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RESUMO

JULIO, A. R. Desenvolvimento e validacdo de métodos bioanaliticos para o
monitoramento dos produtos das vias metabdlicas do triptofano em linhagem celularde
glioma humano. 2015. 203f. (Tese de Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

O metabolismo do triptofano (Trp) se d& pela via das quinureninas (QUIN), pela via
serotoninérgica (SER) e pela via das aminas traco. A primeira gera QUIN e uma variedade de
outros metabdlitos secundérios. Quando conduzida pela enzima indolamina 2,3 dioxigenase
(IDO) contribui para os fenébmenos de tolerancia e imune escape de células tumorais; e quando
conduzida pela triptofano 2,3 dioxigenase (TDO) no figado, participa na sintese da niacina e
NAD. A via SER leva a formacédo do neurotransmissor serotonina (SER), que pode gerar o
horménio melatonina (MEL), respectivamente e outros metabdlitos biologicamente ativos. Outra
via menos estudada, a via das aminas traco, produz produtos neuroativos. Dada a abrangéncia
e importancia das rotas metabdlicas do Trp, nds desenvolvemos e validamos uma metodologia
bioanalitica robusta, seletiva e sensivel por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
acoplado espectrometria de massas (MS) para a determinagédo simultanea do Trp e seus 15
metabdlitos. Para tanto, escolhnemos para a avaliagcdo das trés vias, linhagens de glioma
humano. A escolha por este tipo celular deveu-se ao grande interesse de estudos de
metabolismo de Trp em células tumorais, no qual células de glioma tem sido modelo. Nos
ensaios com as células de glioma acompanhamos os efeitos de um indutor e inibidores da
primeira etapa de metabolizacdo do Trp pela via das quinureninas, ou seja, IFN-y (indutor da
IDO), 1-metiltriptofano (1-MT; inibidor competitivo da IDO) e 680C91 (inibidor seletivo da TDO).
Pudemos observar o impacto que a inducédo ou a inibicdo do primeiro passo teve sobre o0s
metabdlitos subsequentes e as diferencas no metabolismo das duas linhagens estudadas, A172
e T98G. A linhagem T98G s6 tem atividade de IDO, enquanto que a A172 tem tanto atividade
IDO quanto TDO. A inducéo por IFN-y mostrou que essa citocina nao sé atua na formacao da
via QUIN, mas possui um impacto modesto nas demais rotas. Observamos também que a
inibicdo do 1-MT mostrou seu impacto nos metabdlitos invdividualmente, do que a simples
relacdo Trp-QUIN. Contudo, nosso resultados nos permitiu mostrar pela primeira vez a
descricdo completa dessas vias, em especial nessas linhagens celulares, podendo supor
estratégias terapéuticas nessas rotas que estao relacionadas a progressao ou nao tumoral.

Palavras-chaves: triptofano, gliomas, HPLC, IDO, TDO



ABSTRACT

JULIO, A. R. Development and validation of bioanalytical methods for monitoring the
product of the metabolic pathways of tryptophan in human glioma cell line. 2015. 203f.
(Doctoral Thesis). Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2015.

The tryptophan metabolism (Trp) takes place by means of kynurenine (QUIN), by the serotonin
pathway (SER) and by the pathway of trace amines synthesis. The first generates QUIN and a
variety of other secondary metabolites. When driven by the enzyme indoleamine 2,3
dioxygenase (IDO) contributes to the phenomena of tolerance and immune escape of tumor
cells; and when conducted by tryptophan 2,3 -dioxygenase (TDO) in the liver, participates in the
niacin synthesis NAD. The SER pathway leads to the serotonin neurotransmitter (SER)
formation, which can generate the hormone melatonin (MEL), respectively and other biologically
active metabolites. Another less studied amines trace synthesis pathway produces neuroactive
products. Given the scope and importance of Trp metabolic pathways,we developed and
validated a robust, sensitive and selective bioanalytical method by high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled mass spectrometry (MS) for simultaneous determination of
TRP and its 16 metabolites. Therefore, we chose to evaluate the three routes, glioma cell lines.
The initial choice of this type of cell was due to the great interest in Trp metabolism studies in
tumor cells, which glioma cells has been a model. In assays with glioma cells, we followed the
effects of an inductor and inhibitors of the first stage of Trp metabolism, via the kynurenine
pathway, or IFN -y (IDO inducer) 1- methyltryptophane (1- MT; competitive IDO inhibitor) and
680C91 (selective TDO inhibitor). We could observe the first step induction or inhibition impact
had over the further metabolites and the metabolism differences between the two studied
strains, A172 and T98G. The T98G glioma cell has only IDO activity, while the A172 has both
IDO and TDO activity as well. The IFN-y indution showed that this cytokine not only acts in the
formation of QUIN route, but has a modest impact on the others routes. Inhibition of IDO showed
that the competitive inhibitor has activity in itself than a simple Trp-QUIN relationship. However,
our results allow us to show the first time the complete description of these pathways, in
particular, in these cell lines that can assume therapeutic strategies in these routes that are
related or not with tumor progression.

Keywords: tryprophan, gliomas, HPLC, IDO, TDO
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1. INTRODUCAO

1.1. METABOLISMO DO TRIPTOFANO

O aminoacido essencial triptofano (TRP) desempenha um papel importante para a
biossintese de proteinas, além de ser precursor de varios compostos biologicamente ativos,
tais como: L-quinurenina (QUIN), serotonina (SER), entre outros (1,2). O TRP é metabolizado
principalmente por duas vias bioquimicas: (i) via das quinureninas (via QUIN) e (ii) via

serotoninérgica (via SER) (3) e uma terceira menos estudada que é a via das asminas traco.

A via QUIN inicia-se pela acao da enzima triptofano-2,3-dioxigenase (TDO), localizada
predominantemente no figado, e mais recentemente encontrada em células de glioma humano
(4), como pela enzima indolamina-2,3-dioxigenase (5) (IDO1), que € expressa em varios tecidos
além de células do sistema imune (6,7) e pela IDO2, a qual ndo é tdo expressa como a IDO1,
mas também € expressa nas ceélulas dendriticas, onde o catabolismo do TRP leva a
imunotolerancia (22). A IDO e TDO sédo as enzimas que catalisam o primeiro passo do
catabolismo do TRP, como no caso da via QUIN, onde o TRP é oxidado a N-formil-quinurenina
(NFK), seguida de uma deformilacdo, gerando o metabdlito QUIN, que posteriormente gera
acido quinurénico (KA), via acdo da enzima quinurenina aminotransferase (KAT), sendo este
metabdlito um antagonista enddégeno do N-metil-D-aspartato (NMDA) (8), além disso, QUIN
pode ser substrato das enzimas: quinureninase, que gera acido antranilico (AA); quinurenina
monoxigenase, produzindo 3-hidroxi—quinurenina (3-HK); transaminase, onde o 3-hidroxi-
guinurenina gera acido xanturénico (XA); acido 3—-hidréxi—antranilico oxigenase que catalisa a
conversdo de &cido 3-hidréxi—antranilico (3-HAA) a acido quinolinico (QA), o qual esta
envolvido em diversas patologias, principalmente doengas neuroldgicas (9). O &cido quinolinico
por sua vez é catalisado por uma fosforibosil-transferase a acido nicotinico (NA) ou acido

nicotinico mononucleotideo (NAmM), que é posteriormente utilizado para a sintese de
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nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) (10) pela via conhecida como sintese "de novo", no
figado. Por fim, 3-HAA ainda € direcionado a producdo de acido picolinico (PA) por uma
descarboxilase e pode também ser substrato de uma descarboxilase que gera quinuramina

(QUIM), em uma reacédo que ocorre principalmente no figado (Figura 1).
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Figura 1 - Metabolismo de Trp pela via das quinureninas (via QUIN)

Em condi¢cdes normais, a concentragdo de QUIN é relacionada a concentracdo de TRP. A
reducédo da ingestdo de TRP gera diminuicdo das concentracdes de QUIN (3). O catabolismo
do TRP acontece em varias células em diferentes organismos, incluindo células apresentadoras
de antigenos como macrofagos, células dendriticas, fibroblastos e também em tecidos

humanos (4). Arelacao entre a concentracéo do primeiro produto formado pela enzima TDO ou
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IDO versus a concentracao de seu substrato € um indicador apropriado da degradacéao do TRP
e fornece uma medida importante para determinar algumas alteracdes celulares. Alias, a sua
deplecéo é considerada como um mecanismo de defesa induzida por IFN-y em células
imunocompetentes durante a resposta imune. Este fenOmeno age como um mecanismo
antimicrobiano ou antitumoral e limita o crescimento de patdgenos intracelulares ou células
malignas, como no caso de pacientes com tumores, onde tem sido afirmado que a degradacao

do TRP pode representar um mecanismo de imuno escape intrinseco das células tumorais (4).

Uma via alternativa a via QUIN € a via SER (Figura 2). Em condi¢des normais do organismo,
apenas 2% do TRP que é ingerido é direcionado a via SER onde somente 10 mg de SER é
sintetizada diariamente no nosso organismo (11). A serotonina pode ser metabolizada através
de desaminacao oxidativa (monoamina oxidase, MAO), conjuga¢do com os &cidos sulfénico e
glucurénico, N-acetilacao, 5-O- metilacéo e outras combinacgdes (11). Nesta via, ha a conversao
do TRP em serotonina (SER), onde 5-hidroxi-triptofano (5-OH-TRP) é o intermediario para essa
conversdo. 5-OH-TRP é posteriormente descarboxilado a 5-hidroxi-triptamina (serotonina,
SER) pela enzima descarboxilase de L-aminoacidos aromaticos que utiliza vitamina B6 como
cofator da reacdo (12). Tanto 5-OH-TRP como a SER podem sofrer acdo da IDO e serem
convertidos a 5-hidréxi-quinurenina (5-OH-QUIN) e 5-hidroxi-quinuramina  (5-OH-QUIM),
respectivamente. A SER quando metabolizada pela MAO, forma o metabdlito 5-hidréxi-indol-
acetaldeido, que € oxidado ao acido 5-hidréxi-indol-acético (5-HIAA), em reacao catalisada pela
aldeido desidrogenase que utiliza NAD como coenzima. Na sequéncia, o 5-HIAA pode ser
reduzido a 5-hidréxi-triptofol, em reducéo catalisada pela aldeido redutase que utiliza NADH
como coenzima (11). Consecutivamente, duas enzimas altamente especificas que catalisam
subsequentemente a N-acetilacdo e 5-O-metilacdo da SER estdo envolvidos na sintese de
melatonina (MEL), sintetizada, principalmente, na glandula pineal. Sua producdo se da numa

rota intermediada pela N-acetilserotonina envolvendo duas enzimas: N-acetiltransferase
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(AANAT) e o hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIOMT) (13). Devido a essas rea¢des, 0S grupos

hidroxila e amina da SER s&o bloqueados o que torna o metabdlito MEL altamente hidrofobico
(14).
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A MEL é um importante mediador das interagcdes neuroimune, atuando em receptores de
membrana, modulando a proliferacdo de linfocitos T, a geracdo de citocinas e fator de
crescimento. A MEL gera metabdlitos de abertura do anel inddlico, que, quando oxidada, gera
a N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK). Existem rotas ndo enzimaticas de formacao
de AFMK (87) e rotas enzimaticas catalisadas por peroxidases, como a mieloperoxidase (MPO),
gue esta presente em células do sistema imune. Em seguida, uma deformilacdo gera a N1-
acetil-5-metoxiquinuramina (AMK) (Figura 2) (15). A atividade biol6gica desses metabdlitos de
abertura do anel inddlico permanece desconhecida, porém é conhecida sua capacidade
antioxidante, a qual foi avaliada pela sua capacidade de doar elétrons e proteger

macromoléculas do estresse oxidativo (16).

Outros produtos resultantes do catabolismo endégeno do TRP sdo as triptaminas. Na
sintese da via das aminas traco, primeiramente o TRP sofre uma descarboxilacdo catalisada
pela enzima aminoacido aromatico descarboxilase, formando a triptamina (TRY). Em seguida,
a TRY é monometilada a partir da acdo da enzima indol-amina-N-metil-transferase (INMT), onde
0 grupamento metil é proveniente do S-adenosil-metionina (SAM), formando assim a N-
metiltriptamina (MMT). Novamente, um segundo grupamento metil € inserido na molécula
formando a DMT. Ainda, no catabolismo da TRY pode ocorrer a formacdo do acido-3-indol
acético (IAA), o qual produz espécies reativas de oxigénio (ROS) e varios radicais livres quando
oxidados por peroxidases (17). Por fim, o grupo colaborador deste trabalho demonstrou que a
DMT também pode ser degradado por peroxidases gerando um produto hidroxilado (DMT-OH)
e o0s produtos de abertura de anel inddlico, analogos da QUIN, N,N-dimetilformiquinurenina

(DMFK) e N,N-dimetilquinurenina (DMK) (Figura 3) (88).
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1.2. METABOLISMO DO TRIPTOFANO NO CANCER

As moléculas originadas no catabolismo do TRP participam da inflamacao e controle da
ativacao de células T, onde regulam sua ativacao, proliferacédo e apoptose (18). Nos processos
patoldgicos, ele participa das doencas autoimunes, Alzheimer, esclerose aminotréfica lateral,
Huntington, AIDS, deméncia, malaria, cancer, depresséao e esquizofrenia (19). Dessa forma, ha
um interesse continuo e crescente no estudo do catabolismo do triptofano e a repercussao
deste sobre inumeros processos fisioldgicos, tais como a tolerancia e imunomodulacdo e

patolégicos como o imuno escape e proliferagdo de tumores (20).

Como citado anteriormente, o TRP é oxidado pela clivagem do anel inddlico, iniciado tanto
pela TDO, IDO-1 ou também pela indolamina 2,3-dioxigenase 2 (IDO-2) (21, 22). ATDO reside

primariamente no figado e é induzido pelo TRP ou corticoides. No cérebro, a TDO regula a
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producdo de metabdlitos neuroativos, como KA e QA (19). Dois estudos recentes, apontam a
importancia de TDO em determinados tipos de canceres, principalmente em glioma, carcinoma
hepatocelular, melanoma e cancer da bexiga (4, 23). IDO-1, por outro lado, € a enzima extra
hepatica predominante e pode ser encontrada em diversas células, incluindo macréfagos,
microglia, neurdnios e astrocitos (24). Sua expressdo € induzida por citocinas e moléculas
inflamatérias, como lipopolissacarideos, peptideos amildides, mas o seu indutor mais potente
€ o IFN-y (21,25). Durante uma resposta imune, a liberacdo de IFN-y pela ativacdo de células T
e leucdcitos leva a uma degradacdo acelerada do TRP. A significancia desse fendmeno
biologico foi especulada inicialmente como um mecanismo de defesa que mata as células do
tumor, ou patégenos, impedindo-os de consumir TRP do meio (19). Além disso, algumas
guinureninas, como QA e 3-HAA, podem suprimir efetivamente a proliferacao de células T (26).
Recentemente, IDO-2, foi identificada como uma enzima que posSsui uma expressao e
regulacdo molecular diferente da IDO-1. Os genes que codificam IDO-1 e IDO-2 estdo
localizados proximos um ao outro e a IDO-2 possui estrutura e atividade enzimatica similar a
IDO-1. No entanto, a sua relevancia fisiolégica permanece incerta, pois sua atividade é muito

baixa e a presenca de polimorfismos pode gerar a enzima em sua forma inativa (18).

Como as dioxigenases sao o passo limitante para o catabolismo de TPR, a IDO tem sido
um foco do segmento farmacéutico para o desenvolvimento de novos medicamentos. O inibidor
da enzima IDO, 1-metil-triptofano (1-MT), vem sendo utilizado em estudos clinicos como

coadjuvante para quimioterapia (Figura 4).



25

Rank Status Study
1 Not yet €11 AMT Positron ission Tomography (PET) Imaging in Patients With Metastatic Invasive Breast Cancer
recruiting Condition: Breast Cancer

Interventions: Biological: Adenovirus-p53 transduced dendritic cell vaccing; Drug: 1-methyl-
D-tryptophan; Radiation: Carbon C 11 alpha-methyltryptophan

2 Recruiting 1-Methyl-D-Tryptophan in Treating Patients With Metastatic or Refractory Solid Tumers That Cannot Be
Removed By Surgery
Condition: Unspecified Adult Solid Tumor, Protocol Specific

Interventions: Drug: 1-methyl-d-tryptophan; Other: pharmacological study;
Other: high performance liguid chromatography. Other: laboratory biomarker analysis;
Genetic: polymorphism analysis; Genetic: DNA analysis

3 Recruiting 1-Methyl-D-Tryptophan and Docetaxel in Treating Patients With Metastatic Solid Tumors
Condition: Unspecified Adult Solid Tumor, Protocol Specific
Interventions: Drug: 1-methyl-d-tryptophan; Drug: docetaxel;
Other: diagnostic laboratory biomarker analysis. Other: pharmacological study

4 Recruiting Study of Ad.p53 DC Vaccine and 1-MTin Metastatic Invasive Breast Cancer
Condition: Breast Cancer

Interventions: Biological: Ad.p33 DC vaccine; Drug: 1-methyl-D-tryptophan (1-MT})

5 Terminated IDO Inhibiter Study for Relapsed or Refractory Solid Tumers
Conditions: Breast Cancer; Lung Cancer; Melanoma; Pancreatic Cancer, Solid Tumors
Intervention: Drug: 1-methyl-D-tryptophan

6 Recruiting Phase Il Study of Sipuleucel-T and Indeoximod for Patients With Refractory Metastatic Prostate Cancer
Condition: Metastatic Castration Resistant Prostate Cancer

Interventions: Biological® Indoximod; Biological: Sipuleucel-T. Other: Placebo

Figura 4 - Estudos Clinicos com 1-MT. Todos os estudos utilizam a forma 1-D-MT. Retirado de
http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=methyl+tryptophan em 20/Novembro/2015.

Para a TDO, a busca de inibidores apenas comecou com a descoberta de sua importancia
na biologia do cancer, que foi recente (2011). Estudos pré-clinicos, indicaram que a inibicdo de
TDO com uso de medicamentos orais nao resultaram toxicidade, especialmente no tecido
hepatico. Porém, a inibicdo de TDO com inibidores permeaveis a barreira hematoencefalica

podem conduzir a efeitos secundarios no sistema nervoso (18).

Conforme apresentado, a via das quinureninas tem sido envolvida em uma variedade de
doencas. Os metabdlitos 3-HAA, QUIN, KA e 3-HK suprimem a funcdo de células T e séo
capazes de induzir apoptose das mesmas. 3-HAA tem como funcédo gerar radicais livres, QA é
um agonista do receptor NMDA, KA é antagonista do NMDA e PA é um neuroprotetor. A via
SER, também tem sido apontada como forte atuante em processos tumorais e na resposta
imunologica. O aumento pronunciado na producdo de SER e seu metabdlito 5-HIAA séo

encontrados principalmente em tumores carcindides (27). Em sequéncia, pela via


http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=methyl%2Btryptophan
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serotoninérgica, estudos mostraram em pacientes com cancer de mama e de prostata, que as
concentragdes séricas de MEL sdo mais baixos quando comparados com individuos da mesma
idade sem tumores malignos. Ja em estudos em culturas celulares, foi investigado, que, a MEL

inibe diretamente o crescimento celular ou induz a apoptose (28,40).

Trabalhos do grupo demonstraram que AFMK e AMK mantém as atividades biol6gicas
reconhecidas para a MEL e SER sobre células do sistema imune, particularmente na inibicdo
da producao de citocinas e da proliferagcéo celular, muitas vezes em intensidades superiores a
propria MEL, sugerindo que a metabolizagdo da MEL a AFMK em sitios inflamatérios teria um

forte papel imunomodulatorio (29-31).

As funcdes até agora descritas para o DMT sdo poucas e estédo principalmente associadas
ao sistema nervoso (32, 33). O grupo colaborador vem enderecando estudos nesta direcéo

(88).

1.3. METABOLISMO DO TRIPTOFANO EM GLIOMAS

Os tumores cerebrais malignos constituem uma pequena porcentagem de todos os tumores
de adultos, uma taxa de 4-5 em 100 mil adultos por ano. A sua natureza maligna os torna a
guarta maior causa de morte (34). Os tumores da glia sdo originados a partir de células da
neuroglia transformadas. A neuroglia € formada por quatro tipos de células: astrocitos,

oligodendrdcitos, ependimacitos e microglia (34).

Segundo o sistema de classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os tumores
de cérebro séo classificados de acordo com suas caracteristicas histologicas, onde: (i) grau | é
denominado astrocitoma pilocitico; (ii) astrocitoma difuso (grau Il); astrocitoma anaplasico (grau
[Il) e glioblastoma multiforme (grau IV). O glioblastoma multiforme (GBM), que representa o

mais maligno dos tumores cerebrais primarios € heterogéneo e é caracterizado por taxas

elevadas de proliferacdo, hiperplasia, areas necroticas e formacgéo de vasos sanguineos (34).
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Apesar do tratamento agressivo (resseccao combinada com radioterapia e quimioterapia) o
tempo médio de sobrevida para os pacientes com GBM ainda € de 12 a 14 meses (34). A causa
dos gliomas ainda ndo € bem compreendida, porém, estudos indicam que o ambiente cerebral
€ suscetivel ao estresse oxidativo e peroxidacao lipidica, em razdo da grande quantidade de
acidos graxos oxidados, ao elevado consumo de oxigénio e ao pequeno numero de enzimas
antioxidantes. Portanto, abranger os fatores que estimulam o fenétipo agressivo destes tumores

€ de extrema importancia para a geracao de novos alvos terapéuticos.

