per-
da neutra de 102 varreduras. A formagéao de ésteres de butila € evidente pe-
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lo aumento de 56 daltons (Da) (referéncia cruzada figura 5) na m/z dos ions
efetuada por esta esterificacéo (figura 6). Estes dados demonstram que em
seguida a derivagao de succinilacetona (tal como descrito aqui), a amostra
pode ser tambem processada (por exemplo, por esterificagdo), se preciso
for, para detectar outros constituintes de analito.

Exempilo 3.

Manchas de sangue secas foram preparadas como acima. As
manchas de sangue foram reforgadas com diferentes niveis dos analitos (a-
minoeacidos, Succinilacetona (SA), carnitina livre e acilcarnitinas) mostrados
na Tabela 2 e Tabela 3. As manchas de sangue foram extraidas tais como
descrito acima (exemplo 1; a definigdo para cada um dos analitos indicados
nas tabelas pode ser encontrada na Tabela 1.) A amostra extraida foi injeta-
da em um espectrometro de massa tandem quadripolar triplo por eletrovapo-
rizagdo com a ajuda de um dispositivo de manuseio de liquido automatizado.
Os dados espectrais de massa para o aminoacido e succinilacetona (MPP)
foram adquiridos por meio de uma perda neutra de m/z 46 varreduras e para
camitina e acilcarnitinas por meio de um ion precursor de m/z 85 varreduras.
A porcentagem de cada analito recuperado foi determinada por meio de
comparagao com um padrao interno para cada analito.

As varias recuperacées, em porcentagem, sdo apresentadas na
Tabela 2, os varios niveis de precisdo sédo apresentados na Tabela 3.

A imprecisao do ensaio foi determinada por analise das amos-
tras descritas na tabela trés. Cada ciclo de amostra consistia em pungées
em triplicata de cada amostra que foram processadas e medidas tal como
descrito no Exemplo 1. O estudo incluiu dois de tais ciclos por dia durante
um total de cinco dias. Com esta informag@o os seguintes componentes de
imprecisao foram determinados: dentro do cicle, entre o cicio - dentro do dia,
e entre o dia a partir do qual a imprecisao total foi determinada. Os resulta-
dos da anpalise de imprecisdo sao mostrados na Tabela 3.

Estes dados demonstram que os métodos descritos aqui podem
ser usados para simultaneamente extrair e quantificar MPP, aminoacidos,
carnitina e acilcarnitinas usando espectrometria de massa tandem.
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Exemplo 4.

A tirosina é atualmente usada como um marcador de diagnéstico
para analise de tirosinemia tipo |. Para mostrar que a detecc@o de succinila-
cetona, quando comparada a tirosina, resulta em um aumento em especifici-
dade para determinagdo de estado de tirosinemia tipo | em um individuo,
amostras de sangue de um paciente afetado (isto &, paciente positivo de ti-
rosinemia tipo ) foram comparadas as amostras normais conhecidas para as
concentragbes de tirosina e succinilacetona (MPP) correspondentes. Man-
chas de sangue secas de recém-nascidos sadios e de um recém-nascido
com um caso confirmado de tirosinemia tipo | foram obtidas em 25 horas e
14 dias de idade. As manchas de sangue foram extraidas e submetidas a
analise espectrométrica de massa tal como descrito acima (Exemplo 1). Em-
bora o paciente afetado exiba niveis de tirosina normais em 25 horas de ida-
de (a janela de analise de recém-nascido), ndo & até que o paciente seja 14
dias mais velho, que os niveis de tirosina s&o significantemente elevados
(espectros de figura 7 e figura 8; tabela e gréaficos de barra). Em contraste,
succinilacetona (MPP) mostira elevacao muito significante (30 a 40 desvios
padrao formam a média normal) mesmo tdo precoce quanto 25 horas apos o
nascimento. Desta forma, em 25 horas de idade, este paciente teria sido um
negativo falso se a tirosina fosse o tinico marcador usado. Visto que a de-
teccao precoce & crucial para a tirosinemia tipo |, a detec¢do de succinilace-
tona & muito vantajosa para o diagnostico desta condigéo.

Exemplo 6.