O metabolismo de TRP no microambiente do glioma é mediado pela expressédo da IDO e
TDO nas células tumorais, infiltrados de mondcitos, microglia, células endoteliais e neurdnios.
Um estudo mostrou a capacidade dos gliomas de usar QA como precursor de NAD, enquanto
astrocitos ndo neoplasicos usam o NA (35). Ja na via SER, outro estudo mostrou que a
melatonina reduz o crescimento celular e inibe a progresséo celular da fase G1 para S no ciclo
celular (36). Os efeitos da MEL na migracdo e invasao celular nos gliomas ainda sdo pouco
elucidados. Em relagcéo a via de sintese da DMT, Tourino e colaboradores (89) observaram,
gue TRY e DMT modulam a atividade da IDO humana recombinante, como inibidores nao
competitivos no glioma Al172, entretanto ndo ha relatos na literatura de seus metabolitos

atuando nas células dos gliomas humanos.

Nove entre 10 biopsias de glioblastoma humano e linhagens celulares de tumores do
cérebro tem mostrado a expressao constitutiva da IDO-1. Sabe-se que a expressao e atividade
de IDO-1 em linhagens de células gliais e de glioma humano é aumentada por IFN-y (90).
Miyazaki e colaboradores mostraram que em varias linhagens de glioma humano a exposi¢cao
a IFN-y diminuiu significativamente as concentragdes de TRP no meio de cultura. Eles também
demonstraram que o inibidor da IDO (1-MT) previne a deplecdo de TRP (37). Opitz e
colaboradores mostraram que ndo s6 a IDO, mas também a TDO, sao frequentemente

expressas e ativadas em gliomas. Eles identificaram que QUIN é um ligante endégeno do
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receptor humano aril hidrocarboneto aromatico (AHR), e a partir da sua ligacao a esse receptor,
promove o aumento da motilidade, imuno escape, atividade clonogénica e sobrevivéncia
tumoral (4). Estes resultados sugerem que a via de sinalizacdo TDO-QUIN-AHR pode modular

a inflamacgao e imunidade e representar um novo alvo terapéutico na terapia do cancer.

Como a IDO tem sido o foco do desenvolvimento de novos medicamentos, principalmente
no cancer, com o objetivo de refor¢ar a imunidade antitumoral, a recente descoberta de TDO
como uma dioxigenase alternativa de moldar a imunobiologia do cancer, particularmente em
gliomas, provocou a busca por inibidores de TDO. Um dos inibidores conhecido € o 3-(2-
(piridil)etinil)indol (680C91). Outro composto, denominado LM10, apresentou atividade
imunoestimulante em modelos pré-clinicos em cancer, aumentando assim, a eficacia das

vacinas terapéuticas (38,39).

A interrelacdo entre as vias metabdlicas é de profunda importancia farmacologica e
fisioldgica, jA que atuando sobre uma via pode-se impactar sobre as outras (40). A diferente
resposta antitumoral de inibidores e a variabilidade das mutacfes nas linhagens celulares, faz
com que o0 estudo do metabolismo do TRP nessas células se torne uma ferramenta
indispensavel para o estudo de tumores. Dessa forma, se faz necessario o desenvolvimento de
uma metodologia bioanalitica sensivel, robusta e adequada para acompanhar a formacéo
desses produtos e buscar respostas no que se diz respeito a diagnoéstico e progndstico dessa

doenca.
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1.4. REVISAO BIBLIOGRAFICA DE METODOS BIOANALITICOS PARA A DETERMINAQAO
DO METABOLISMO DO TRIPTOFANO E SEUS METABOLITOS
Vérias metodologias para a deteccdo e quantificacdo do TRP e seus metabdlitos sédo
descritas na literatura, com o predominio principal da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) acoplada a diferentes tipos de detectores (2,3,5,8,41-51). Atualmente, com a
chegada do HPLC acoplado a ionizacéo por electrospray (ESI) e a detec¢éo por espectrometria
de massa em tandem (MS/MS), uma ferramenta seletiva, robusta e sensivel para rastrear a
andlise de varios compostos em diversas matrizes, novos papéis fisiolégicos e correlacdes
entre as diferentes vias metabdlicas podem ser relatados através da detec¢do simultanea dos

mesmos.

Com isso, a Tabela 1 apresenta um resumo dos trabalhos mais citados na literatura que

determinaram alguns dos metabdlitos do TRP.

Tabela 1 - Resumo dos principais métodos cromatogréaficos por HPLC para determinacao do

triptofano e seus metabdlitos em diferentes amostras.

Citacdes Método Extracdo/Amostra Deteccéo Metabdlitos Referéncias Ano

Coluna: LiChroCART
RP18
EM: Tampao fosfato (pH
6,4):Acetonitrila

Fluorescéncia
(FD) para TRP
(excitacdo 285 e
Precipitacédo de emissao 365 WIDNER, B.,

253 Tempo: 9. 4}0. min Proteinaem soro nm) e TRP e QUIN et. al. (52) 1997
Vol. Injecdo: Né&o .
especificado Ultravioleta (UV)
Vaz&o: 0,8 mL.min? para QUIN (360
Amostra: Soro nm)
Coluna: Vydac 201 TP-
RP (250 x 3.2 mm, 10
_pum) .
FM: Acido acético Precipitacédo de )
:Metanol Proteina em HPLC,: . SER, TRP, MEFFORD, I.,
148 ; . . . Eletroquimica 5-HIAA e 1980
Tempo: 20 min tecido pineal de (Ag/AgC)) MEL et. al. (53)
Vol. Injec@o: Nao rato 9Ag
especificado

Vazdo: 0,7 mL.min?
Amostra: Cérebro de rato
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Coluna: 100 x 4.7 mm
empacotado com
Partisphere 5 um C18 (gzif;;aaoT;%
Mg Z?Kﬁtfc())rfift?itlg (pH Precipitacéo de 254 e emissao TRP, QUIN,
g . Proteinaemsoro 420, 404 nm) e
Tempo: 40 min UV para QUIN
Vol. Injecdo: 100 pL 230p3 365
Vazdo: 1 mL.min? ( nm)
Amostra: Soro
Coluna: LiChroCART
RP18
FM: Acetato de sodio-
acido acético (pH4): ( eigtga.;zgg e
112 Acetonitrila Precipitacédo de emisgéo 366 TRP e QUIN LAICH et. al. 2002
Tempo: 7 min Proteina em soro nm) e UV para (55)
Vol. Injecdo: Nao P

Especificado QUIN (360 nm)
Vaz&o: 0,9 mL.min?

Amostra: soro
Coluna: Ultrasphere ODS
EM: Acetato de amonio

(pH 4,65): Acetonitrila Precinitacio de
Tempo: 7 min Proteiﬁa gm soro UV (365 nm) QUIN
Vol. Injecdo: 50 pL
Vazdo: 1,5 mL.min?
Amostra: soro
Coluna: Inertsil ODS-3
(250 x 3.0 mm, 5 um)
EM: 50 mmol.L fosfato
de potéssio x FD (excitagcao )
83 dihidrogenado (pH 3,3): Es)glriggi%gg)f:;e 285 nm e HILiI,D,SSER, KEMA, 1. P., 2001
Acetonitrila plasma emisséao 340 5-HTP et. al. (27)
Tempo: 20 min. nm)
Vol. Injecéo: 20 pL
Vaz&o: 0,6 mL.min?
Amostra: plasma
Coluna: Nucleosil ODS
(100 x 2.0 mm, 5 um)
EM:Metanol:0.1 % &cido
formico (viv) . =
Tempo: 21 min. %i?rg'tg’g?;grﬁr; ESI-LC-MS/MS IAA DngtBQNg;)' 2005
Vol. Injecdo: 20 pL
Vaz&o: 0,3 mL.mint
Amostra: extrato de
planta
Coluna: C18 Nova-pak
(100 x5 mm, 4 pm)
EM: Tampao fosfato (0.01
M; pH 7.2): Acetonitrila
Tempo: 30 min  Vol.
Injecdo: Nao
especificado
Vaz&o: 1 mL.min
Amostra: Queratindcito
Coluna: uBondapak (30
cm x 3.9)
EM: Tampéo fosfato
(0.001 M; pH 4): Metanol 3-HK, QUIN,
(75:25) N0 Consta UV (254nm)  NFK, TRP, YOQ:G’(SSQ'S e 1979
Tempo: 25 min IAA e TRY ’
Vol. Inje¢éo: 25 pL
Vazdo: 1,8 mL.min?
Amostra: ndo consta

114

HERVE, C., et.
3-HK e KA al. (54) 1996

112

HOLMES (56) 1988

71

Extracdo Liquido-
Liquido (LLE) em UV (275 nm)
queratindcitos

71

FISCHER, T.
AFMK W.etal (59 2006

57
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53

Coluna: Coluna Capilar
(150 x 0.5 mm, 3 um
C18)
EM: 2.1 %acido férmico Precipitagio de
(pH2): Acetonitrila 0.1 % Proteina em ESI-LC-MS/MS TRP,QUIN e  AMIRKHANI,
acido férmico. KA A., et. al. (60)
. : plasma
Tempo: 11 min Vol.
Injecdo: 7 pL Vazdo:
0,012 mL.min"?
Amostra: Plasma

2002

43

Coluna: Zorbax C8 (150
X 4.6 mm, 3.5 um)
EM: 650 mmol.L! 4cido
acético/100mmo.L* Precipita¢éo de %U:I(\l TKiP MIDTTUN. et
HFBA/90% Acetonitrila proteina em ESI-LC-MS/MS o L
; - AA, XA E 3- al. (61)
Tempo: 5 min Vol. plasma
= ~ HAA
Injecéo: 50 pL Vazéo:
1,3 mL.min"t Amostra:
plasma

2009

40

Coluna: Atlantis C18 (100
x 2.1 mm, 3 um)
FM: 0,2% &cido féormico:

Acetonitrla de JONG, W.

3-HK, TRP
Tempo: néo especificado SPE em plasma ESI-LC-MS/MS QUIN H. Azzéa)t al.
Vol. Injecdo: 50 pL

Vazdo: 0,3 mL.min?
Amostra; plasma

2009

38

Coluna: C8 Symmetry
(200 x 3.9 mm)
EM: 0,1% &cido férmico:
oetanol SPEemsaliva  ESI-LC-MS/MS MEL iliu;ss(gg
Vol. Injecéo: 100 pL
Vazdo: 0,8 mL.min?t
Amostra: saliva

2003

37

Coluna: Xterra C18
(1000 x 2.1 mm, 3.5 um)
FEM: 0.45 % &adico
féormico: Acetonitrila Sonicagdo em ESI/APPI/APCI- SER, IAAe CAOQ, J. et. al.
Tempo: 16 min plantas LC-MS/MS MEL (63)
Vol. Injecéo: 50 pL
Vazdo: 0,25 mL.mint
Amostra: planta

2006

36

Coluna: ODS (40 x4
mm, 7 um)

EM: Tampéo fosfato (0.1 5_S|_I|E|§AT|T: A

M, pH 2): Acetonitrila SPE plasma e FD e 3-HK éUIN, MORITA, 1.
Tempo: 40 min Vol. soro Eletroquimico YA },<A QA’ (64)
Injecdo: 100 pL Vazao: ’e AA

1,3 mL.min"t Amostra:

plasma e soro

1990

30

Coluna: Atlantis C18 (150
x 2.1 mm, 3 um)
EM: 5mmoles.L* formiato

de amoénio 0,01 % TFA: Precipita¢éo de
Metanol Proteina em ESI-LC-MS/MS 3HK, 3-HAA,  YAMADA, K.,
) . - TRPeQUIN T.,et.al. (42)
Tempo: 15 min. glioma
Vol. Injecéo: 10 pL
Vaz&o: 0,15 mL.min!
Amostra: alioma LN229

2008
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28

Coluna: Phenomenex
C18 (25 x 4.6 mm, 5
pm)"
EM: Acetonitrila:Agua
(25:75)
Tempo: 8 min.
Vol. Inje¢éo: 40 pL
Vaz&o: 1 mL.min?
Amostra: Liquido
Cefalorraquidiano

FD (excitagdo

AMK e

SILVA, S. O.,

26

Coluna: Brownlee O
Spheri-5 RP-18 (100 x
1.0 mm, 5 pum)

EM: 0,2 % &cido
férmico:Metanol
Tempo: 15 min
Vol. Injecdo: 10 uL
Vaz&o: 40 mL.min?
Amostra: urina

24

Coluna: Agilent Hypersil
ODS (125 x 4.0 mm, 5
pum)

EM: 15mmoles.L?
Tampé&o acetato (pH
4.0):Acetonitrila (95:5,
viv)
Tempo: 6 min
Vol. Injecdo: 20 pL
Vazdo: 0,8 mL.min?
Amostra: plasma

21

Coluna: ODS - CAPCLLE
PAK C18
EM: Agua:Metanol (95:5
v/v) 0.1 % &cido formico
Tempo: 40 min.

Vol. Injecéo: 50 pL
Vaz&o: 3 mL.min?t
Amostra: plasma de
roedor

16

Coluna: Primesep B (3.2
X'50 mm, 5 um)
EM: Metanol 0.1 % &cido
férmico e 2mmol.L?
formiato de amonio

Tempo: 6 min.
Vol. Injecédo: 10 pL

Vazdo: 0,8 mL.min?
Amostra: plagueta

10

Coluna: Onyx Monolithic
C18 (25 X 4.8 um)
EM: 10 mmol.L! acetato
de amobnio e 0.1 % acido
férmico (v/v): Metanol 2
mmol.L ! acetato de
amonio e 0.1 % acido
férmico (v/v)
Tempo: 8 min.

Vol. Injecdo: 40 pL
Vazdo: 0,7 mL.min?
Amostra: plasma

LLE em fluido 340 nme 2005
cerebroespinhal emissao 460 AFMK et. al. (31)
nm) e LC-MS
. FORSSTRO,
SPE em urina ESI-LC-MS/MS DMT T, et al. (65) 2001
Precipita¢éo de
UV (254nm)  TRP e QUIN ZHA;\:G’(,;;" e 2009
Fluorescéncia
SPE em plasma (excna(;ap 4531 QUIN MITSUHASHI, 2007
nm e emisséo S., et. al. (66)
533 nm)
Precipitacdo de MONAGHAN,
LC-ESI-MS/MS SER PJ., et. al. 2009
(67)
MILLER AG.,
SPE em plasma ESI-LC-MS/MS 5-HIAA et al. (43) 2010
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Coluna Zorbax Eclipse
C8 (4.6 x 150 mm, 5 ym)
FEM: Agua 0.1 % acido
formico (v/v):Acetonitrila
8 Tempo: 20 min. N&o consta ESI-LC-MS SER
Vol. Injecdo: 25 pL
Vazdo: 0,2 mL.min?
Amostra: lavado do
intestino

GREGERSEN,

K. et al (68) 2008

Coluna: Atlantis T3 (150
X 2.1 mm, 3 ym)
EM: 0.1 % &cido férmico
em agua (v/v): 0.1 %
acido formico em

7 Acetonitrila (v/v)
Tempo: 15 min Vol.
Injecdo: 10 pL Vazao:
0,4 mL.min* Amostra:
urina, soro e células
dendriticas

NA, QA,
Precipitacédo de SER, QUIN,
Proteina em soro, TRP, TRY, ZHU, W, et.
urina, e células ESI-LC-MS/MS XA, KA, 5- al. (69)
dendriticas HIAA, AA,
MEL e IAA

2011

Coluna: Zorbax Eclipse
Plus C18 (3.0 x 100 mm,
3.5 um)

EM: : 0.1 % &cido férmico
em agua (v/v): 0.1 %

0 acido formico em
Acetonitrila (v/v)
Tempo: 24 min
Vol. Injecdo: 30 uL
Vazdo: 300 mL.min?
Amostra: glandula pineal

DMT, IAA,
ESI-LC-MS/MS MEL, TRP e
5-HIAA

Sem extracdo em
glandula pineal

BARKER, S.

A, etal (70) 2013

Dentre os trabalhos citados anteriormente, hA métodos complexos, com etapas demoradas
entre o preparo da amostra e a corrida analitica, gasto elevado de solventes organicos (como
diclorometano na extracdo de MEL), utilizacdo de grande volume de amostra, nos quais apenas
0 TRP e alguns de seus metabdlitos presente nas vias catabodlicas sdo determinados (52-62).
Ha na literatura, um método para a andlise de alguns metabdlitos presentes nas trés rotas do
TRP que foram analisados em soro, urina e cultura de células dendriticas, porém este método
utiliza como padréo interno todos os padrdes isotopicamente marcados de cada metabdlito, o

que é muito oneroso para um método de rotina (69).

Dos métodos acima, 16 % utilizam tampéao fosfato na fase movel, 8 % formiato de amonio e
8 % acetato de amodnio. Na deteccédo 56 % utilizam ESI-LC-MS/MS, 22 % utilizam Fluorescéncia
e 22 % dos métodos utilizam deteccao espectrofotométrica (UV, PDA). No preparo de amostras,

56 % dos trabalhos utilizam precipitacdo de proteinas, 28 % extracdo em fase sélida e 8 %
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extracao liquido-liquido.

Assim sendo, até o momento, ha na literatura mais de 330 trabalhos com o intuito de detectar
e gquantificar os metabdlitos do triptofano (busca realizada via Pubmed e Web of Science, data:
27/10/2015). Mesmo com 0s avancos da tecnologia, principalmente na area analitica, muitos
métodos por HPLC acoplado a diferentes tipos de detectores foram publicados. Contudo, novos
métodos analiticos ainda sdo necessérios, principalmente no que se diz respeito a anélise
simultdnea de metabolitos do TRP pertencentes as rotas da via QUIN, SER, DMT e metabdlitos
de abertura de anel (AMK, AFMK, DMK, DMFK e DMT-OH), os quais ainda ndo possuem muitos

estudos presentes na literatura.

Para isso, nosso método trara a analise simultanea de 16 metabdlitos do triptofano das vias
QUIN, SER, DMT e respectivamente seus metabdlitos de abertura de anel inddlico, com as
seguintes vantagens: rapida analise, facil processo de concentracdo da amostra e baixo gasto

de material para uma analise de rotina.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento e validacdo de um método
bioanalitico para o monitoramento dos produtos das vias metabdlicas do triptofano em linhagem

celular de gliomas humanos.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

@ Desenvolver um método bioanalitico por HPLC para a determinacdo quantitativa dos
metabolitos do TRP presentes nas vias QUIN, SER e DMT, utlizando deteccdo por

espectrometria de massas;

@ Otimizar um método de extracao para a obtencédo dos metabdlitos presente nas vias das

QUIN, SER e DMT nos sobrenadantes celulares dos gliomas A172 e T98G;

@ Validacdo do método de acordo com o 6rgédo regulador (ANVISA, RDC n° 27, de 17 de

maio de 2012);

(v Avaliagdo do impacto do uso dos inibidores da IDO e TDO (1-DL-MT e 680C91,

respectivamente) e o uso do IFN-y, indutor classico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. SOLVENTES E REAGENTES

L-triptofano (pureza >98%), L-triptofano-d5 (indol-d5) (97%), &cido quinurénico (98%), &cido
nicotinico (>99,5%), &cido indolacético (98%), L-quinurenina sal sulfato, acido xanturénico
(96%), cloridrato de serotonina (>98%), triptamina (98%), 1-metil-DL-triptofano (1-MT, 97%),
cloridrato de L-triptofano metiléster (TME, 98%), melatonina (98%), acido quinolinico (99%),
guinuramina dihidrobrometo, acido hidréxi-indol-acético (>98%) foram adquiridos pela Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha). Acido hidroxi-indol-acético-d2 (HIAA-d2, 98,7%) foi doado
gentilmente pelo Dr. Valdemir Meleccho de Carvalho (Pesquisador do Grupo FLeury).
Melatonina-D7 (MEL-D7) foi obtida pela empresa Cambridge Isotopes (Massachussets, EUA).
AMK, AFMK and DMT foram sintetizados e purificados em nosso laboratério de acordo com
protocolos previamente descritos na literatura (31,89). Acido Antranilico foi gentilmente doado
pelo Prof. Dr. Jair Ribeiro Chagas (Departmento de Psicobiologia, Universidade Federal de Sao

Paulo).

A agua utilizada é ultra-pura obtida pelo sistema Milli-Q (Merck Millipore, Germany). Os
solventes para o preparo e extracdo das amostras e para as analises po ESI-LC-MS/MS foram
grau analitico e obtidos pela empresa Merck (Darmstadt, Germany). Os cartuchos Phree
Phospholipids Removal foram adquiridos pela Phenomenex (CA,USA). Os tubos Spin-X para
filtrar as amostras (Costar, 0.22 um) foram adquiridos pela Corning (NY, USA). O meio de cultura
RPMI 1640, soro fetal bovino e os antibioticos penicilina and estreptomicina foram obtidos pela

Gibco (Life Technologies, New York, USA).
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3.2. PREPARO DOS PADROES

Solugbes estoques individuais dos padrdes foram preparados numa concentracado de 10
mmol.L! e estocados a - 80 °C, com excecdo do AFMK e AMK que foram preparados a uma
concentracdo de 55 mmol.L't e 50 mmol.L?, respectivamente. TRY, DMT, IAA, AA, KA, QUIM,
MEL and NA foram preparados em Metanol; SER, AMK, AFMK, HIAA and QUIN foram
preparados em agua Mili-Q; Trp-D5 foi preparado em uma solugéo (1:1) contendo agua:metanol
e QA and XA foram preparados em uma solucéo de 0.1 M de hidroxido de sodio. Um mix dessas
solucdes estoques foi preparada contendo uma concentracéo final de 500 ymol.L* de todos os
analitos. Uma solucdo estoque dos padrdes internos (Pl) (MEL-D7, TME and HIAA-D5)
contendo uma concentracdo de 0,5 mmol.L™ foi preparada em metanol, gerando um mix com
concentracdes finais de 4,18 pymol.Lt, 50 ymol.Lt e 50 ymol.L%, respectivamente, os quais
foram estocados a - 80 °C. 10 pyL do mix do PI foi adicionado nas amostras, onde 0 mesmo
obteve uma concentracéo final de 81,7 nmol.L, 0,98 uymol.L"* and 0,98 pmol.L** de MEL-D7,
TME e HIAA-D5, respectivamente. MEL-D7 foi utilizado como PI dos metabdlitos MEL, AMK,
AFMK, DMT e IAA; TME foi utilizado como PI dos analitos AA, TRY, KA, Trp e XA e o HIAA-D5

foi utilizado como PI dos analitos NA, QUIM, QA, SER, HIAA E QUIN.
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3.3. INSTRUMENTACAO

O espectrometro de massas utilizado no desenvolvimento e validacdo da metodologia &
composta por uma bomba binaria LC 1250 Bin Pump VL, auto-injetora 1260 HiP ALS, (todos da
Agilent Technologies, Califérnia, Estados Unidos) e um espectrometro de massas 6460 - Triplo
Quadrupolo LC/MS (Agilent Technologies, Califérnia, Estado Unidos) equipado com uma fonte
ESI, que foi operada no modo positivo. As andlises foram realizadas a partir do software
MassHunter (Agilent Technologies, Califérnia, Estado Unidos) e os dados coletados a partir do
modo Multiple Reaction Monitoring (MRM). Uma coluna de faser reversa Luna C18(2) (150 mm
x 2 mm, 3 um) adquirida pela empresa Phenomenex (Torrance, CA, USA) foi utilizada para a
separacao cromatografica dos analitos. A coluna foi mantida a 35 °C durante as analises e apos
a otimizacao do estudo da fase movel, a cromatografia foi adquirida por um gradiente de eluicdo
composto por 10 mmol.L* de formiato de amdnio em agua com pH 2,1 ajustado com &cido
formico (A) e acetonitrila (B). O volume de injec&do aplicado foi de 5 yL com um fluxo de 0,2
mL.mint. Todo efluente da coluna foi encaminhado ao espectrdmetro de massas sem split. O
gradietne de elui¢cdo utilizado foi: (i) 0 — 15 min (100(A):0(B) — 5(A):95(B), v/v); (ii) 15 — 16 min
(5(A):95(B), v/v); (iii) 16 — 17 min ((5(A):95(B) — 100(A):0(B), v/v); (iv) 17 — 22 min(100(A):0(B),

v/v) para reequilibrar a coluna.

A condicéo do espectrometro de massas foi otimizada pela infusédo direta uma solugcado mix
de 10 umol.L* de cada analito com um fluxo de 0,2 mL.min%, para a obtencéo dos valores dos
fons precursor e dos ions produto de acordo com o software Optmizer (Agilent Technologies,
California, Estado Unidos), os quais estdo presentes na Tabela 2. Outros parametros do MS
foram: capilar a 3.500 V, temperatura do gas: 250 °C, vazdo do gas: 5 L.min™, nebulizador: 45

psi, temperatura do gas: 200 °C e voltagem da agulha: 500 V.



Tabela 2 - Parametros de otimizacdo dos analitos de interesse.

. TR o1 Q3 DT CAV

Analitos (min) (m/z) (m/z) (ms) DP (V) EC (V) V)
NA 381 1240 800 20 103 22 3
QA 410 1681 780 20 41 20 3
SER 566 1772 1600 20 50 10 3
QUIN 603 2090 940 20 54 10 3
QUIM 624 1652 1360 20 54 10 3
TRPSH 677 2102 1921 20 73 13 3
TRP 6.81 2052 1460 20 49 14 3
XA 699 2061 1600 20 89 18 3
TRY 718 1612 1440 20 45 10 3
KA 737 1900 890 20 84 46 3
DMT 753 1890 581 20 74 10 3
HIAA  7.82 1920 1460 20 59 14 3
AMK 868 2370 1360 20 74 18 3
AFMK 892 2650 1360 20 84 22 3
AA 9.16 1382 1200 20 36 15 3
MEL 9.86 2331 1740 20 79 14 3
IAA 1012 1760 1300 20 79 14 3

TR o1 Q3 DT CAV

P! min)  (mz)  (miz) (ms)y PV ECNV) Ty,
TME 779 2191 160,00 20 60 14 3
HIAA-D2  7.81 1942 148,00 20 o1 8 3
MEL-D7 979 2400 17810 20 70 14 3

TR, tempo de retencéo; DT, dwell time; DP, declustering potential; EC, energia de

colisdo; CAV, cell accelerator voltage; PI, padréo interno.

39
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3.4. OTIMIZAGCAO DO METODO POR ESI-LC-MS/MS

Para iniciar o desenvolvimento de um método analitico € necessério, primeiramente, estudar
0s compostos de interesse, neste caso as moléculas de estudo sdo: TRP, QUIN, KA, AA, XA,
QA, NA, QUIM, SER, 5-HIAA, MEL, AFMK, AMK, TRY, DMT e IAA. Dados obtidos através de
uma simples avaliagdo da estrutura molecular dos compostos podem ajudar na escolha da
técnica analitica. Neste trabalho, através de uma avaliacdo computacional do software ACDlabs
e do site chemicalize, foi avaliado informagfes das caracteristicas fisico-quimicas da substancia
de interesse, como logP, pKa, solubilidade, entre outros (73). A partir dessas informacdes,
conseguimos escolher a melhor técnica analitica para a determinagédo dos compostos que foi o
uso de um espectrobmetro de massas do tipo triplo quadrupolo, o qual é indicado para a
guantificacdo exata e confirmacdo de analitos em niveis traco em matrizes complexas,
apresentando alta seletividade e sensibilidade. Dessa forma, otimizamos oS parametros de
ionizacdo de cada analito através das analises realizadas em modo ion precursor (50-500 m/z)
e utilizacdo do software Optimizer, a fim de se obter o melhor fragmento para a anélise por
MRM, descrito anteriormente no item 3.3. — Instrumentacdo. Dentre as tentativas de
desenvolvimento do método analitico foram avaliadas as fases estacionéarias Sinergy POLAR-
RP, Zorbax SB-C18 e Luna C18(2) com diferentes combinacdes de fases moéveis, fluxos,
diferentes gradientes, diferentes volumes de injecdo e também temperatura das colunas que
pudesse abranger a analise de todos os metabdlitos do Trp com caracteristicas acidas, basicas,
neutras e anfoteras. A Tabela 3 apresenta as condi¢cdes cromatograficas final do método de
analise por LC-ESI-MS/MS para deteccao simultdnea dos metabdlitos em modo de ionizagéo

positivo.
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Tabela 3 - Condi¢Ges cromatograficas do método para determinacéo do Trp e seus

metabalitos.
Condicdes Cromatograficas
Fase Estacionaria Coluna Luna C18(2) (150 x 2.0 mm X
3 um)
A — 10 mmol.L! Formiato de Amonio,
Fase Moével pH 2,1, ajustado com &cido férmico
B — Acetonitrila
Diluente Agua:MeOH (acidificado com 0,1 %
de acido férmico)
Fluxo 0,2 ml.min-t
Temperatura 37 °C
Volume de injecéo 5uL
Gradiente Tempo (min) %A %B
0 100 0
15 5 95
16 5 95
17 100 0
22 100 0

3.5.EXTRACAO DAS AMOSTRAS

Diversos testes de extracao foram realizados afim de otimizar um método de extracéo para
a obtencdo dos metabolitos presente nas vias das QUIN, SER e aminas traco em gliomas
humanos. Como sabemos, os fosfolipideos enddégenos séo a primeira fonte de supresséo idnica
e resulta num maior efeito matriz nos métodos bioanaliticos por LC-MS. A supresséao ionica
causada pela presenca dos fosfolipideos pode ocasionar em resultados ndo reprodutiveis,

perda de sensibilidade do método e efeito matriz altissimo.

Para isso, utiizamos uma coluna denominada Phree da Phenomenex que impede o
gotejamento do solvente organico para a completa precipitacdo de proteina dentro da placa,
elimina os fosfolipideos que causam supressao ionica, permitindo remover proteinas que
possam danificar a coluna cromatografica e aumentando o tempo de vida da mesma e é

utilizada para o preparo de amostra de todos os tipos de compostos, dentre eles, acidos,
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basicos e neutros.

3.6. VALIDACAO DA METODOLOGIA

A validacao bioanalitica para os metabdlitos do TRP foi realizada seguindo a RDC 27/2012
da Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pois a mesma revogou a partir de 1 de
dezembro de 2012 a Seccdo de Métodos Bioanaliticos do anexo da Resolu¢cdo RE 899/2003.
O nosso trabalho se encaixa na Secao IX para métodos em que a matriz biolégica isenta do
analito ndo esta disponivel. Desssa forma, a validacdo realizada para esse tipo de matriz

compreende 0s seguintes testes: seletividade, preciséo, exatidao, efeito residual e efeito matriz.

3.6.1. SELETIVIDADE E EFEITO RESIDUAL

A seletividade é a capacidade do método em diferenciar e quantificar o analito e o padréo
interno na presenca de outros componentes da amostra. No caso do presente estudo, onde ha
presenca de alguns metabdlitos disponiveis na matriz, a seletividade foi avaliada através da
injecdo de um conjunto de dez amostras ndo enriquecido de seis meios RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute, Gibco, Invitrogen) diferentes. De acordo com a RDC 27 (43 Art.), a
seletividade pode ser testada pela comparacao das inclinacdes de 6 (seis) curvas de adicéo
padrdo na matriz bioldgica (contendo um nivel basal do analito) e da curva padrdo em solucéo
(91). O método € considerado seletivo se as inclinagbes das curvas nao forem
significativamente diferentes e deve ser definido previamente um modelo estatistico para
comparacdo das inclinagbes. Neste trabalho, o Triptofano-D5 foi utilizado em curvas de

calibracdo para corrigir o contetdo de Trp no meio de cultura.

O efeito residual, o qual € um efeito gerado pelo aumento do sinal do analito ou Pl causado

por contaminag&o proveniente de amostras analisadas anteriormente, pode ser avaliado em
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solucéo, onde deve ser realizada 3 (trés) injecbes da mesma amostra branco, sendo uma antes
e duas logo apoés a injecdo de uma ou mais amostras processadas do Limite Superior de

Quantificagéao (LSQ).

3.6.2. EARIDADE, LIMITE DE DETEC(;AO E LIMITE INFERIOR DE QUANTIFICAQAO

A linearidade/curva de calibracdo é a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado. De acordo com o Art. 43 da RDC 27, em matriz
nao isenta do analito de interesse a curva de calibracdo/linearidade pode ser avaliada em
solvente. Dessa forma, a linearidade do método analitico foi calculada por trés curvas de
calibragcdo padréo que foram calculados utilizando a raz&o entre as areas do pico do analito e
do padrao interno versus o valor nominal da concentracao de 15 pontos da curva de calibracao
(0.001, 0.002, 0.005, 0.01, 0.02, 0.05,0.1,0.2,0.5, 1, 2, 5, 10, 20 e 50 pymol.L -1). Afaixa linear
para cada analito foi avaliado de acordo com o limite inferior de quantificacédo (LIQ) e o limite
superiore de quantificacao (LSQ), definidos como a menor e 0 maior ponto com precisao entre
80-120 % e impreciséao inferior a 20% para LIQ e preciséo entre 85-115 % e impreciséo inferior
a 15% para os outros padrdes de calibracdo. O limite de deteccdo (LOD) € a menor
concentracdo de um analito que o procedimento bioanalitico consegue diferenciar
confiavelmente do ruido de fundo, neste estudo foi determinado pelo sinal — ruido (S/N) maior

gue 2 a 3 vezes ao ruido da linha de base.
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3.6.3. RECISAO E EXATIDAO
A precisdo é a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos por repetidas afericées
de multiplas aliquotas de uma Unica fonte de matriz, ja a exatidéo é avaliada pela concordancia
entre o resultado de um ensaio e um valor de referéncia. Ambos devem ser determinados em
uma mesma corrida (precisédo intracorrida) e em, no minimo, 3 (trés) corridas diferentes
(preciséao intercorridas). Em cada corrida devem ser realizadas no minimo 5 (cinco) replicatas
em, pelo menos, 3 (trés) concentracdes: CQB (controle de qualidade baixo), CQM (controlede
gualidade médio) e CQA (controle de qualidade alto). A precisdo deve ser expressa como desvio
padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacao (CV%) e a exatiddo € expressa pelo Erro
Padrdo Relativo (EPR), ndo se admitindo para os dois, valores superiores a 15% (quinze por
cento), exceto para o LIQ, para o qual se admite valores menores ou iguais a 20% (vinte por
cento). O calulo para a precisdo e exatidao sédo as seguintes:

(Precisao) CV = Desvio Padrdo X 100
Concentracdo média experimental

(Exatidao) EPR = (Concentracdo média experimental - Valor nominal) X100
Valor nominal

3.6.4. RECUPERAQAO E EFEITO MATRIZ

A recuperacdo de uma substantcia em um ensaio, refere-se a resposta do detector obtido
guando uma guantidade especifica do analito a ser analisado é adicionado e recuperado apartir
de uma matriz biolégica (no nosso caso, células tumorais), em comparacao com a resposta do
detector para a solugéo padréo. Ou seja, mede a eficiéncia de extracdo de um método analitico,
expressa como a porcentagem da quantidade conhecida de um analito, obtida da comparacao
dos resultados analiticos de amostras branco acrescidas de padrdo e submetidas ao processo
de extracdo, com os resultados analiticos de solu¢des padréo néo extraidas. Porcentagens de

recuperacgdo do analito e do padréo interno proximos a 100% séo desejaveis, porém, admite-



45
se valores menores, desde que a recuperacdo seja precisa e exata. O procedimento de
extracao foi avaliado pela area de cada analito dividido pelo seu padrao interno correspondente
e foi comparado entre as amostras sem 0s componentes da matriz (preparados apenas em
solvente) e com os componentes da matriz (adicionados dos padrdes de cada analito antes da
extracdo). Ja o efeito matriz, mede o efeito da resposta do analito ou Pl causado por
componentes da matriz bioldgica. No presente trabalho, ele foi avaliado da mesma maneira que
a recuperacado, porém com uma matriz ja processada, onde a mesma € adicionada dos padrbes
de cada analito depois do procedimento de extracdo. Para cada amostra analisada deve ser
obtido o fator de matriz normalizado pelo PI (FMN) e o0 CV% dos FMNs de todas as amostras

ndo devem ser superiores a 15 %, abaixo segue a férmula para o calculo dos FMNs:

FMN = Resposta do analito em matriz/Resposta do Pl em matriz
Resposta do analito em solugéo/Resposta do Pl em solucéo

O procedimento de extracdo da recuperacao foi avaliada pelas amostras controle de
gualidade (baixo, médio e alto) - baixo (2 nmol.L? para QUIM, TRY, DMT, MEL, AFMK; 20
nmol.Lt para NA, KA, SER, AMK; 50 nmol.L! para XA; 100 nmol.L! para IAA; 200 nmol.L*!
para AA, QUIN, QA, HIAA; 500 nmol.L* para TRP ), médio (10 nmol.L*1 para MEL, AFMK; 50
nmol.Lt para QUIM, TRY, DMT; 100 nmol.L! para KA, AMK; 200 nmol.L para SER, XA; 500
nmol.Lt para NA, IAA; 2 umol.L* para QA; 5 umol.L* para AA, QUIN, HIAA; 10 umol.L para
TRP) e alto (20 nmol.L! para MEL, AFMK; 100 nmol.L* para QUIM, TRY, DMT; 200 nmol.L™*
para KA, AMK; 500 nmol.L! para SER, XA; 1 umol.L! para NA, IAA; 5 umol.L* para QA; 10
umol.Lt para AA, QUIN, HIAA; 20 umol.L! para TRP). J& o efeito matriz, foi analisado em
amostras de matrizes biolégicas processadas, posteriormente adicionadas de analito e PI, em

solugdes, nas mesmas concentracdes das amostras de CQB e CQA.
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3.7. TERMINACAO DOS METABOLITOS DO Trp EM LINHAGENHS DE GLIOMA
HUMANO

3.7.1. CONDICOES DE CULTURAS CELULARES

As linhagens celulares A172 e T98G originadas de glioblastomas celulares (ATCC) com
propriedade aderente foram fornecidas pela Profa Dra. Ana Campa, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas- USP. As células das linhagens de glioma humano Al172 e T98G foram
cultivadas em estufa (5% de CO2). A partir do terceiro estagio de cultivo, 2,0x10° (A172) e
1,7x10° (T98G) células por poco foram utilizadas para os ensaios em triplicata com os estimulos
de IFN-y (50 ng.mL?), 1-DL-MT (1 mmoles.L!) e 680C91 (20 umoles.L?t), que foram
adicionados as culturas celulares, e ap6s o periodo de 24 h, o sobrenadante foi separado para
determinacao dos analitos de interesse. O meio de cultura utilizado foi o RPMI (Roswell Park

Memorial Institute, Gibco, Invitrogen) e foi suplementado com 10% de SFB.

3.7.2. REPARO DA AMOSTRA

Apés o periodo de incubacdo das células com os tratamentos citados no item 3.7.1. -
Condicdes de Culturas Celulares, 500 uL de meio de cultura foi separado e adicionado a um
microtubo ambar de 2 mL contendo 1,5 mL de Metanol 100 % gelado, seguidamente foi
adicionado 10 uL do mix do PI. Os tubos foram agitados por 1 min e acondicionados no freezer
a -20 °C por 1h. Apés esse periodo as amostras foram centrifugadas por 10 min a 14.000 g a 4
°C. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e filtrado na placa Phree Phospholipid Removal
utilizando um sistema a vacuo. As amostras foram entéo transferidas para um tubo de vidro e
foram secas em vazao de gas nitrogénio. Para reconstituir as amostras, 100 pL de uma solugéo
de MeOH:H20 (1:9) contendo 0.1 % de &cido férmico (v/v) foram adicionados a cada tubo de
vidro, que foram agitados em Vortex por 1 min, transferidos para um tubo filtro SpinX, 0.22 um
(Costar, Corning, USA), centrifugados por 3 min a 14.000 g e 5 pL foram injetados no

equipamento.
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3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados serdo expressos como média = dp de, no minimo, trés experimentos
independentes realizados em triplicata. Os resultados serdo submetidos a analise estatistica
para testes de variancia utilizando-se o teste ANOVA e o teste de Tukey para comparacoes
multiplas de médias. Valores de p iguais ou menores que 0,05 indicadores da concentracao de
significancia de pelo menos 5% entre as diferengas encontradas, serdo considerados
estatisticamente significativos. Outras abordagens estatisticas também serdo consideradas

caso haja necessidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

CAPITULO 1. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO BIOANALITICO

4.1. ANALISE DAS CARACTERISTICAS DOS COMPOSTOS

No inicio de um desenvolvimento de método, as informacdes disponiveis sobre a
composi¢ao quimica das amostras devem ser revistas. Se 0s compostos presentes na amostra
forem acidos ou basicos, sera necesséario adicionar um tampédo na fase moével, de modo a
controlar o pH e os valores de pKa para os analitos (72). O peso molecular dos analitos também

pode afetar a escolha das condi¢cdes de separacéo para as experiéncias iniciais.

Na Tabela 4, segue as principais caracteristicas fisico-quimicas dos 16 compostos

presentes no metabolismo do TRP.

Tabela 4 - Principais caracteristicas fisico-quimicas dos metabdlitos do TRP.