Muitos dos métodos descritos aqui usam uma base forte para
formar uma base de Schiff com succinilacetona, desse modo ela pode ser
exitraida e medida. A hidrazina pode ser obtida de diversas formas, por e-
xemplo, hidrato de hidrazina ou dicloridrato de hidrazina. Embora ambas
estas formas funcionem de modo similar nos métodos descritos aqui, para
testar qual das duas formas de hidrazina & a mais estavel, e desta forma
possuiria a vida de prateleira mais longa, a estabilidade relativa de cada for-
ma foi testada durante uma abrangéncia de tempo de cerca de 60 dias. So-
lucbes de cada forma de hidrazina (hidrato de hidrazina em 0,5% e diclori-
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drato de hidrazina em 0,1%) foram incubadas em 30°C e em varios momen-
tos (por exemplo, 1 a cerca de 60 dias), a quantidade de cada forma de hi-
drazina foi determinada por um ensaio fluorométrico padronizado. O hidrato
de hidrazina foi determinado ser instavel, enquanto que, dicloridrato de hi-
drazina foi determinado ser muito mais estavel e desta forma muito mais a-
dequado para um produto robusto (figura 9).
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REIVINDICACOES

1. Método para detectar uma cetona biologicamente ativa,
caracterizado pelo fato de que compreende:

contatar uma amostra com uma solucdo de extracdo
compreendendo metanol e uma base forte;

derivatizar uma cetona biologicamente ativa na amostra; e

avaliar a cetona biologicamente ativa derivatizada na amostra
derivatizada usando espectrometria de massa tandem,

em gue a cetona biologicamente ativa € succinilacetona ou um
esteroide.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que a base forte é hidrazina.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que a solucdo de extracdo compreende pelo menos 5% de
agua.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que a solucdo de extracdo compreende menos
de 85% de metanol.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagcfes 1 a

([N

4, caracterizado pelo fato de que a cetona biologicamente ativa
derivatizada com hidrazina ou hidrazina derivatizada.

6. Método de acordo com qualguer uma das reivindicacfes 1 a
5, caracterizado pelo fato de que a cetona biologicamente ativa é
succinilacetona, em que a etapa de avaliacdo inclui a andlise da
succinilacetona derivatizada, juntamente com um ou mais analitos adicionais
da injecdo da amostra em um espectrdmetro de massa tandem, e ainda em
gque 0s um ou mais analitos adicionais sdo selecionados de aminoacidos,
carnitina livre ou acilcarnitinas.

7. Método de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pelo
fato de que a succinilacetona derivatizada na amostra compreende
succinilacetona derivatizada para o acido 3-(5-metil-1H-pirazol-3-

il)proprionico (MPP).
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8. Método de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda avaliar a amostra para um ou mais analitos
adicionais, preferivelmente em que o um ou mais analitos adicionais sao
avaliados com MPP na mesma injecdo da amostra.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 6 a
8, caracterizado pelo fato de que compreende ainda determinar se um
individuo de quem a amostra foi derivada tem, ou estd em risco de
desenvolver, tirosinemia hereditaria tipo 1, com base na deteccdo de
succinilacetona na amostra.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacfes 6 a
9, caracterizado pelo fato de que a succinilacetona derivatizada compreende
pelo menos um isétopo de atomo pesado € incluida na amostra antes da
analise de espectrometria de massa;

11. Método para extracdo, caracterizado pelo fato de que
compreende:

contatar uma amostra com uma solucéo de extracdo, a solucao
de extracdo compreendendo metanol e uma base forte, em que o contato da
amostra com a solucéo de extracdo produz um extrato compreendendo

(1) succinilacetona derivatizada,

(i) um ou mais aminoacidos,

(iii) carnitina livre,

(iv) uma ou mais acilcarnitinas ou

(v) uma forma derivatizada de (i), (iii), ou (iv) da amostra, em
que a concentracdo da succinilacetona derivatizada no extrato reflete a
concentracéo de succinilacetona na amostra, e em que as concentracdes de
um ou mais aminoacidos, carnitina livre, uma ou mais acilcarnitinas, ou
formas derivatizadas dos mesmos no extrato refletem suas respectivas
concentracfes na amostra.

12. Método de acordo com a reivindicagcdo 11, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda apds contatar a amostra com a solucao
de extracdo, analisar a amostra usando espectrometria de massa tandem.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 11 ou 12,

Peticao 870190085522, de 30/08/2019, pag. 12/16



caracterizado pelo fato de que o contato derivatiza pelo menos uma
molécula de succinilacetona para o acido 3-(5-metil-1H-pirazol-3-
il)proprionico (MPP).
14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacfes 11
5 a 13, caracterizado pelo fato de que a amostra € uma amostra de sangue
seco.
15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 11
a 14, caracterizado pelo fato de que a solucdo de extracdo compreende
ainda um acido organico, preferivelmente em que o acido orgéanico € acido

10 oxalico.
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Nota: a regido de Sucinilacetona é ampliada 5X
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