- LogP pKa2 pKa3 pKa4 pKa5 Solubilidade
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it NH,, 9:40 (1:1)
0]
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NH, O NH,
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oun B9t OH 999 119 326 896 16.07 Agua

16.07
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HN
16.19

Com as informacdes acima e com base na literatura foi possivel definir que o método de
deteccdo que seria desenvolvido por HPLC, no presente trabalho, foi a espectrometria de
massas em tandem, sendo que esta técnica auxilia na identificacdo dos metabdlitos do Trpem
concentracfes mais baixas. Uma das principais vantagens de se acoplar um HPLC a um
detector MS/MS do tipo triplo quadrupolo, € que o0 mesmo permite obter a fragmentacédo e
identificacdo dos compostos de interesse com alto grau de confianca, além de ser muito
utilizada para a quantificacdo de pequenas moléculas e ainda permite alta especificidade,
sensibilidade e precisdo dos resultados, o que ndo seria possivel apenas com base nas
caracteristicas de retencao/eluicdo dos compostos, fornecidas por outros detectores utilizados
em HPLC como DAD e fluorescéncia (74). A seguir esta descrito a otimizacdo do método, sua

validacéo e aplicacéo.

4.2. OTIMIZACAO DO METODO POR LC-MS

Através da avalicdo fisico-quimica das moléculas, otimizamos os parametros de ionizacao
de cada analito, afim de obter os melhores fragmentos dos ions precursores, obtendo os ions
produto de maior intensidade para posterior analise do triptofano e seus metabdlitos por MRM,
descrito anteriormente no item 3.3. — Instrumentacéo. Dessa forma, a avaliagao dos fragmentos
e possiveis perdas de grupos funcionais das moléculas de estudo estdo detalhadas e

apresentadas abaixo.
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O ion [M+H]* foi observado no espectro de massas do &acido nicotinico (124 m/z),
representado na Figura 5, nele observamos dois ions de maior intensidade 78 m/z e 80m/z, que

representa a perda de COz2.

x103 |+ Product lon (3,813 min) (124,00000 -> *) NA.d

5,51 78,00000 HD}_L_<:>
5
4,51 124,00000 g \_/

780 ‘—N
.
4+ NA
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1 52,90000

105,80000 J
0,54
] A i )
T — 7 T 7 T 7 — T T T T T 7 T T T 7 T T T T T T — T
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 5 - Espectro de fragmentacao do &cido nicotinico (Tr 3,813 min), [M+H]* 124 m/z, ESI-

QgQ em modo positivo de ionizagéo.

Para o acido quinolinico, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 168 m/z,

representado na Figura 6, nele observamos o ion 78 m/z, que representa a perda de dois COx.

x10 3 |+ Product lon (4,101 min) (168,10001 -> **) QA.d
B o, oH
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30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 6 - Espectro de fragmentacdo do &cido quinolinico (Tr 4,101 min), [M+H]* 168 m/z, ESI-

QgQ em modo positivo de ionizagao.
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Para a serotonina, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 177 m/z,
representado na Figura 7, nele observamos o ion de maior intensidade 160 m/z, que representa

a perda de NHs.

x10 3 |+ Product lon (5,664 min) (177,20000 -> **) SER.d
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Figura 7 - Espectro de fragmentacao da serotonina (Tr 5,664 min), [M+H] 177 m/z, ESI-QqQ

em modo positivo de ionizacao.

Para a quinurenina, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 209 m/z,
representado na Figura 8, nele observamos os ions de maior intensidade 94 m/z e 192 m/z,

gue representam respectivamente a perda de NHs e todo o conjunto da cadeia lateral.

x10 3 |+ Product lon (6,031 min) (209,00000 -> **) KYN.d
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0,84

0,6
0,44

0,2

73,90000 L 173,60000
" | Py | J M
7 7 7 7 7 7 7 7 T 7 7 T 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 T 7 7 T 7 7 7 T T T
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 8 - Espectro de fragmentacdo da quinurenina (Tr 6,031 min), [M+H] * 209 m/z,ESI-

QgQ em modo positivo de ionizagao.
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Para a quinuramina, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 165 m/z,

representado na Figura 9, nele observamos os ions de maior intensidade 148 m/z e 136 m/z,

gue representam respectivamente a perda de dois NHs.
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 9 - Espectro de fragmentacao da quinuramina (Tr 6,245 min), [M+H] * 165 m/z,ESI-

QgQ em modo positivo de ionizagéo.

representado na Figura 10, nele observamos o ion de maior intensidade 192 m/z,

Para o triptofano-D5, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 210 m/z,

representa a perda de NHs.
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Figura 10 -. Espectro de fragmentacé&o do triptofano-D5 (Tr 6,770 min), [M+H] * 210 m/z,ESI-

QgQ em modo positivo de ionizagao.
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Para o acido xanturénico, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 206 m/z,
representado na Figura 11, nele observamos o ion de maior intensidade 160 m/z, que

representa a perda de COz2.

x103 |+ Product lon (6,997 min) (206,20000 -> **) XA.d
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Figura 11 - Espectro de fragmentacao do &cido xanturénico (Tr 6,997 min), [M+H] * 206

m/z,ESI-QgQ em modo positivo de ionizagao.

Para a triptamina, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 161 m/z,
representado na Figura 12, nele observamos o ion de maior intensidade 144 m/z, que

representa a perda de NHs.
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Figura 12 - Espectro de fragmentacao da triptamina (Tr 7,186 min), [M+H] * 161 m/z,ESI-

QqQ em modo positivo de ionizacéo.
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Para o acido quinurénico, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 190 m/z,

representado na Figura 13, nele observamos o ion de maior intensidade 144 m/z, que

representa a perda de CO2e CsHsO.
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Figura 13 - Espectro de fragmentacao do &cido quinurénico (Tr 7,371 min), [M+H] * 190

m/z,ESI-QgqQ em modo positivo de ionizagao.

Para a dimetiltriptamina, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 189 m/z,

representado na Figura 14, nele observamos o ion de maior intensidade 58 m/z, que representa

a perda de CsHoN*.
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Figura 14 - Espectro de fragmentacao da dimetiltriptamina (Tr 7,532 min), [M+H] * 189 m/z,

ESI-QqQ em modo positivo de ionizagao.
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de

192 m/z, representado na Figura 15, nele observamos o ion de maior intensidade 146 m/z, que

representa a perda de COo..
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Figura 15 - Espectro de fragmentacao do acido-5-hidroxiindolacético (Tr 7,822 min), [M+H]*

192 m/z,ESI-QqQ em modo positivo de ionizagao.

Para o AMK, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 237 m/z, representado

na Figura 16, nele observamos os ions de maior intensidade 178 m/z, 160 m/z e 136 m/z, que

representam as perdas da amida, NHs e CzHs.
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Figura 16 - Espectro de fragmentacédo do AMK (Tr 8,667 min), [M+H] * 237 m/z,ESI-QqQ em

modo positivo de ionizagao.
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Para o AFMK, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 265 m/z, representado

na Figura 17, nele observamos o ion de maior intensidade 136 m/z, que representa a perda da

amida, C2Hs e CH2NO.
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Figura 17 - Espectro de fragmentacdo do AFMK (Tr 8,920min), [M+H] * 265 m/z,ESI-QqQ

em modo positivo de ionizagao.

Para o acido indolacético, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 176 m/z,

representado na Figura 18, nele observamos o ion de maior intensidade 130 m/z, que

representa a perda de COs:..
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Figura 18 - Espectro de fragmentacao do &cido indolacético (Tr 10,127min), [M+H] *

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

m/z,ESI-QgQ em modo positivo de ionizagao.
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Para a melatonina, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 233 m/z,
representado na Figura 19, nele observamos o ion de maior intensidade 174 m/z, que

representa a perda da amida.

x105 |+ Product lon (9,868 min) (233,10001 -> **) MEL.d

174,10000 1740
4 //&
N
o H

3,51 ~ Sy
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 19 - Espectro de fragmentacdo da melatonina (Tr 9,868 min), [M+H] * 233 m/z,ESI-

QgQ em modo positivo de ionizagéo.

Para o acido antranilico, o ion [M+H]* observado no espectro de massas foi de 138 m/z,
representado na Figura 20, nele observamos o ion de maior intensidade 120 m/z, que

representa a perda de COz..
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Figura 20 - Espectro de fragmentacdo do acido antranilico (Tr 9,013 min), [M+H] * 138

m/z,ESI-QgQ em modo positivo de ionizagao.



4.3. VALIDACAO DA METODOLOGIA

4.3.1. SELETIVIDADE E EFEITO RESIDUAL

No presente estudo, pudemos confirmar que o método € seletivo a partir da avaliacdo da

razao das inclinacdes da curva de calibracdo, as quais ndo mostraram diferencas significativas

e com valores proximos de 1, ou seja, mostrando baixo ganho ou supressao i6nica. Segue

abaixo na Tabela 5 as comparacdes das curvas de calibracdo preparadas em solvente e em

matriz para cada um dos metabdlitos avaliados. Todos os valores dos desvios de cada curva

estdo apresentados no item 7. Material Suplementar nos sub itens 7.1. Curvas em solvente do

teste de seletividade e 7.2 Curvas em matriz do teste de seletividade.

Tabela 5 - Seletividade

. Solvente Matriz ~
Analitos Razéo
R2 Equacdo da curva R2 Equacdo da curva
0.986 y =0,0241x - 0,1008 0.986 y = 0,0233x -0,0834 0.967
0.982 y = 0,0233x - 0,0807 0.983 y = 0,0236x - 0,0767 1.013
NA 0.991 y = 0,0258x - 0,0709 0.985 y = 0,0239x - 0,0988 0.926
0.985 y = 0,0227x - 0,0052 0.986 y = 0,0243x - 0,0980 1.070
0.987 y = 0,0230x - 0,0070 0.982 y =0,0232x - 0,0918 1.009
0.982 y = 0,0238x - 0,0874 0.983 y = 0,0239x - 0,0921 1.004
0.995|y = 0,0000162x + 0,0000173]0.996 |y = 0,0000163x + 0,0000867| 1.006
0.996 |y = 0,0000161x + 0,0000564 |0.995| y = 0,0000160x + 0,000107 | 0.996
AA 0.996 |y = 0,0000162x + 0,0000239]0.998 |y = 0,0000162x + 0,0000751| 1.002
0.995|y = 0,0000161x + 0,0000715]0.992| y = 0,0000165x + 0,000177 | 1.026
0.996 |y = 0,0000166x + 0,0000353]0.992| y = 0,0000164x + 0,000179 | 0.988
0.997| y = 0,0000162x + 0,000103 |0.991| y = 0,0000163x + 0,000215 | 1.006
0.985 y =0,1993x + 0,0585 0.993 y = 0,2559x - 0,0434 1.284
0.985 y = 0,1950x + 0,0508 0.993 y =0,2618x - 0,0412 1.342
TRY 0.986 y = 0,1980x + 0,0429 0.991 y = 0,2650x - 0,0400 1.338
0.986 y = 0,1985x + 0,0359 0.991 y = 0,2680x - 0,0540 1.350
0.986 y =0,1930x + 0,0648 0.988 y = 0,2630x - 0,0459 1.363
0.989 y =0,1907x + 0,0730 0.992 y = 0,2640x - 0,0445 1.384
0.990 y =0,2610x + 0,0097 0.991 y =0,2853x - 0,0376 1.093
QUIM ]0.989 y = 0,2589x + 0,0283 0.994 y = 0,2844x - 0,0265 1.099
0.985 y = 0,2692x + 0,0023 0.992 y =0,2910x - 0,0370 1.081
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0.988 y =0,2700x - 0,0181 0.990 y =0,2870x - 0,0262 1.063
0.990 y =0,2740x - 0,0301 0.987 y = 0,2986x - 0,0463 1.090
0.992 y =0,2763x - 0,0366 0.988 y = 0,2959x - 0,0436 1.071
0.983 y =0,0012x - 0,0313 0.992 y = 0,0010x + 0,0144 0.872
0.993 y = 0,0011x + 0,0107 0.992 y = 0,0011x + 0,0064 1.001
0A 0.989 y = 0,0010x + 0,0088 0.993 y = 0,0010x + 0,0157 0.988
0.992 y = 0,0010x + 0,0097 1.000 y =0,0010x + 0,0239 1.000
0.991 y = 0,0011x + 0,0040 0.998 y =0,0010x + 0,0281 0.949
0.994 y = 0,0011x + 0,0108 0.997 y = 0,0011x + 0,0160 0.982
0.983 y = 0,00002x - 0,0002 0.988 y = 0,00003x - 0,0004 1.037
0.982 y = 0,00003x - 0,0003 0.988 y = 0,00003x - 0,0003 0.973
IAA 0.981 y = 0,00003x - 0,0004 0.988 y = 0,00003x - 0,0005 0.987
0.982 y = 0,00003x - 0,0002 0.983 y = 0,00003x - 0,0005 1.018
0.983 y = 0,00003x - 0,0003 0.988 y = 0,00003x - 0,0004 0.995
0.986 y = 0,00003x - 0,0004 0.983 y = 0,00003x - 0,0004 0.962
0.991 y = 0,1068x + 0,1760 0.991 y =0,1190x + 0,5350 1.115
0.988 y =0,1131x + 0,1599 0.990 y =0,1164x + 0,5015 1.029
SER 0.991 y=0,1117x + 0,1874 0.992 y =0,1149x + 0,5118 1.029
0.984 y=0,1119x + 0,1538 0.987 y =0,1232x + 0,4582 1.100
0.989 y = 0,1044x + 0,2265 0.990 y =0,1185x + 0,5799 1.134
0.983 y =0,1139x + 0,1273 0.986 y =0,1161x + 0,5354 1.020
0.993| y=0,0028x +0,000083 ]0.995( y=0,0029x% -0,000079 1.024
0.994| y=0,0027x - 0,000029 0.994| y=0,0029x - 0,000072 1.044
DMT 0.993| y=0,0027x +0,000025 ]0.994| y=0,0029x -0,000077 1.061
0.993| y=0,0027x +0,000063 |0.995( y=0,0029x - 0,000067 1.082
0.995| y=0,0028x +0,000070 |0.993 y=0,0029x -0,000073 1.045
0.995| y=0,0028x +0,000025 |0.995| y=0,0029x - 0,000073 1.046
0.992| y=0,00003x +0,00013 |0.995| y=0,00003x +0,00009 1.038
0.994| y=0,00003x +0,00013 ]0.995( y=0,00003x +0,00008 1.022
KA 0.993| y=0,00003x +0,00012 1.000( y=0,00003x + 0,00014 0.994
0.989| y=0,00003x +0,00007 ]0.999( y=0,00003x +0,00008 1.003
0.993| y=0,00003x +0,00013 ]0.996( y=0,00003x +0,00014 0.980
0.992| y=0,00003x +0,00009 |0.998| y=0,00003x +0,00011 1.002
0.999 y = 0,0010x - 0,0041 0.994 y = 0,0009x - 0,0024 0.952
0.997 y = 0,0010x - 0,0102 0.994 y = 0,0010x + 0,0055 0.998
HIAA 0.995 y = 0,0010x + 0,0009 0.992 y = 0,0010x - 0,0071 0.991
0.995 y = 0,0010x - 0,0020 0.992 y = 0,0010x - 0,0065 1.003
0.997 y = 0,0010x - 0,0004 0.994 y = 0,0009x + 0,0064 0.999
0.998 y = 0,0010x + 0,0056 0.994 y = 0,0009x - 0,0015 0.992
0.987| y=0,00002x +0,00025 ]0.986( y=0,00002x +0,00015 1.033
0.984| y=0,00002x +0,00025 |0.987 y=0,00002x +0,00011 0.963
XA
0.985| y=0,00002x +0,00020 ]0.992| y=0,00002x +0,00014 0.891
0.990| y=0,00002x +0,00023 ]0.984| y=0,00002x +0,00005 0.962
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0.985| y=0,00002x +0,00026 |0.990| y=0,00002x +0,00013 1.023
0.991| y=0,00002x +0,00024 [0.989| y =0,00002x +0,00012 0.868

0.983] y=0,0050x + 0,0124 |0.989] y=0,0052x - 0,0301 1.027

0.991| y=0,0051x+0,0033 [0.992| y=0,0053x -0,0266 1.042

QUIN 0.990| y=0,0049x +0,0296 [0.991| y=0,0052x - 0,0202 1.055
0.987| y=0,0049x +0,0339 [0.992| y=0,0052x -0,0194 1.052

0.983|  y=0,0049x - 0,0009 0.990|  y=0,0052x - 0,0204 1.057

0.988| y=0,0051x +0,0143 [0.987| y=0,0053x - 0,0245 1.041

0.989 y=0,00004x -0,00216 [0.995| vy =0,00004x - 0,00003 0.951

0.990| y=0,00004x - 0,00215 [0.994| y=0,00004x - 0,00019 0.932

trp |0:990| y=0,00004x-0,00236 |0.994| y=0,00004x-0,000003 | 0.907
0.993| y=0,00004x - 0,00206 [0.992| y=0,00004x - 0,00008 0.912

0.988| y=0,00004x -0,00222 [0.994| vy =0,00004x - 0,00006 0.939

0.991| y=0,00004x-0,00199 |0.994| vy =0,00004x - 0,00025 0.942

1.000{ y=0,0153x +0,0013 |0.996] y=0,0159x - 0,0005 1.038

0.999| y=0,0152x+0,0009 [0.996| y=0,0160x - 0,0006 1.049

veL 19999 y=0,0152x+0,0009 0996 y=0,0159x-0,0004 1.046
0.999| y=0,0152x +0,0010 [0.996] y=0,0159x - 0,0004 1.047

1.000{ y=0,0154x+0,0008 [0.996| y=0,0159x - 0,0004 1.034

0.999| y=0,0151x+0,0012 |0.997| y=0,0160x - 0,0006 1.053

0.991 y = 0,0039x - 0,0014 0.991] y=0,0037x - 0,0011 0.960

0.994|  y=0,0039x - 0,0012 0.989| y=0,0040x - 0,0009 1.023

amk [0:990]  y=0,0037x-0,0010 0.988| y=0,0040x - 0,0009 1.089
0.991 y = 0,0037x - 0,0011 0.991|  y=0,0040x - 0,0010 1.101

0.991 y = 0,0039x - 0,0014 0.991|  y=0,0040x - 0,0010 1.014

0.994 y = 0,0039x - 0,0014 0.989 y = 0,0040x - 0,0010 1.020

0.994| y=0,00069x +0,00010 [0.997| y=0,00070x +0,00013 1.022

0.988| y=0,00069x +0,00006 [0.997| y=0,00071x +0,00011 1.028

apvk [0:993] y=0,00068x +0,00011 |0.995| y=0,00072x +0,00008 1.049
0.990| y=0,00068x +0,00011 [0.997| y=0,00071x +0,00012 1.038

0.988| y=0,00070x +0,00004 [0.997| y=0,00070x +0,00013 1.001

0.991| y=0,00069x +0,00003 [0.997| y=0,00070x +0,00017 1.013
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Quanto ao resultado do efeito residual, o mesmo foi avaliado em solucéo, para observar se

houve o aparecimento ou um aumento de sinal do analito ou Pl causado por uma contaminacéo

da analise da amostra anterior, apds analise do LSQ, os resultados foram comparados com 0s

obtidos de amostras processadas do LIQ. Como mostra a Figura 21 abaixo, ndo tivemos
interferéncias significantes.
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Figura 21 - (A) Cromatograma do LSQ (limite superir de quantuficacdo- 50 mmol.L?); (B)

Cromatograma da amostra branco seguida da analise do LSQ.
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4.3.2. EARIDADE

A determinacdo da linearidade foi avaliada através de trés curvas preparadas
independentemente. O método de regressao linear para as curvas de calibracdo do Trp e dos
seus metabdlitos foi de 1/x?, os quais estédo apresentados na Tabela 6, juntamente com o limite
de deteccdo. Para os limites inferiores de quantificacdo, o qual € representado pela menor
guantidade de um analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao
aceitaveis, tivemos uma variacéo entre 1 e 50 nmol.L! para a maioria dos analitos, exceto para
QA, QUIN, HIAA e AA com LIQ de 100 nmol.L? e para o Trp com LIQ de 200 nmol.L™.
Resultados presentes na literatura mostram valores maiores ou comparaveis com 0S
apresentados neste trabalho. De acordo com Cao et. al. (63), ele reportou um LIQ de 28 nmol.L
lde SER, Hou et. al. (92) obteve um LIQ de 29 umol.L* para IAA, de Jong et. al. (5) obteve um
LIQ de 130 nmol.L? de HIAA, Amirkhani et. al. reportou um LIQ de 11,5 nmol.L? para KA,
Yamada et. al. e de Jong et. al. mostraram um LIQ de 20 nmol.L* e 50 nmol.L* de QUIN. Esses
valores se mostraram superiores ao LIQ encontrado no nosso trabalho, exceto para Yamada
gue apresentou um limite inferiro de quantificacéo igual o nosso para QUIN. Ja o limite superior
de quantificacédo para a maioria dos analitos foram entre 0,05 e 20 umol.L* e 200 pmol.L* para
o Trp. O valor de R? das andlises de regressao ao longo do intervalo linear ultrapassou 0,98

para a maioria dos analitos de interesse.



Tabela 6 - Parametros de linearidade.

Analitos Curvas 2 LOD (nmol.LY) Faixa Linear (nmol.LV

y =0,001x - 0,019 0,99
QA y =0,001x - 0,017 0,99 50,0 100,0 - 5.000
y = 0,001x - 0,019 0,99

y = 0,005x - 0,038 0,99
KYN y = 0,005x + 0,013 0,99 20,0 100,0 - 20.000

y = 0,005x + 0,001 0,99

y = 0,00004x + 0,0007 0,99
TRP°H y=0,00004x + 0,0005 0,99 50,0 200,0 - 50.000
y = 0,00004x + 0,0006 0,99

y = 0,00002x + 0,00013 0,99
TRY y = 0,00002x + 0,00011 0,99 0,1 1,0-50,0
y = 0,00002x + 0,00015 0,99

y = 0,0026x + 0,00013 0,99
DMT  y=0,0027x -0,00016 0,99 0,1 1,0 -200,0
y = 0,0028x - 0,00009 0,99
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y =0,0009x - 0,0399 0,99
y = 0,0004x - 0,0011 0,99
AMK y = 0,0004x - 0,0010 0,99 5,0 10,0 - 500,0
y = 0,0004x - 0,0009 0,99
y =0,0007x - 0,00011 0,99
AFMK  y=0,0007x - 0,00009 0,99 0,1 1,0-50,0
y =0,0007x - 0,00012 0,99
y = 0,00002x + 0,00012 0,99
AA y = 0,00002x + 0,00011 0,99 20,0 100,0 - 20.000
y = 0,00002x + 0,00015 0,99
y =0,0159x - 0,00096 0,99
MEL y =0,0159x - 0,00092 0,99 0,1 1,0-50,0
y =0,0159 -0,00119 0,99
y = 0,00002x - 0,00024 0,98
IAA y = 0,00003x - 0,00033 0,98 20,0 50,0 - 2.000
y = 0,00003x - 0,00034 0,99

4.3.3. RECISAO E EXATIDAO

A Tabela 7 mostra os resultados de precisédo e exatidao que foram obtidos da média de trés
lotes que foram preparados e realizados em dias diferentes. Os resultados de intra-lista e inter-
lista para precisao variou entre 0,3 % - 14,1 % e 0,5 % - 14,3 %, respectivamente. Os resultados

de exatid&do variaram entre 88,2 % para 115,1 %.

No caso deste estudo, a precisdo e a exatidao foram analisados em 5 réplicas de amostra
de LIQ e CQs (baixo, médio e alto). O experimento foi avaliado em trés corridas diferentes e

foram preparadas e analisadas em diferentes dias.



Tabela 7 - Resultados de precisao e exatidao para o triptofano e seus metabdlitos.

Analitos NA QA SER QUIN QUIM TRP XA TRY
Intra-lista
CV (n=5), %

LIQ 104 7,6 14,1 5,4 8,3 7,3 7,0 10,0
CQB 8,1 7,9 8,0 55 6,7 3,2 6,7 3,7
CQM 7.1 3,2 8,0 3,8 5,0 6,4 8.9 5,2
CQA 5,6 7,3 7,2 8,1 4,6 5,6 8,2 5,4

Inter-lista
CV% (n=5)

LIQ 10,8 8,9 13,9 9,4 10,1 9,9 11,4 10,7
CQB 11,0 143 85 5,6 6,9 4.9 6,5 4,1
CQM 8,6 3,9 8,3 3,8 6,0 6,9 8.8 5,5
CQA 7,7 129 8,9 8,5 6,2 6,9 13,3 6,4

Exatidao, %

LIQ 109,7 1116 1151 96,2 1058 111,2 98,7 92,7
CQB 107,2 97,1 1055 94,2 111,8 109,0 106,6 110,6
CQM 106,2 90,0 111,1 98,5 109,2 1105 89,3 1123
CQA 91,6 104,4 955 1116 103,7 1053 1025 1079

Analitos KA DMT HIAA AMK AFMK AA MEL IAA
Intra-lista
CV% (n=5)

LIQ 5,8 105 5,3 3,9 3,9 2,8 3,6 5,7
CQB 7,5 3.1 2,7 4,1 2,8 1,6 1,4 8,5
CQM 2,3 0,3 9,7 3,8 1,6 2,4 2,7 6,6
CQA 3,4 8,4 3,2 3,3 1,4 1,9 1,1 7,7

Inter-lista
CV (n=5), %

LIQ 8,5 12,3 84 5,6 3,8 4.4 4.6 8,9
CQB 8,3 3,7 4.9 4.9 2,9 1,8 1,5 8,3
CQM 2,6 0,5 11,2 4.7 1,6 2,6 4.5 6,4
CQA 5,3 7,9 4,0 4.4 1,7 3,1 1,3 7,6

Exatidao, %

LIQ 943 88,2 99,8 1136 99,6 1075 91,8 108,7
CQB 97,5 940 99,1 102,0 106,12 1114 101,4 103,2
CQoM 106,8 96,1 110,1 88,3 106,7 103,3 1119 1124
CQA 101,6 109,7 90,0 102,7 979 97,8 103,0 1115
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4.3.4. RECUPERACAO E EFEITO MATRIZ

As analises cromatogréficas de substancias presentes em matrizes complexas (soro,
plasma, urina, cultura celular, etc.), em geral, requerem um pré-tratamento da amostra. O
motivo disso é a complexidade das matrizes biolégicas, que apresentam interferentes, muitas
vezes com concentracfes altas, como por exemplo, as proteinas (complexos grandes) e
metabdlitos. O uso de um analogo marcado isotopicamente do analito € geralmente
considerado como a melhor escolha em bioanalise por LC-MS/MS, devido a grande
semelhanca entre as propriedades fisico-quimicas das substancias, seus comportamentos
semelhantes durante a preparacéo da amostra, cromatografia e ionizacdo no espectrémetro de
massas. No entanto, devido ao elevado custo do material de referéncia marcado com deutério
e/ou B¥C, procuramos trés substancias alternativas que satisfacam os critérios das
caracteristicas fisico-quimicas dos metabdlitos, a fim de ter um comportamento semelhante aos
dos analitos, tanto na preparacdo da amostra, na cromatografia e na deteccao por MS. Para
isso, foram escolhidos como padrdes internos o HIAA-D2, MEL-D7 e TME. Os mesmos foram
utilizados para trés grupos dos metabdlitos, em trés periodos da corrida cromatografica, a fim
de minimizar o numero de transi¢cdes em simultdneo na corrida. Eles também satisfazem os
critérios de logP semelhante, solubilidade em agua/metanol e a polaridade de ionizagédo por
MS/MS (modo positivo). O uso dos mesmos trouxe uma economia consideravel em termos de
tempo e dinheiro (em relacdo a compra de todos os metabdlitos isotopicamente marcados).
Dessa forma, podemos mostrar na Tabela 8 os resultados da recuperacao e efeito matriz. No
gue diz respeito aos analitos e o padrao interno, encontramos recuperacdes entre de 85,1 % e

114,9 % e efeitos da matriz entre -11,7% e 13,7%.



Tabela 8 - Recuperacgao e efeito matriz.

Analytes Recovery Matrix Effect
CQB (%) CQM (%) CQA (%) CQB (%) CQA (%)
NA 104,3 93,5 108,2 12,7 -10,1
QA 101,8 98,5 1141 -6,6 12,0
SER 112,0 106,2 102,8 9,4 -1,0
QUIN 105,3 87,6 97,4 13,7 -0,2
QUIM 112,1 100,4 114,6 -4,7 10,5
TRP 88,0 100,4 91,7 4,0 -10,7
XA 99,8 96,3 102,1 0,2 -2,9
TRY 1131 109,7 99,4 12,4 11,4
KA 94,1 106,1 98,8 -10,0 -4,5
DMT 90,8 88,8 108,3 -4,0 10,7
HIAA 92,5 85,2 98,7 1,0 11,0
AMK 98,7 113,9 114,9 -5,9 12,9
AFMK 95,8 105,9 106,0 4,5 0,8
AA 1143 110,2 113,0 13,5 -3,8
MEL 103,1 102,0 110,1 -4,1 -11,7
IAA 114,6 85,1 112,3 7,7 1,7
ISTD Recovery Matrix Effect
TME 95,9 -6,0
HIAA-D2 87,5 -3,7
MEL-D7 113,5 -1,7

CQB, Controle de qualidade baixo; CQM, Controle de qualidade médio; CQA, Controle d
gualidade alto.
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CAPITULO 2. ESTUDO DO METABOLISMO DE Trp EM LINHAGENS TUMORAIS DE
GLIOMA HUMANO

4.4. TERMINACAO DOS METABOLITOS DO Trp EM CELULAS DE GLIOMA HUMANO

Apéds desenvolvermos e validarmos uma metodologia analitica robusta, precisa e sensivel
gue permite a determinacédo e quantificacdo de 16 metabdlitos de interesse do metabolismo de
triptofano, avaliamos os tratamentos conhecidos na literatura que influenciam na formacéo de
alguns desses metabdlitos em duas linhagens de células tumorais de glioma humano,
denominados Al172 e T98G, a fim de se observar a flutuacdo desses metabdlitos nesses
tratamentos. Sabe-se que células da glia humana e células de glioma possuem concentracdes
elevadas da enzima IDO e que sua atividade aumenta na presenca de IFN-y (93). Dentre as
linhagens de gliomas, a A172 e T98G foram escolhidas como modelos experimentais nesta
tese, pois estudos presentes na literatura mostraram que apesar de ambas possuirem IDO, a
Al172 é uma célula constitutivamente TDO positiva. Assim, estudamos o metabolismo de Trp
nessas duas células, sendo que ndo ha nenhum relato prévio da avaliacdo conjunta das trés
vias metabdlicas. O interesse nessas rotas € que elas levam a formacéo de muitas moléculas
biologicamente ativas com ac¢des bastante abrangentes. Por exemplo serotonina afeta o qual é
um neurotransmissor e vem sendo utilizado em patologias como a ansiedade, depresséo,
obesidade, enxaqueca e esquizofrenia, entre outros. Sabe-se ainda que MEL, além da ac&o no
ritmo circadiano, € um importante mediador das interacdes neuroimunes, atuando em
receptores de membrana, modulando a proliferacdo de linfécitos T, a geracao de citocinas e
fator de crescimento. Ja os seus metabolitos de abertura de anel AMK e AFMK possuem
capacidade antioxidativa (16). Adicionalmente, em se tratando de céncer, varios destes

compostos mostram efeitos na proliferacéo, migracéo e invasao celular (40,94,95).

Os tratamentos foram realizados de acordo com os itens 3.7.1 e 3.7.2 descritos
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anteriormente nos Materiais e Métodos. Dessa forma, primeiramente, avaliamos os efeitos do

indutor da enzima IDO, que € a citocina IFN-y.

Nas figuras A e C temos o perfil de consumo de Trp e formacéo dos metabdlitos da via das
guinureninas nas células A172 e T98G tratadas ou ndo com IFN-y. Como esperado, a adicao
IFN-y resulta num consumo acentuado de Trp. Em relacdo a concentracdo de QUIN a célula
Al172 possui maior concentracdo de quinurenina na condicdo basal. Este resultado esta de
acordo com o fato desta célula conter TDO. Assim quando a esta célula se adiciona IFN-y vé-
se um aumento de QUIN de 3 vezes, enquanto que para a T98G a producao de QUIN é mais

acentuada (12 vezes).

A QUIN é convertida diretamente em AA, KA e 3-HK (que é subsequentemente convertido
em XA). E curioso notar que enquanto para a A172 ndo ha muitas modificacbes nesses
intermediarios da via QUIN, na T98G ha um aumento expressivo de AA (237 vezes) e KA (3
vezes). Para ambas as células houve diminuicdo de XA, sendo que para a T98G esta
diminuicao foi mais acentuada (7,5 vezes para a A172 e 13 vezes para a T98G). No conjunto,
estes dados parecem bastante significativos uma vez que eles evidenciam que a resposta ao
IFN-y vai muito além da formacéo de QUIN e que esta resposta depende da presenca ou néo

da TDO.

Apesar de ndo existirem estudos que tenham avaliado as fungdes biologicas de AA, KA e
XA em gliomas, alguns poucos estudos foram feitos com outros tipos celulares. Assim, sabe-se
gue AA se relaciona a apoptose de células T e direciona para tolerancia de células T, através
da interacdo com o receptor AhR (96); KA diminui a secre¢cdo de TNF-a por células
mononucleares (85) e XA, em células de mamiferos, age como antioxidante sendo capaz de
evitar um acumulo do metabdlito 3-HK, o qual induz a producao de radicais livres levando a

apoptose (97). Assim, pode-se antever que a acao de IFN-y sobre células TDO negativas € mais
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acentuado e que o painel de metabdlitos formados poderia levar a um efeito global que favorece
o tumor. Por exemplo, o aumento de AA levaria ao aumento do imunoescape, a diminui¢cao do
TNF-a levaria ao aumento da proliferacdo das células tumorais e a diminuicdo do XA, fruto da
menor producdo ou maior consumo, diminuiria o status redox da célula com consequente

sinalizacdo de processos envolvidos na proliferacéo celular (98).

N&o se observaram diferencas nas concentracfes dos produtos avancados da rota das
guinureninas QA e QUIM mas sim para o NA. Sabe-se que NA é importante para a sintese de
NAD em diversos tipos celulares, incluindo astrécitos (10). Neste trabalho notamos NA é
consumido pelas células, sendo o consumo maior para a A172 mas nao observamos diferenca

para elas frente ao tratamento com IFN-y.

Em relacéo a via serotonérgica, ndo vemos muitas diferencas entre A172 e T98G a nao ser
pela concentracdo de AMK que é 10,4 vezes maior para a primeira. A acdo de IFN-y se limita a
diminuicdo do AFMK. Apesar de nao termos medido como IFN afetaria outras atividades
enzimaticas que nao as da metabolizacdo do Trp, sabe-se que IFN diminui a expressao de
peroxidases, sendo que estas enzimas sdo bastante ativas na conversao de MEL para AFMK

(99 e100).

pY

E em relacdo a via das aminas traco, merece ser mencionado que apesar de ser
considerada muito pouco ativa, vimos no nosso estudo que nesses gliomas ela foi praticamente
equivalente a via serotonérgica. Este dado é relevante, pois se comeca a descrever os efeitos
citotoxicos e imunomodulatorios dos intermediarios da via TRY (94 e 101). A presenca de IFN-
y afetou pouco esta via; s6 encontramos diferencas na A172 com diminui¢cdo de DMT e IAA (1,3

vezes e 1,4 vezes, respectivamente).
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Posteriormente aos ensaios com IFN-y, observamos as alteragdes que a adi¢cdo do inibidor

1-DL-MT promoveu no metabolismo do Trp nas linhagens de glioma humanao.

Como citado anteriormente, como a IDO € o passo limitante para o catabolismo de Trp, ela
tem sido um foco do segmento farmacéutico para o desenvolvimento de novos medicamentos.
O inibidor da enzima IDO, 1-metil-triptofano (1-MT), vem sendo utilizado em estudos clinicos
como coadjuvante para quimioterapia (18). Seu nhome comercial € o Indoximod e vem sendo
usado em varios estudos de fase 2 para tumores mama, pulmao, préstata, dentre outros (102).
Apesar do 1-MT ser um inibidor competitivo da IDO e inibir eficientemente a producéo de QUIN
guando as células sao ativadas por IFN-y, outras a¢des do 1-MT séo esperadas. Por exemplo,
Agaulgué e colaboradores mostraram que 1-MT interfere com a sinalizacdo de TLRs em células
dendriticas (103) e mais recentemente, Nnosso grupo de pesquisa mostrou que 1-MT é capaz de
levar a sintese de MLT em melanomas e células da pele (40) e que 1-MT pode afetar a
proliferacdo, migracéo e invasdo dependendo da célula tumoral, assim como a a¢ao tumoricida

de células mononucleraes (95) de forma independente da inibicdo da IDO.

No nosso estudo, tratamos as células A172 e T98G com 1-MT numa condi¢cdo sem IFN-
v buscando mais detalhes sobre as possiveis alteracdes que 1-MT trariam para outras etapas
da metabolizacdo do Trp que néo a producdo de QUIN. Observamos que a adicdo de 1-MT
causou um aumento na concentracao de Trp na célula A172. Nao conseguimos identificar as
razbes deste aumento. Uma hipotese poderia ser proveniente da contaminacgédo de Trp presente
no inibidor 1-MT (89), dado este descrito na literatura anteriormente e comprovado por nés (95)
e mudanca nos transportadores de Trp por essas células. Seguidamente, a adicdo de 1-MT
leva a um acentuado consumo dos metabdlitos KA (diminuicdo de 25 vezes para A172 e 10,7
vezes para T98G) e XA (diminuicdo de 28 vezes para A172 e 15 vezes para T98G). Pode-se
esperar que estas modificacdes levem a um impacto sobre a célula tumoral uma vez que, como

ja dito, estas moléculas tém efeitos bioldgicos identificados (97 e 104). Em relacédo a AA, QA,
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QUIM néao vemos diferencas pela adicdo de 1-MT. A Unica alteracao vista foi na concentracéo

de NAem A172 onde se observou diminuicdo do consumo (aproximadamente 75%).

Em relagdo a via serotonérgica e via das aminas traco, vemos de forma geral, uma
diminuicdo na concentracdo dos metabdlitos, com exce¢do da SER na T98G que teve uma sultil
producéo (1,3 vezes). Para a A172 vemos um acentuado consumo dos metabdlitos MEL (2,4
vezes), AMK (2,4 vezes), AFMK (1,5 vezes). E em rela¢do a via das aminas tra¢co, quando
células foram tratadas com 1-MT, a diminui¢cdo de TRY e DMT foi de 38 vezes e 1,3 vezes para

A172, respectivamente; ja a diminuicdo de TRY e DMT foi de 35 vezes, 2 vezes paraT98G.

Um dos resultados que mais nos chamou a atencao foi que ao contrario do que previamente
observado para melanomas e células da pele (40), 1-MT né&o levou a producédo de MEL em
gliomas. Porém resultados prévios e em andamento no grupo colaborador (95 e maysa) nos
fazem pensar que os melanécitos e melanomas tém o metabolismo de triptofano mais ativo e

gue possivelmente o efeito descrito para 1-MT anterior seja especifico de células de pele.
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Por fim, sabendo da possibilidade de que TDO tenha um efeito no imuno escape de certos
gliomas (10), foram feitos testes com o inibidor 680C91, tanto para as células A172 (TDO
positiva) como T98G (TDO negativa). Isso nos pareceu relevante pois ndo se tem muitos
estudos desse inibidor na literatura. Uma busca realizada no Pubmed e Web of Science
mostraram somente 4 trabalhos que descrevem o uso do inibidor 680C91 em ratos e 1 trabalho

gue utiliza 680C91 em gliomas TDO positivas para observar o consumo de QUIN (opitz).

Como podemos observar, ndo houve diferenca deste tratamento para a célula T98G, exceto
para o metabdlito NA onde houve um consumo sutil de 1,3 vezes. Ja para a célula A172
observamos vérias modificagdes. Houve consumo de QUIN, aumento de consumo de NA (1,1
vezes) e QUIM (1,8 vezes) na via das quinureninas. Quanto aos demais metabolitos dessa via,

nds nao observamos.

Em relacdo a via serotonérgica, vemos um consumo dos metabdlitos subsequentes a
serotonina, os quais sao MEL (3,3 vezes), AMK (4,5 vezes) e AFMK (2,2 vezes). Sabe-se na
literatura que esse inibidor promove aumento de SER e o metabdlito HIAA em cérebro de rato
(38). E em relacédo a via das aminas traco também observamos na A172 um consumo dos

metabdlitos TRY e DMT quando tratada com 680C91.
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5. CONCLUSOES

Por meio do desenvolvimento de um método robusto, seletivo e sensivel, por LC-MS/MS,
pudemos validar uma metodologia capaz de detectar e quantificar 16 metabdlitos das vias de
catabolizacdo de triptofano e avaliarmos os efeitos metabdlicos de IFN-y, 1-MT e 680C91,
respectivamente um indutor e inibidor de IDO e um inibidor de TDO em células de glioma

humano.

Quanto a adicdo de IFN-y pudemos observar que tanto a célula A172 como a célula T98G
sdo bastante ativas no metabolismo de triptofano e notamos que o IFN- y ndo sé atua na

formacao da via QUIN, mas também possui um impacto modesto nas demais rotas.

Ja no tratamento com 1-MT, observamos o mesmo tendo mais agdo nos metabdlitos de Trp,
do que somente atuando na enzima IDO, observando a relacdo Trp-QUIN. Este dado € inédito,
pois sabe-se que as células precisam ser primeiramente ativadas por IFN-y, para depois
observar o real efeito que o inibidor da IDO causa nos metabdlitos da via QUIN, SER e aminas

traco, os quais estdo relacionados a um pobre progndéstico.

Por fim, com esses resultados, mostramos a primeira descricdo completa, isto é, das 3 rotas
conhecidas de metabolizacdo de Trp em especifico nessas duas linhagens de célula de glioma
humano, podendo supor que estratégias terapéuticas com inibidores da IDO e TDO possam
afetar as trés vias, produzindo e consumindo compostos que estéo relacionados a progressao

ou nao tumoral.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR

7.1. Curvas em solvente do teste de seletividade
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¢y =-0,0709997173+ 0,0257811 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9914666
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¢y =-0,0052729851+ 0,0227462 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9849731
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¢y =-0,0070082315+ 0,0230719 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9869933
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¢y =-0,0313270686+ 0,0011951 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9833329
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¢y =0,0107435343+ 0,0010578 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9927277
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100 989 | 8597 2,12 0,12
200 2118 | 9702 -1,43 0,22
500 5698 | 10839 -4,01 0,53
1000 9092 | 9500 -12,32 0,96
2308
2000 6 9600 10,44 2,40
4617
5000 2 8071 5,19 5,72




¢y =0,0108314009+ 0,0010861 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9940532

6,0 4

50 -

4,0 ~

3,0 A

2,0 A

1,0 4

0,0
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1000
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3000

4000

5000
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Concentracio A Area | Desvio(% | Respost
rea
(nmol.L) Pl ) a

100 999 | 8466 -1,33 0,12

200 2280 | 9640 3,90 0,24

500 6091 | 10938 0,55 0,56

1000 9493 | 9735 -11,21 0,98
2254

2000 5 9618 7,41 2,34
4509

5000 0 8232 0,66 5,48

SEROTONINA
¢y =0,176029805+ 0,1067519 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9910291
120,0 4
100,0 +
80,0 -
60,0 -
40,0 +
20,0 A
0,0 : : : : :
0 200 400 600 800 1000
Concentragdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Desvio(%) | Resposta
10 22745 | 19628 | -7.93851 |1.158804
20 50880 | 19432 | 14.39289 | 2.618361
50 80136 | 13648 | 6.707229 | 5.87163
100 104151 | 10112 | -5.16597 |10.29974
200 248211 | 11486 | 0.390921 |21.60987
500 492819| 9376 | -1.85519 |52.56175
1000 821432 | 8218 -6.5317 |99.95522




¢y =0,159855941+ 0,1130926 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9883154
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100,0 4
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¢y =0,1874076929+ 0,1116663 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9905049

120,0 4

100,0 4

80,0 4

60,0 4

40,0 -

20,0 4

0,0 !
0 200

400

600

800

1000

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Desvio(%) | Resposta Concentracdo (hmol.L) | Area |Area Pl|Desvio(%) | Resposta
10 23418 | 18990 | -5.09375 |1.233175 10 23272 | 18798 | -5.91644 |1.238004
20 51658 | 20161 | 6.214631 |2.562274 20 51693 | 19792 | 8.555811 |2.611813
50 86342 | 13955 | 6.590831 |6.187173 50 85500 | 13827 | 7.394016 | 6.183554
100 134501 | 10313 | 13.90695 |13.04189 100 134457 | 11043 | 7.358798 |12.17577
200 250568 | 12505 | -12.1182 |20.03743 200 269503 | 13367 | -10.5621 |20.16182
500 493303| 8890 | -2.15134 |55.48965 500 494050| 8645 | 2.020454 |57.14864
1000 821374 | 7827 | -7.34916 |104.9411 1000 826266| 8103 | -8.85077 |101.9704




¢y =0,1538019873+0,1119398 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,984457

120,0 4

100,0 4

80,0 4

60,0 4
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&y =0,2265354009+ 0,1044384 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9890314

120,0 4

100,0 4

80,0 4

60,0 4

40,0 -

20,0 4

0,0 4 !
0 200

400

600

800

1000

Concentracdo (hmol.L)| Area |Area Pl|Desvio(%) | Resposta Concentracdo (hmol.L) | Area |Area Pl|Desvio(%) | Resposta
10 22908 | 19175 | -7.01443 |1.194681 10 23031 | 19445 | -8.28257 |1.184418
20 51247 | 19751 | 9.025184 | 2.594653 20 52032 | 20100 | 13.08682 |2.588657
50 85647 | 13484 | 10.73717 | 6.35175 50 80910 | 13400 | 11.29095 | 6.03806
100 124611 | 10010 | 9.834477 | 12.44865 100 104394 | 10055 | -2.75835 | 10.3823
200 262080 | 13017 | -10.7562 |20.13367 200 249114 | 12089 | -2.42989 |20.60667
500 493220 | 8557 | 2.707987 | 57.63936 500 492185| 9504 | -1.26121 |51.78714
1000 820639 | 8564 | -14.534 |95.82426 1000 821335| 8683 | -9.64567 |94.59116




&y =0,1272749552+ 0,1138721 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9830874

120,0

100,0 ~

80,0 -

60,0 -

40,0 -
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QUINURENINA
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¢y =0,0123620471+ 0,0050362 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9833328

120,0 4

100,0 4

80,0 4

60,0 4

40,0 -

20,0 +

0,0

0 5000

10000

15000

20000

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Desvio(%) | Resposta
10 23371 | 19839 | -7.7247 |1.178033
20 51768 | 19488 | 11.0513 |2.656404
50 84948 | 13706 | 6.621281 | 6.19787
100 135575| 10283 | 14.66467 |13.18438
200 251338 | 11965 | -8.32335 | 21.0061
500 496044 | 8803 | -1.25386 |56.34943
1000 824631 | 8512 | -15.0351 | 96.87864

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
100 4893 | 8623 |0.567436| 10.21681
200 8749 | 9945 |0.879739| -13.8858
500 24712 | 11148 | 2.21672 | -12.4595
1000 39497 | 8932 [4.421966| -12.4418
2000 09758 | 9648 |10.33976| 2.531646
5000 222377 | 8089 |27.49128| 9.12562
10000 541490| 9459 |57.24601| 13.64451
20000 942071 | 9056 |104.0273| 3.267258




¢y =0,003343812+ 0,0050626 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9910198

120,0 4

100,0 4

80,0 4

60,0 4
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&y =0,0295642727+0,0049362 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,989519

120,0 4

100,0 4

80,0 4

60,0 4

40,0 -

20,0 4

0,0 !
0 5000

10000

15000

20000

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%) Concentracdo (hmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
100 4708 | 8597 |0.547633| 7.511769 100 4760 | 8466 |0.562249| 7.913926
200 8821 | 9702 |0.909194 | -10.5351 200 8797 | 9640 |0.912552| -10.56
500 22670 | 9839 |2.304096 | -9.10788 500 24310 | 10938 |2.222527 | -11.1477
1000 39767 | 8500 |4.678471| -7.65364 1000 39595 | 8735 |4.532914| -8.76891
2000 98950 | 9600 |10.30729| 1.765376 2000 99061 | 9618 |10.29954 | 4.027169
5000 219592 | 8071 |27.20753| 7.471218 5000 221114 | 8232 | 26.8603 | 8.710089
10000 522625| 9343 | 55.9376 | 10.48524 10000 523435| 9675 |54.10181| 9.542248
20000 947340| 9350 |101.3198| 0.063645 20000 939028 | 9482 [99.03269 | 0.282737




¢y =0,0339051136+ 0,0049042 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9869423
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80,0 4

60,0 4

40,0 -

20,0 4

0,0

0

5000

10000

15000

20000

103

&y =-0,0008785127+ 0,0049086 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9834725

120,0 4

100,0 4

80,0 4

60,0 4

40,0 -

20,0 4

0,0

0

5000

10000

15000

20000

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%) Concentracdo (hmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
100 4677 | 8369 |0.558848| 7.03948 100 4713 | 8809 |0.535021| 9.175633
200 8777 | 9296 | 0.94417 | -7.19542 200 8612 | 10085 |0.853941 | -12.9263
500 24013 | 11256 |2.133351 | -14.3817 500 24190 | 10889 |2.221508 | -9.44927
1000 43266 | 9744 |4.440271| -10.1512 1000 42006 | 9951 |4.221284| -13.9844
2000 98506 | 9797 |10.05471| 2.165547 2000 08726 | 9616 |10.26685| 4.589144
5000 230733 | 8458 |27.27985| 11.11271 5000 222421 | 8175 |27.20746 | 10.85988
10000 535038 | 9689 |55.22118| 12.53063 10000 543763| 9692 |56.10431| 14.29978
20000 951006| 9802 |97.02163| -1.11769 20000 949500| 9926 |95.65787 | -2.56005




ey =-0,0181262308+ 0,2700443 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9877568
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40,0 +
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ey =-0,0301313598+ 0,273959 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9897279

60,0 -

50,0 -

40,0 +

30,0 A
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10,0 4

0,0 4
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200

12

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%)
1 5022 | 19309 |0.260086 | 3.024652
2 9667 | 18850 |0.512838| -1.68938
5 24011 | 20605 | 1.1653 | -12.3532
10 44090 | 15361 |2.870256 | 6.959565
20 91562 | 19867 |4.608748 | -14.3312
50 189057 | 12595 |15.01048 | 11.30475
100 255116| 8597 | 29.675 | 9.956511
200 508771| 9702 |52.43981| -2.87162

Concentracdo (hmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
1 5538 | 21914 |0.252715| 3.244106
2 9851 | 19276 | 0.51105 | -1.2295
5 24008 | 20908 |1.148269 | -13.9725
10 43974 | 15741 |2.793596 | 3.071179
20 92365 | 18664 |4.948832 | -9.12941
50 189293 | 12402 | 15.2631 | 11.64615
100 254737 | 8466 |30.08942 | 9.941808
200 509036| 9640 |52.80456 | -3.57189




ey =-0,0366349814+ 0,2763192 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9918971

60,0

50,0 -

40,0 -

30,0 A

20,0 -

10,0 4

0,0
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TRIPTOFANO
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¢y =-0,0021617811+ 0,0000425 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9888734

2,5 ~

2,0 A

15 A

1,0 -

0,5 4

0,0

0 10000

20000

30000

40000

50000

Concentracdo (nmol.L)| Area |Area PI|Resposta|Desvio(%)
1 5588 | 22470 |0.248687 | 3.258159
2 9633 | 18972 |0.507748 | -1.49377
5 23717 | 20685 | 1.14658 | -14.3589
10 44139 | 15735 |2.805148 | 2.844201
20 94586 | 17789 |5.317106 | -3.12398
50 188673 | 12705 | 14.8503 | 7.751688
100 255349 | 8386 |30.44944 | 10.32919
200 505909 | 9664 |52.34986 | -5.20657

Concentracdo (nmol.L)| Area | Area Pl | Resposta |Desvio(%)
200 19724 |2948050 | 0.006691 | 4.144768
500 52564 |2921219|0.017994 | -5.14993
1000 97310 |2830501|0.034379| -14.0215
2000 261475 |3034531|0.086167 | 3.915658
5000 670743 | 2936484 |0.228417 | 8.507683
10000 1308998 (2971741|0.440482 | 4.151445
20000 2531694 |2687940|0.941871 | 11.06274
50000 3599065 | 1924592 | 1.870041 | -11.8964




ey =-0,0021451861+ 0,0000429 x ; 1/x"2 weighted; R*2 =0,9900721

2,5 4

0 10000

20000

30000

40000

50000
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¢y =-0,0023574214+ 0,0000442 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9901283

2,5 4

0 10000

20000

30000

40000

50000

Concentracdo (hmol.L)| Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)| | Concentracdo (nmol.L)| Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
200 20051 |2984505|0.006718 | 3.304815 200 20290 [2974279|0.006822 | 3.837588
500 53907 |2931335| 0.01839 | -4.26527 500 53284 |2955303| 0.01803 | -7.7494
1000 96838 |2743185|0.035301 | -12.7122 1000 110166 |2833432|0.038881 | -6.70094
2000 263522 |3057779|0.086181 | 2.944101 2000 265335 (3046334 | 0.0871 | 1.195921
5000 669169 | 2937749 |0.227783 | 7.192583 5000 670681 |2923804 |0.229386 | 4.861477
10000 1321922 /2939846 | 0.449657 | 5.315169 10000 1322845 2700156 | 0.489914 | 11.37369
20000 2531966 | 2688947 | 0.94162 | 9.995931 20000 2546695 | 2688059 | 0.94741 | 7.439797
50000 3582815|1915601 | 1.870335 | -12.7049 50000 3603600 | 1908559 | 1.888126 | -14.4578




ey =-0,0020578977+ 0,0000432 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9925039

2,5 4

0 10000

20000

30000

40000

50000
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&y =-0,0022247705+ 0,0000425 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9883163

2,5 4

0 10000

20000

30000

40000

50000

Concentracdo (nmol.L)| Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)| | Concentracdo (nmol.L)| Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
200 20768 |3022575|0.006871 | 3.343292 200 19714 |2976506 | 0.006623 | 4.093792
500 53538 |2960108|0.018087 | -6.73889 500 52993 |2933455|0.018065 | -4.51851
1000 107960 |2814424 | 0.03836 | -6.44112 1000 96135 |2838163|0.033872| -15.0658
2000 261679 3052432 |0.085728 | 1.60409 2000 261133 |3047472|0.085688 | 3.42726
5000 668304 |2928878|0.228177 | 6.590452 5000 665746 |2916050|0.228304 | 8.484147
10000 1347270|3002421|0.448728 | 4.348559 10000 1318527 2979884 | 0.442476 | 4.635463
20000 2560792 | 2714923 |0.943228 | 9.408116 20000 2540015 | 2689957 | 0.944259 | 11.35098
50000 3616411 |1915523| 1.88795 | -12.4997 50000 3599065 | 1924592 | 1.870041 | -11.8934




&y =-0,0019923152+ 0,0000428 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9914952

2,5

0 10000

20000

30000

40000

50000

ACIDO XANTURENICO
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ey =0,0002527094+ 0,000017 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9872983

0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4

0,0 4 <
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0 200
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1000

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
20 1866 |3217676| 0.00058 | -3.76109
50 3439 | 2959359 0.001162 | 6.984306
100 5965 |2812415|0.002121 | 9.896682
200 10017 | 2948050 | 0.003398 | -7.49618
500 27605|2921219| 0.00945 | 8.201326
1000 4273412830501 |0.015098 | -12.6766

Concentracdo (hmol.L)| Area | Area Pl |Resposta |Desvio(%)
200 21027 |3056386| 0.00688 | 3.644966
500 53796 |2965621| 0.01814 | -5.92434
1000 103277 |2818817|0.036638 | -9.74127
2000 261754 3058488 |0.085583 | 2.30739
5000 664958 | 2936411 |0.226453 | 6.749975
10000 1351252 /3012988 | 0.448476 | 5.249544
20000 2552827 (2723240 |0.937423| 9.744745
50000 3589315|1910452|1.878778| -12.1135




¢y =0,0002516845+ 0,000018 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9839356
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&y =0,0002044993+ 0,0000186 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9851326

0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4
0,0 4
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0 200

400

600

800
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
20 1913 | 3166680 | 0.000604 | -2.10606 20 1778 | 3159308 | 0.000563 | -3.68758
50 3460 | 3006589 | 0.001151 | -0.09763 50 3531 | 2986486 | 0.001182 | 5.142656
100 6379 |2820961|0.002261 | 11.64453 100 6483 |2821080| 0.002298 | 12.55682
200 10638 |2978211|0.003572| -7.7706 200 11019|2974279| 0.003705 | -5.90688
500 30381 |2946538| 0.010311 | 11.76733 500 30279|2955303| 0.010246 | 7.969361
1000 441202832705 |0.015575| -14.8693 1000 453642833432 | 0.01601 | -15.0228




¢y =0,0002345335+ 0,0000184 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,990079

0,0 4
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&y =0,0002574166+ 0,0000172 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9848139

0,0 4

0,0 4

0,0 4

0,0 4

0,0 4

0,0 4

0,0 4

0,0 4

0,0 | b~ 0,0 | )
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0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
20 1846 |3107450|0.000594 | -2.30361 20 1898 |3203189|0.000593 | -2.58201
50 3510 | 3002095 | 0.001169 | 1.592391 50 3449 2983800 | 0.001156 | 4.475814
100 6242 |2815430|0.002217 | 7.746446 100 6071 |2812323|0.002159 | 10.54052
200 11663 | 3056386 | 0.003816 | -2.67904 200 9854 | 2976506 | 0.003311 | -11.2449
500 30310|2965621| 0.01022 | 8.54264 500 28949|2933455|0.009869 | 11.75757
1000 45265|2818817|0.016058 | -14.0021 1000 439472838163 |0.015484 | -11.4715




¢y =0,0002424625+ 0,000019 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9910673
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TRIPTAMINA
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&y =0,0585156301+ 0,1992634 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9850436

30,0 +
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
20 1922 13121969 |0.000616 | -1.79616
50 3593 | 3008183 | 0.001194 | 0.204863
100 6622 | 2837666 |0.002334 | 10.06029
200 119732998781 |0.003993 | -1.31158
500 307072970588 |0.010337 | 6.258402
1000 457372722954 |0.016797 | -12.8717

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
1 2661 | 10628 | 0.250376 | -3.71502
2 8968 | 17763 | 0.50487 | 12.00101
5 13861 | 14096 |0.983329| -7.17683
10 35395 | 19445 |1.820262| -11.587
20 81580 | 20100 |4.058706 | 0.37445
50 161774 | 14400 |11.23431| 12.17103
100 223685 | 10055 |22.24615| 11.34825
200 417851 | 12089 |34.56456| -13.416




¢y =0,0508200995+ 0,1950447 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9848625
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ey =0,042933933+ 0,1979821 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9859884

40,0 ~
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%) Concentracdo (hmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
1 2827 | 11776 |0.240065 | -2.97381 1 2767 | 11792 |0.234651 | -3.16464
2 9030 | 18514 |0.487739 | 12.00481 2 9142 | 18752 (0.487521| 12.2797
5 18598 | 20982 | 0.886379 | -14.3213 5 19612 | 21475 [0.913248 | -12.0815
10 36089 | 18990 |1.900421| -5.1704 10 36204 | 19839 | 1.82489 | -9.99406
20 81057 | 20161 |4.020485 | 1.762955 20 80791 | 19488 |4.145679| 3.61405
50 162744 | 14955 |10.88225| 11.0661 50 162417 | 14706 | 11.04427 | 11.13463
100 223817 | 10313 |21.70241 | 11.00837 100 222770| 10283 |21.66391 | 9.206728
200 423189 | 12505 |33.84158 | -13.3769 200 422194 | 11965 |35.28575| -10.9949




¢y =0,0358698878+ 0,1984633 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9856736
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ey =0,0648424885+ 0,193005 x ; 1/x*2 weighted; R"2 =0,9861305

40,0 ~
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%) Concentracdo (hmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
1 2767 | 12120 | 0.2283 | -3.03979 1 2850 | 11725 | 0.24307 | -7.65634
2 9063 | 18954 |0.478158 | 11.4281 2 9006 | 18130 |0.496746 | 11.88913
5 20379 | 22659 |0.899378 | -12.9806 5 21790 | 18992 |1.147325| 12.17147
10 36566 | 18798 |1.945207 | -3.79395 10 36223 | 19934 |1.817147| -9.20939
20 80235 | 19792 | 4.053911 | 1.228811 20 80458 | 19945 |4.033993 | 2.825082
50 161827 | 14827 |10.91435| 9.627075 50 162834 | 15476 |10.52171 | 8.358525
100 223449 | 10043 |22.24923 | 11.92678 100 224965 | 12052 | 18.6662 | -3.62242
200 420654 | 12367 |34.01423 | -14.3964 200 427652 | 12971 |32.96986 | -14.7561




oy =0,0730447463+ 0,1907121 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9889966
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&y =0,0001255597+ 0,0000296 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9916906
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0,0 4
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0 100
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
10 1272 | 3095877 |0.000411 | -3.61172
20 2440 | 3203189 |0.000762 | 7.463041
50 4733 | 2983800 |0.001586 | -1.30591
100 9266 |2812323|0.003295 | 7.068426
200 15834 | 2976506 | 0.00532 | -12.2618
500 44941 |2933455| 0.01532 | 2.666218

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%)
1 2906 | 11485 |0.253026 | -5.62689
2 8864 | 18332 |0.483526 | 7.618061
5 21876 | 19246 |1.136652 | 11.54059
10 35402 | 19175 |1.846258 | -7.02145
20 78931 | 19751 |3.996304 | 2.858163
50 162111 | 15484 |10.46958 | 9.028601
100 220928 | 12010 |18.39534 | -3.92695
200 425606 | 13017 |32.69617 | -14.4702




¢y =0,0001282565+ 0,0000291 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9941582
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&y =0,0001236643+ 0,0000297 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9933875
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
10 1300 | 3115062 |0.000417 | -0.66299 10 1270 | 3124661 |0.000406 | -4.78795
20 2279 |3166680| 0.00072 | 1.619364 20 2441 13121969 |0.000782 | 10.81045
50 4679 | 3006589 |0.001556 | -1.85621 50 4636 |3008183|0.001541 | -4.54779
100 9326 | 2820961 |0.003306 | 9.199625 100 9140 | 2837666 |0.003221 | 4.285946
200 15995 |2978211|0.005371| -9.9241 200 17036 | 2998781 | 0.005681 | -6.44258
500 44287 |2946538 | 0.01503 | 2.418726 500 445212970588 |0.014987 | 0.091611




¢y =0,0000739111+ 0,0000306 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9892595
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¢y =0,0001338802+ 0,0000294 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9930317

0,0 4

0,0 4

0,0 4

0,0 4

0,0 4
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0 100
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
10 1124 13105627 |0.000362 | -5.87824 10 1340 | 3114738 | 0.00043 | 0.793367
20 2385 |3107450|0.000768 | 13.3332 20 2245 13180834 |0.000706 | -2.73648
50 4593 | 3002095 | 0.00153 | -4.83526 50 4789 |2999544|0.001597 | -0.49688
100 9390 |2815430/0.003335| 6.57781 100 9419 |2807285|0.003355| 9.56867
200 17246 | 3056386 | 0.005643 | -9.00816 200 16012 | 2984505 | 0.005365 | -11.0346
500 455462965621 |0.015358 | -0.10401 500 44884 |2931335|0.015312| 3.25112




¢y =0,0000910031+ 0,0000297 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9917942
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¢y =0,0000827631+ 0,0028017 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9930433

0,7 q

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
10 1165 | 3077344 |0.000379| -3.17505
20 2297 |3159308|0.000727 | 7.079949
50 4575 12986486 |0.001532 | -2.96986
100 9484 |2821080|0.003362 | 10.12896
200 16139|2974279|0.005426 | -10.1821
500 441552955303 |0.014941 | -0.00044

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
1 2837 | 961551 | 0.00295 | 2.354942
2 7751 |1463134|0.005298 | -6.93562
5 15517 | 991843 |0.015645| 11.08862
10 37693 |1493158|0.025244 | -10.1936
20 84434 |1518756|0.055594 | -0.93261
50 182814 |1370079|0.133433| -4.8075
100 3718241307151 (0.284454 | 1.499441
200 760648 | 1257742 |0.604773 | 7.914823




¢y =-0,000029198+ 0,0027431 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9939339

0,7
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¢y =0,0000250519+ 0,0027162 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9931467
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
1 2767 | 985278 {0.002808 | 3.442908 1 2781 | 978961 |0.002841 | 3.663758
2 7897 |1483070|0.005325| -2.41035 2 7993 |1488989|0.005368 | -1.64531
5 17511 |1377375|0.012713| -7.09408 5 17901 [1479479| 0.0121 | -11.0929
10 37154 |1500042|0.024769 | -9.59922 10 37924 |1509527|0.025123 | -7.59867
20 84325 |1513717|0.055707 | 1.593891 20 82573 | 1503177 |0.054932 | 1.073684
50 185646 | 1385242 |0.134017 | -2.26662 50 186181 |1389207 | 0.13402 | -1.33674
100 374066|1299422|0.287871 | 4.954346 100 375664 |1313779|0.285942 | 5.263418
200 769169 | 1258840 | 0.611014 | 11.37824 200 767840|1265621| 0.60669 | 11.67537




¢y =0,0000628535+ 0,0026653 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9930137

0,7
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¢y =0,0000700462+ 0,0027548 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,994818
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
1 2814 | 991127 |0.002839| 4.166086 1 2846 | 975310 [0.002918| 3.3832
2 7804 |1480186|0.005272| -2.2726 2 7726 |1466143| 0.00527 | -5.62722
5 18036 [1531079| 0.01178 | -12.0769 5 16655 (1178104 |0.014137 | 2.127746
10 36651 |1495244|0.024512 | -8.26974 10 36819 |1489012|0.024727 | -10.4941
20 80690 |1486533|0.054281 | 1.710523 20 83926 |1510544| 0.05556 | 0.715242
50 186021 (1386116 | 0.134203 | 0.656737 50 1847141381309 |0.133724 | -2.96658
100 375808 |1314526|0.285889 | 7.239616 100 373281|1316386|0.283565 | 2.909451
200 758141 |1306370|0.580342 | 8.858075 200 761928 |1257541|0.605887 | 9.95665




¢y =0,0000247131+ 0,0027662 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9952315

0,7

50

-0,1 -

100

150

200

ACIDO-5-HIDROXIINDOLACETICO

120

ey =-0,0040717472+ 0,0009913 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9986643

25,0 -

20,0 -

15,0 -

10,0 4
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0,0
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
1 2793 | 977019 | 0.002859 | 2.450387
2 7915 |1480960|0.005345 | -3.84294
5 18246 |128204410.014232 | 2.720322
10 37497 |1506728|0.024886 | -10.1234
20 82333 |1515792|0.054317 | -1.86518
50 187571 (1386989 | 0.135236 | -2.24033
100 374823|1321088|0.283723 | 2.558835
200 765987 |1254730| 0.61048 | 10.34177

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
100 939 | 10112 | 0.09286 | -2.21758
200 2320 | 11486 |0.201985| 3.9326
500 4555 | 9376 |0.485815| -1.1628
1000 8922 | 8673 | 1.02871 | 4.184559
2000 16780 | 8218 |2.041859 | 3.194345
5000 37256 | 7692 |4.843474| -2.19821
10000 82073 | 8519 |9.634112| -2.77228
20000 158186 | 8221 | 19.2417 | -2.92661




ey =-0,0101566228+ 0,0009609 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9972372
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&y =0,0009423813+ 0,0009772 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9947087

20,0 ~

18,0 4

14,0 -
12,0 |
10,0 1
8,0 -
6,0 -
4,0 -

2,0 A

0,0
0

5000

10000

15000

20000

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%) Concentracdo (hmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
100 888 | 10313 |0.086105| 0.178519 100 976 | 10043 |0.097182| -1.5148
200 2199 | 12505 | 0.17585 | -3.21247 200 2575 | 13367 |0.192639 | -1.91557
500 4519 | 8836 |0.511431| 8.562209 500 4817 | 9039 |0.532913| 8.876494
1000 8048 | 8890 |0.905287 | -4.73062 1000 8961 | 8645 |1.036553| 5.977337
2000 15663 | 7827 | 2.00115 | 4.65743 2000 16483 | 8103 |2.034185| 4.034102
5000 38106 | 7948 |4.794414| 0.001463 5000 39032 | 7877 |4.955186| 1.396717
10000 76708 | 8328 |9.210855| -4.03776 10000 77859 | 8706 |8.943143| -8.49161
20000 152617 | 8061 |18.93276| -1.43137 20000 150562 | 8405 |17.91338| -8.34812




¢y =-0,002038986+ 0,0009599 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9950454
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¢y =-0,0003600793+ 0,0009503 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9969106
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%) Concentracdo (hmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
100 900 | 10010 | 0.08991 | -4.20973 100 933 | 10055 | 0.09279 | -1.9786
200 2572 | 13017 |0.197588| 3.9831 200 2328 | 12089 |0.192572| 1.511017
500 4543 | 8716 |0.521225]| 9.024756 500 4715 | 9504 |0.496107 | 4.486369
1000 8747 | 8557 |1.022204 | 6.703097 1000 8883 | 8815 |1.007714| 6.079575
2000 15812 | 8564 |1.846333| -3.72057 2000 15477 | 8683 |1.782448| -6.19759
5000 38820 | 7989 |4.859181 | 1.285975 5000 38436 | 7722 |4.977467| 4.763276
10000 78572 | 8840 |8.888235| -7.38333 10000 79371 | 8644 |9.182207 | -3.37191
20000 153364 | 8473 |18.10032 | -5.70707 20000 153356 | 8517 |18.00587 | -5.26028




¢y =0,0055669457+ 0,0009521 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9981168
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AMK
¢y =-0,0013696477+ 0,0003891 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9905871
0,3 4
*
0,2 -
0,2 -
0,1 -
>
0,1 -
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
100 200 300 400 500
-0,1 -
Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
10 3796 |1493158|0.002542 | 0.537407
20 9901 |1518756|0.006519 | 1.372384
50 23776 |1370079|0.017354 | -3.76052
100 47820 |1307151|0.036583 | -2.45945
200 86651 |1257742|0.068894 | -9.70991
500 2363881071603 |0.220593 | 14.09023

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%)
100 1030 | 10283 |0.100165| -0.6424
200 2336 | 11965 |0.195236 | -0.39431
500 4711 | 9160 |0.514301 | 6.865742
1000 8018 | 8803 |0.910826 | -4.91977
2000 15908 | 8512 |1.868891 | -2.14662
5000 39437 | 7939 |4.967502 | 4.231389
10000 79732 | 8541 |9.335207 | -2.00988
20000 153575| 8145 |18.85513| -1.01061




ey =-0,001216004+ 0,0003879 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9938545
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¢y =-0,0010181702+ 0,0003686 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9895433
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
10 4122 1500042 |0.002748 | 2.189407 10 4171 |1509527|0.002763| 2.585117
20 9619 |1513717|0.006355| -2.41608 20 9280 |1503177|0.006174 | -2.44491
50 24076 1385242 | 0.01738 | -4.11776 50 23614 | 1389207 |0.016998 | -2.2444
100 48556 1299422 |0.037367 | -0.53264 100 41525 |1313779|0.031607 | -11.4882
200 89639 |1258840|0.071208 | -6.64653 200 91551 |1265621|0.072337 | -0.49513
500 231320|1075397|0.215102 | 11.53285 500 225052 |1074830(0.209384 | 14.16277




ey =-0,0010667356+ 0,0003708 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9914524
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ey =-0,0014279467+ 0,0003917 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9906599

0,3 -

0,2 -

0,2 4

0,1 ~

0,1 ~

0,0 :
100

-0,1 -

200

300

400

500

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
10 3973 |1495244|0.002657 | 0.426834 10 3757 [1489012|0.002523| 0.87047
20 9669 |1486533|0.006504 | 2.091857 20 9774 |1510544|0.006471| 0.822866
50 23532 1386116 |0.016977 | -2.67708 50 24017 [1381309|0.017387 | -3.93119
100 41759 |1314526|0.031767 | -11.4507 100 47776 |1316386|0.036293 | -3.69861
200 95200 |1306370|0.072874 | -0.29608 200 88291 |1257541|0.070209 | -8.55605
500 220027 11065483 | 0.206504 | 11.95858 500 239605 | 1075793 |0.222724 | 14.45087




ey =-0,0013529553+ 0,0003898 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9939033
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
10 3945 |1506728|0.002618 | 1.878181
20 9500 |1515792|0.006267 | -2.25364
50 24440 |1386989|0.017621 | -2.64823
100 49387 |1321088|0.037384 | -0.62459
200 88610 |1254730|0.070621 | -7.67865
500 2313321072791 |0.215636 | 11.33331

AFMK
¢y =0,000102803+ 0,0006862 x ; 1/x 2 weighted; R"2 = 0,9942753
0,0 -
0,0 4
0,0 -
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0,0 -
L/
0,0 -
0,0 !
0 10 20 30 40 50
Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
1 1136 | 1479498 |0.000768 | -3.08584
2 2416 | 1546084 |0.001563 | 6.372391
5 5039 |1481685|0.003401 | -3.87482
10 9206 | 1216591 |0.007567 | 8.776494
20 20691 |1516584|0.013643 | -1.33811
50 44889 | 1400090 | 0.032062 | -6.85308




¢y =0,0000630154+ 0,0006912 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9881989
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ey =0,0001072771+ 0,0006816 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9929994
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
1 1061 | 1487466|0.000713 | -5.9204 1 1247 11606417 |0.000776 | -1.85085
2 2514 (1550974 |0.001621 | 12.69542 2 2356 |[1542813|0.001527 | 4.152259
5 4902 | 1470787 |0.003333 | -5.38501 5 4880 |1471964|0.003315| -5.86792
10 9377 |1223417|0.007665 | 9.976606 10 9503 | 1230606 |0.007722 | 11.72146
20 20075|1502613| 0.01336 | -3.81189 20 20514 (1524589 |0.013455| -2.08221
50 45214|1412075| 0.03202 | -7.53319 50 455091417034 | 0.032116 | -6.07865




¢y =0,0001050839+ 0,0006827 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,990408
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ey =0,0000431651+ 0,0006952 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9875074
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
1 1275 |1652130|0.000772 | -2.35138 1 1037 |1477786|0.000702 | -5.27038
2 2391 [1541278|0.001551 | 5.919591 2 2455 | 1548805 |0.001585 | 10.89815
5 4790 |1483987|0.003228 | -8.5189 5 4936 |1477755| 0.00334 | -5.14854
10 9562 | 1231102 |0.007767 | 12.22999 10 9502 | 1209296 |0.007857 | 12.40361
20 21575|1562957|0.013804 | 0.328685 20 20235|1514381|0.013362 | -4.20936
50 44798|1416151|0.031634 | -7.63572 50 449391413411 |0.031795| -8.65492




¢y =0,000034009+ 0,0006877 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9911354
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¢y =0,0000172989+ 0,0000162 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9957019

0,4 -

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
1 1067 | 1527863 |0.000698 | -3.39509
2 2340 |1544785|0.001515 | 7.660673
5 4758 |1465872|0.003246 | -6.59181
10 9446 |1224706|0.007713 | 11.66006
20 19889 |1493380|0.013318 | -3.41645
50 456241409152 |0.032377| -5.9389

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
100 4667 |2812415|0.001659 | 1.365988
200 9285 |2948050| 0.00315 | -3.32591
500 25617 [2921219|0.008769 | 8.049202
1000 41515 | 2830501 |0.014667 | -9.56965
2000 95519 |3034531|0.031477 | -2.90107
5000 251072 ]2936484|0.085501 | 5.5353
10000 4724402971741 |0.158978 | -1.87641
20000 906598 | 2687940 | 0.337284 | 4.094528




¢y =0,0000564414+ 0,0000161 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9961632
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&y =0,0000239047+ 0,0000162 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9958306

0,4

0,4 4

0,3 -

0,3 -

0,2 -

0,2 -

0,1 4

0,1 4

0,0

5000

-0,1 -

10000

15000

20000

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
100 4766 |2812323|0.001695| 1.754224 100 4611 |2807285|0.001643 | -0.08596
200 9374 |2976506|0.003149 | -3.94756 200 9711 |2984505|0.003254 | -0.31169
500 25211 |2933455|0.008594 | 6.060388 500 25192 |2931335|0.008594 | 5.804096
1000 41706 |2838163|0.014695 | -9.07904 1000 40958 |2843185|0.014406 | -11.2236
2000 94652 [3047472|0.031059 | -3.71818 2000 95471 |3057779|0.031222 | -3.70855
5000 2500192916050 |0.085739 | 6.437871 5000 252161 |2937749|0.085835 | 5.939336
10000 4776022979884 |0.160275 | -0.48514 10000 4724252939846 | 0.160697 | -0.81896
20000 893516 | 2689957 | 0.332167 | 3.140047 20000 899987 (2688947 |0.334699 | 3.294682




¢y =0,0000715449+ 0,0000161 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9951472

0 5000

10000

15000

20000
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¢y =0,000035261+ 0,0000166 x ; 1/x*2 weighted; R"2 =0,9958495

0 5000

10000

15000

20000

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
100 4871 |2820961|0.001727 | 2.805689 100 4927 |2821080|0.001746 | 3.086343
200 9150 |2978211|0.003072 | -6.80841 200 9358 |2974279|0.003146 | -6.29374
500 25952 2946538 |0.008808 | 8.522727 500 25783 |2955303|0.008724 | 4.68742
1000 41330 |2832705| 0.01459 | -9.82143 1000 43217 |2833432|0.015253 | -8.32972
2000 96874 |3051782|0.031743 | -1.64014 2000 97903 |3046334|0.032138 | -3.30508
5000 247061 |2910759|0.084879 | 5.350316 5000 249512 12923804 | 0.085338 | 2.774555
10000 4856522968204 |0.163618 | 1.581732 10000 4832002700156 | 0.178953 | 7.781544
20000 8752412698010 0.324402 | 0.723877 20000 889337 (2688059 |0.330847 | -0.35783




¢y =0,0001030132+ 0,0000162 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9969875

0 5000

10000

15000

20000
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MELATONINA
¢y =0,0013084931+ 0,0153031 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9996165
0,9 4
0,8 -
0,7 A
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 A
0,2 -
0,1 -
o0 0 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0
Concentracdo (nmol.L)| Area | Area Pl | Resposta |Desvio(%)
1 16056 | 961551 |0.016698| 0.564782
2 46646 |1463134|0.031881| -0.11048
5 75000 | 991843 |0.075617 | -2.88463
10 229648 1493158 | 0.1538 | -0.35241
20 474159 | 1518756 |0.312202 | 1.578677
50 1062752 1370079 |0.775687 | 1.205398

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
100 4916 |2837666|0.001732| 0.580031
200 9892 |2998781|0.003299| -1.3685
500 25530 2970588 | 0.008594 | 4.830184
1000 41693 2822954 |0.014769| -9.46748
2000 97568 | 3083643 | 0.03164 | -2.66208
5000 2512532926759 |0.085847 | 5.856571
10000 4918642986423 | 0.1647 | 1.603106
20000 882180|2714483| 0.32499 | 0.273781




¢y =0,0009063914+ 0,0152346 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9990917
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&y =0,0008883998+ 0,0151851 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9994177
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Concentracdo (hmol.L)| Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)| | Concentracdo (nmol.L)| Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
1 15920 | 985278 [0.016158| 0.110833 1 15793 | 978961 |0.016132| 0.387946
2 47167 |1483070|0.031804 | 1.404803 2 46782 |1488989|0.031419 | 0.526944
5 101013 |1377375|0.073337 | -4.91259 5 109230 |1479479| 0.07383 | -3.92998
10 231862 | 1500042 | 0.15457 | 0.865101 10 231864 1509527 | 0.1536 | 0.567025
20 467540 [1513717|0.308869 | 1.073359 20 462286 |1503177|0.307539 | 0.970984
50 1071828|1385242|0.773748 | 1.458712 50 1071584 |1389207 | 0.771364 | 1.477818




¢y =0,0010246059+ 0,0151968 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,999204
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&y =0,0008146268+ 0,0153516 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9996609
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Concentracdo (hmol.L)| Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)| | Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
1 16143 | 991127 |0.016288 | 0.435048 1 15738 | 975310 |0.016136 | -0.19424
2 46749 |1480186|0.031583 | 0.542835 2 46840 |1466143|0.031948 | 1.400322
5 112551 [1531079|0.073511 | -4.60321 5 88826 |1178104 |0.075397 | -2.83385
10 232176 |1495244|0.155276 | 1.502766 10 230191 | 1489012 |0.154593| 0.170983
20 456601 |1486533|0.307158 | 0.723089 20 467207 |1510544 (0.309297 | 0.472444
50 1069395 |1386116 | 0.771505| 1.400306 50 1071811 (1381309 |0.775939 | 0.982828




¢y =0,0011749143+ 0,0151491 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9988274

0,9 -
0,8 -
0,7 A
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -

0,1 4

0,0
10

-0,1 -

20

30

40

50

ACIDO-3-INDOLACETICO
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¢y =-0,0002035039+ 0,0000248 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9827155
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Concentracdo (hmol.L)| Area | Area Pl |Resposta |Desvio(%)
1 15976 | 977019 [0.016352| 0.183285
2 47236 |1480960|0.031896 | 1.394185
5 93314 [1282044|0.072785| -5.45918
10 233722 |1506728|0.155119 | 1.619233
20 461677 |1515792|0.304578 | 0.139003
50 1074516 |1386989 | 0.774711| 2.123076

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
50 1527 |1370079| 0.001115 | 6.293403
100 2675 | 1307151 |0.002046 | -9.27665
200 5442 |1257742|0.004327| -8.6632
500 14083|1071603|0.013142 | 7.624981
1000 21364 | 965752 |0.022122 | -9.97933
2000 42167 | 746143 |0.056513 | 14.34839




¢y =-0,0002951624+ 0,000026 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9824329
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¢y =-0,0003510186+ 0,0000261 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9809935
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
50 1481 |1385242|0.001069 | 4.945362 50 1407 1389207 |0.001013 | 4.507785
100 2786 |1299422|0.002144 | -6.1849 100 2787 [1313779|0.002121| -5.2728
200 5489 |1258840| 0.00436 | -10.4707 200 5473 |1265621|0.004324 | -10.4334
500 14654 1075397 | 0.013627 | 7.090446 500 15126 (1074830|0.014073 | 10.52829
1000 21774 | 954510 (0.022812| -11.1274 1000 21524 | 962025 |0.022374| -12.9323
2000 44694 | 751040 |0.059509| 15.00893 2000 44318 | 751587 |0.058966 | 13.63393




&y =-0,0002441389+ 0,0000258 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9817247
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¢y =-0,0003276275+ 0,0000257 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9834537
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
50 1553 1388209 | 0.001119 | 5.647016 50 1410 |1381309|0.001021 | 4.933728
100 2736 [1310272|0.002088 | -9.60252 100 2716 | 1316386 |0.002063 | -6.97074
200 6081 |1314033|0.004628 | -5.58379 200 5386 | 1257541 |0.004283 | -10.2998
500 14665 |1067848|0.013733 | 8.351681 500 151141075793 |0.014049| 11.8817
1000 21216 | 956056 |0.022191 | -13.0414 1000 21774 | 960653 |0.022666 | -10.5313
2000 44018| 750159 |0.058678| 14.19063 2000 42414 | 752172 |0.056389 | 10.34305




¢y =-0,0003723017+ 0,0000266 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9857482
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
50 1383 | 1386989 | 0.000997 | 2.964338
100 2939 |1321088|0.002225 | -2.36905
200 5648 |1254730|0.004501 | -8.38969
500 149211072791 |0.013909 | 7.375054
1000 21818 | 950657 | 0.02295 | -12.3205
2000 44840 | 749515 | 0.059825 | 13.15349
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7.2. Curvas em matriz do teste de seletividade

ACIDO NICOTINICO

ey =-0,0834422322+ 0,0232768 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9862201
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ey =-0,0767519711+ 0,0236851 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9833649

60,0 -

50,0 A

40,0 ~

30,0 A

20,0 -

10,0 -

0,0
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-10,0 -

1000

1500

2000

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta | Desvio(%)
10 3271 | 19839 |0.164877 | 6.681113
20 6485 | 19488 | 0.332769 | -10.5953
50 12992 | 13706 [0.947906| -11.384
100 25952 | 10283 |2.523777| 12.00935
200 48853 | 11965 |4.082992 | -10.5024
500 130833| 10160 [12.87726| 11.36158
1000 195093| 8803 | 22.1621 | -4.43039
2000 422733 | 8512 |49.66318| 6.858811

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area PI|Resposta|Desvio(%)
10 3381 | 18798 | 108.343 | 8.343022
20 6206 | 18792 |85.91876| -14.0812
50 12622 | 12827 |89.57277 | -10.4272
100 25778 | 10043 | 111.6109 | 11.61088
200 50741 | 12367 |88.23453| -11.7655
500 130166| 10039 |110.1349 | 10.13493
1000 194545| 8645 |95.33636 | -4.66364




2000
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110.8491

10.84908

ey =-0,098887579+ 0,0239992 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9853877
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ey =-0,098046316+ 0,0243815 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9858969

50,0 -

40,0 +
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500 1000
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area PI|Resposta | Desvio(%)
Concentracdo (nmol.L) | Area |Area PI|Resposta|Desvio(%) 10 3157 | 19175 |0.164641| 7.740613
10 3224 | 19934 |0.161734 | 8.595828 20 6164 | 18751 |0.328729| -12.4797
20 6181 | 19945 |0.309902 | -14.8326 50 12934 | 13484 |0.959211 | -13.2738
50 13049 | 13476 |0.968314 | -11.0636 100 26194 | 10010 |2.616783| 11.34793
100 26023 | 10052 |2.588838 | 11.9923 200 51272 | 11217 |4.570919 | -4.25188
200 52122 | 11971 |4.354022 | -7.22795 500 133492| 9716 | 13.7394 | 13.50774
500 130488| 9933 |13.13682| 10.30121 1000 197039| 8557 |23.02664 | -5.15476
1000 198302| 8681 |22.84322| -4.4047 2000 427467 | 8564 |49.91441| 2.562302
2000 427232 | 8363 |[51.08597 | 6.638683




¢y =-0,0918265055+ 0,0232514 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9818971
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ey =-0,0921285361+ 0,0239112 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9826719

60,0 4

40,0 4

30,0 4

20,0 4

10,0 -

0,0

-10,0 -

1000

1500

2000

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area PI|Resposta|Desvio(%)
10 3175 | 19504 |0.162787 | 9.504643 10 3263 | 19627 |0.166251 | 8.057776
20 6161 | 20218 [0.304728| -14.7245 20 5924 | 18020 |0.328746| -11.9922
50 12789 | 13893 |0.920536 | -12.9203 50 12552 | 13519 |0.928471 | -14.6342
100 25779 | 10684 | 2.41286 | 7.721981 100 26423 | 10248 |2.578357 | 11.68345
200 51137 | 12972 |3.942106 | -13.254 200 52366 | 12636 |4.144191| -11.4156
500 132421| 10082 | 13.1344 | 13.76712 500 131866 9855 |13.38062| 12.68985
1000 194222 8264 |23.50218| 1.47348 1000 198300| 8568 |23.14426| -2.82217
2000 422789 | 8400 [50.33202 | 8.431859 2000 424098| 8193 |51.76346 | 8.433674




ACIDO QUINOLINICO

¢y =0,0143877758+ 0,0010419 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9916558
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¢y =0,0064006302+ 0,0010588 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9916788

6,0 4
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1,0 4

0,0
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl|Resposta |Desvio(%)
100 1013 | 8369 |0,121042| 2,365068
200 2032 | 9296 |0,218589| -2,00554
500 5744 | 11256 |0,510306| -4,8051
1000 9244 | 9744 10,948686 | -10,3274
2000 22861 | 9797 |2,333469 | 11,29099
5000 45722 | 8458 | 5,40577 | 3,491351

Concentracdo (hmol.L) | Area |Area PI|Resposta | Desvio(%)
100 942 8491 |0,110941 | -1,26524
200 2114 | 9302 (0,227263]| 4,298415
500 5623 | 10678 |0,526597 | -1,73855
1000 8959 | 9423 |0,950759| -10,8086
2000 22857 | 9648 |2,369092| 11,57402
5000 45714 | 8808 |5,190054 | -2,08436




¢y =0,0156822572+ 0,0010343 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9930037
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¢y =0,0238616747+0,0010451 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9998105

50 4
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%)
100 988 8475 |0,116578| -2,45005 100 1067 | 8276 |0,128927| 0,531378
200 2209 | 9326 |0,236865| 6,923727 200 2106 | 9096 | 0,23153 | -0,64651
500 5637 | 10640 |0,529793| -0,58765 500 5824 | 10719 |0,543334| -0,58892
1000 8949 | 9672 |0,925248| -12,0598 1000 9161 | 8704 |1,052505| -1,57469
2000 22077 | 10123 |2,180875 | 4,669486 2000 22531 | 10563 |2,133011| 0,906601
5000 44154 | 8227 |5,366962 | 3,476364 5000 45062 | 8467 |5,322074| 1,391489




¢y =0,0281220013+ 0,0010318 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9979264
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¢y =0,0160090388+ 0,0010666 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9971649
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Concentracdo (hmol.L) | Area |Area PI|Resposta | Desvio(%) Concentracdo (hmol.L) | Area |Area PI|Resposta|Desvio(%)
100 1069 | 8351 |0,128009| -3,19188 100 1004 | 8257 |0,121594| -1,0081
200 2238 | 8972 |0,249443| 7,249811 200 2063 | 8629 |0,239078]| 4,569891
500 5870 | 10883 |0,539373| -0,90108 500 5607 | 10983 |0,510516| -7,2741
1000 8846 | 8529 |1,037167| -2,20534 1000 8903 | 8248 |1,079413| -0,29963
2000 21599 | 10384 |2,080027 | -0,56673 2000 22446 | 10008 |2,242806| 4,38762
5000 43198 | 8361 |5,166607 | -0,39766 5000 44892 | 8423 |5,329693| -0,36221




SEROTONINA

¢y =0,5350143628+0,1190068 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,991448
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¢y =0,5015322134+ 0,1163789 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9901016
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta | Desvio(%)
10 25473 | 15430 |1,650875| -1,24132
20 53170 | 19421 |2,737758 | -3,92477
50 82637 | 11613 |7,115905 | 13,66961
100 115422 | 8809 [13,10274| 8,277391
200 225784 | 9945 |22,70327| -4,61443
500 564507 | 9672 |58,36507 | -0,56008
1000 1034556 | 10008 |103,3729| -11,6065

Concentracdo (nmol.L)| Area |Area Pl|Resposta|Desvio(%)
10 25445 | 15280 |1,665249| -5,02775
20 49580 | 15654 |3,167242| 10,59146
50 85890 | 13819 |6,215356 | -4,53753
100 112767 | 8491 |13,28077| 7,101052
200 224443 | 9302 |24,12847| -0,87351
500 560538 | 8932 |62,75616 | 4,567375
1000 1017614 | 9648 |105,4741| -11,8209




¢y =0,5118440876+ 0,1148907 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9915366
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&y =0,458249933+ 0,1231584 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9870523

120,0 4

100,0 4

40,0 4

0 200

400

600

800

1000

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area PI|Resposta |Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area PI|Resposta | Desvio(%)
10 26311 | 15741 |1,671495]| 0,935127 10 25679 | 15311 | 1,67716 | -1,02906
20 52486 | 19815 |2,648801 | -7,00042 20 52183 | 18664 |2,795917 | -5,09509
50 86535 | 12826 |6,746842 | 8,537911 50 86222 | 11581 |7,445126| 13,46162
100 120003 | 8997 |13,33811| 11,63888 100 120003 | 8597 |13,95871| 9,618642
200 227007 | 10057 |22,57204 | -3,99486 200 225093 | 8629 |26,08564 | 4,042402
500 561118 | 9735 |57,63924 | -0,55349 500 562644 | 9744 |57,74261| -6,9745
1000 1020449 | 9773 |104,4151| -9,56337 1000 1022824 | 9618 |106,3448| -14,0241




¢y =0,579851301+ 0,1184677 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9900673
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&y =0,5354234557+0,1161112 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9862641

120,0 4

100,0 4
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area PI|Resposta |Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area PI|Resposta | Desvio(%)
10 25461 | 15167 | 1,67871 | -7,244 10 25935 | 15361 |1,688367| -0,70353
20 47702 | 14749 |3,234253| 12,03062 20 52967 | 19338 |2,739011 | -5,10873
50 84389 | 12638 |6,677401 | 2,940298 50 84150 | 12011 |7,006078| 11,45616
100 113847 | 8475 |13,43327 | 8,497278 100 114848 | 8351 | 13,7526 | 13,83209
200 226599 | 9326 |24,29756| 0,101985 200 226072 | 10085 |22,41666| -5,77466
500 565157 | 9951 |56,79399| -5,09795 500 561686 | 9500 |59,12484| 0,919496
1000 1016849| 9616 |105,7455| -11,2284 1000 1034975| 10384 |99,67017 | -14,6209




QUINURAMINA

&y =-0,0375891465+ 0,2852682 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9906296
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&y =-0,0264612978+ 0,284353 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9938918
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta | Desvio(%)
1 4837 | 20422 |0,236852| -3,79525
2 11422 | 19117 |0,597479| 11,31066
5 24953 | 20097 |1,241628| -10,3148
10 51849 | 18513 | 2,800681 | -0,50522
20 91489 | 15654 |5,844449 | 3,096627
50 183019 | 11658 | 15,699 | 10,32841
100 214811 | 8519 |25,21552| -11,4759
200 513228 | 8881 |57,78944 | 1,355544

Concentracdo (hmol.L) | Area |Area PI|Resposta | Desvio(%)
1 4921 | 19499 |0,252372| -1,94117
2 11269 | 19376 |0,581596 | 6,919408
5 25378 | 19913 |1,274444 | -8,50069
10 51203 | 18754 |2,730244 | -3,05341
20 90893 | 14749 |6,162655| 8,828048
50 182131 | 12042 |15,12465| 6,56549
100 215483 | 8276 | 26,0371 | -8,34084
200 514587 | 9096 |56,57289| -0,47696




&y =-0,0369513237+ 0,2909816 X ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9919288
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¢y =-0,0261850711+ 0,2870075 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9899309
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%)
1 4838 | 19937 |0,242664 | -3,90605 1 4773 | 19203 |0,248555| -4,27428
2 11737 | 19182 |0,611876 | 11,48936 2 11851 | 19279 | 0,61471 | 11,65133
5 25107 | 19445 | 1,29118 | -8,71371 5 24766 | 19033 |1,301214| -7,50076
10 51540 | 18656 | 2,76265 | -3,78768 10 51273 | 19125 |2,680941| -5,67751
20 90482 | 15056 |6,009697 | 3,900873 20 71193 | 11371 |6,260927 | 9,528706
50 183348 | 11613 |15,78817 | 8,770587 50 182757 | 11826 |15,45383| 7,871854
100 216498 | 8257 |26,21993| -9,76445 100 214968 | 8508 |25,26657| -11,8742
200 511956 | 8629 | 59,3297 | 2,011009 200 509858 | 8862 |57,53306| 0,274814




oy =-0,0462598403+ 0,2986091 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9865319
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¢y =-0,0436053162+ 0,2959372 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9875883
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%)
1 4633 | 19386 |0,238987 | -4,47487 1 4612 | 19414 |0,237561 | -4,99138
2 11751 | 18792 |0,625319 | 12,45122 2 11947 | 19239 |0,620978 | 12,28456
5 24996 | 19022 |1,314057 | -8,88977 5 25079 | 18933 |1,324618| -7,53283
10 51665 | 18971 |2,723367 | -7,24907 10 51122 | 18090 |2,825981 | -3,03394
20 70410 | 10224 |6,886737 | 16,08817 20 70333 | 10555 |6,663477| 13,31935
50 183762 | 11968 |15,35445| 3,149603 50 183328 | 11581 |15,83007 | 7,277299
100 215472 | 8213 |26,23548| -11,9861 100 212626 | 8288 |25,65468| -13,163
200 512829 | 8516 |60,21947| 0,910738 200 514953 | 9085 |56,68167| -4,15994




TRIPTOFANO

&y =-0,0000254463+ 0,0000404 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9949166
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¢y =-0,0001945842+ 0,00004 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9935685

2,5 4
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
200 24161 |2989682|0,008081 | 0,333017
500 62633 | 3110379|0,020137| -0,18703
1000 129231 | 3119506 | 0,041427 | 2,60445
2000 235156 | 3131195|0,075101| -7,02168
5000 555094 | 30537460,181775]| -9,99989
10000 978078 | 2222984 |0,439984 | 8,913297
20000 2021628 | 2355734 |0,858173 | 6,212715
50000 5054070 | 2533725 1,994719| -1,25026

Concentracdo (hmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
200 23652 |2984827|0,007924 | 1,483269
500 61804 |3115002|0,019841 | 0,176709
1000 120314 | 3114721 |0,038628 | -2,9447
2000 230976 [3134731|0,073683 | -7,65317
5000 551948 |3053031|0,180787 | -9,50926
10000 978199 |2222207|0,440193 | 10,09679
20000 2017063 | 2305445 |0,874913 | 9,388405
50000 5042658 | 2534968 | 1,989239 | -0,52832




¢y =-0,0000029124+ 0,0000401 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9938033
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¢y =0,0000794801+ 0,0000394 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9920103

2,5 4
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)| | Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
200 24165 |2968562| 0,00814 | 1,536377 200 23974 |2961277|0,008096 | 1,730349
500 62296 |3097142|0,020114 | 0,333866 500 61412 |31090800,019752| -0,13712
1000 120039 | 3135677|0,038282 | -4,52719 1000 121547 |3133841|0,038785| -1,76185
2000 236923 | 3137697|0,075509 | -5,84604 2000 214555 | 3133364 |0,068474 | -13,2045
5000 549744 | 3030398 | 0,18141 | -9,51983 5000 558265 |3041438|0,183553 | -6,86625
10000 978866 |2232765| 0,43841 | 9,329847 10000 958554 |2187286|0,438239| 11,208
20000 2002994 | 2268986 | 0,882771| 10,0715 20000 1986967 | 2311752 | 0,859507 | 9,064405
50000 5007485 | 2522910 1,984805| -1,00707 50000 4967418|2517325|1,973292| 0,163076




¢y =-0,0000622041+ 0,0000399 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9944531
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¢y =-0,0002466088+ 0,0000403 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9941079

2,5 4
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)| | Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
200 24020 |2991945)0,008028| 1,383791 200 23570 |2989410|0,007884| 0,88223
500 62365 | 3115352 |0,020019 | 0,655683 500 62687 |3118273|0,020103| 0,991184
1000 120588 | 3142465|0,038374 | -3,66942 1000 122166 | 3118242 |0,039178| -2,17257
2000 233180 | 3119939|0,074739| -6,26461 2000 232781 |3134003|0,074276| -7,54027
5000 555253 | 3057259/0,181618 | -8,93227 5000 553997 | 3033504 |0,182626 | -9,24431
10000 977852 | 2233092|0,437891 | 9,762832 10000 983376 | 2232636 |0,440455 | 9,355272
20000 2014641 | 2327522|0,865573 | 8,475633 20000 2011215 /2288662 |0,878773 | 9,059539
50000 5036603 | 2536877 | 1,985355| -0,48032 50000 5028038 | 2530132 |1,987263 | -1,36429




ACIDO XANTURENICO

¢y =0,000148287+ 0,0000176 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9860236
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ey =0,0001085236+ 0,0000173 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9865131
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
20 1413 |2895526|0,000488 | -3,49227
50 3341 |2979591|0,001121 | 10,56907
100 5257 |2941559|0,001787 | -6,88292
200 11425 [2989682|0,003821| 4,35198
500 30425 |3110379|0,009782 | 9,471353
1000 47454 | 3119506 |0,015212 | -14,4106

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
20 1244 |2796513|0,000445 | -2,79882
50 3177 |3001907|0,001058 | 9,803896
100 4962 |2926457|0,001696 | -8,26346
200 10946 |2984827|0,003667 | 2,852329
500 30278 | 3115002 | 0,00972 | 11,116
1000 47267 |3114721|0,015175| -12,9085




ey =0,0001378875+ 0,0000166 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9918816
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¢y =0,000046122+ 0,0000177 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9840882
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
20 1323 |2812173| 0,00047 | 0,170843 20 1136 |2801937|0,000405| 1,500508
50 2825 |3004695| 0,00094 | -3,33641 50 2520 |2997593|0,000841| -10,2201
100 5315 |2940816|0,001807 | 0,568313 100 6079 |2928289|0,002076| 14,6799
200 11294 2981277 |0,003788| 9,95247 200 10222 |2980868|0,003429 | -4,43275
500 27397 | 3108956 |0,008812 | 4,510789 500 29963 | 3071018 |0,009757 | 9,724041
1000 45906 (3122794 | 0,0147 | -12,2746 1000 49505 |3133359|0,015799| -10,9988




¢y =0,000128656+ 0,0000176 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9903153
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ey =0,0001191747+ 0,0000165 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9887836
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)

20 1369 |2886535|0,000474 | -1,81389 20 1216 |2787501|0,000436 | -3,92173

50 3036 |2996410|0,001013| 0,517784 50 3172 |2985247|0,001063 | 14,34956

100 5980 |2927310|0,002043 | 8,759949 100 4820 |2908100|0,001657 | -6,77182

200 11141 |2991945|0,003724 | 2,130929 200 10154 |2989410|0,003397 | -0,68236

500 29501 | 3115352 | 0,00947 | 6,14659 500 27977 | 3118273|0,008972| 7,306408

1000 47591 |3142465|0,015144 | -14,6828 1000 47441 | 3118242|0,015214 | -8,51608




157

ey =-0,0411903838+ 0,2617682 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9932064
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TRIPTAMINA
¢y =-0,0434360564+ 0,2558602 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9933618
60,0 -
50,0 - [ 4
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30,0 - .
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10,0 4
0,0 : : : ‘
0 50 100 150 200
Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta | Desvio(%)
1 4117 | 19499 | 0,211139 | -0,50227
2 9617 | 19376 |0,496336| 5,481769
5 22467 | 19913 |1,128258 | -8,41139
10 43411 | 18754 | 2,31476 | -7,83265
20 76189 | 14749 |5,165706| 1,796649
50 156267 | 12042 |12,97683| 1,776417
100 266887 | 9276 |28,77178]| 12,62093
200 442121 | 9096 |48,60609 | -4,92948

Concentracdo (hmol.L) | Area |Area PI|Resposta | Desvio(%)
1 4270 | 19937 |0,214175| -2,44612
2 10233 | 19182 |0,533469 | 9,764911
5 22440 | 19445 |1,154024 | -8,68146
10 44440 | 18656 |2,382075| -7,42703
20 76391 | 15056 |5,073791| -2,29941
50 156672 | 11613 |13,49109 | 3,391305
100 266818 | 9257 |28,82338| 10,26766
200 439795| 8629 |50,96709| -2,56976




ey =-0,0400135223+ 0,2649692 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,991339
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ey =-0,0540241293+ 0,2679732 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,991181
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%)
1 4278 | 19386 |0,220675 | Deviation 1 4053 | 19414 |0,208767 | -1,93385
2 10041 | 18792 |0,534323| -1,61565 2 10011 | 19239 |0,520349 | 7,169937
5 22072 | 19022 |1,160341| 8,378 5 22396 | 18933 |1,182908| -7,68239
10 43844 | 18971 | 2,311106 | -9,3967 10 43923 | 18090 |2,428027 | -7,37691
20 69242 | 12224 |5,664431| -11,2682 20 68654 | 11555 |5,941497| 11,86793
50 154680 | 11968 |12,92447 | 7,643533 50 154617 | 11581 |13,35092 | 0,046898
100 268883 | 9213 |29,18517| -2,1435 100 267879 | 9288 |28,84141| 7,829561
200 442407 | 8516 |51,95009 | 10,29654 200 438109 | 9085 |48,22334| -9,92129




&y =-0,0459469224+ 0,2630135 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9878745
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&y =-0,0445144965+ 0,2639998 x ; 1/x"2 weighted; R"2 =0,9918021
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%)
1 4278 | 20488 |0,208805| -3,14106 1 4186 | 19203 |0,217987| -0,56763
2 10102 | 18735 |0,539205| 11,23985 2 9806 | 19279 |0,508636 | 4,763495
5 22179 | 19508 |1,136918| -10,0529 5 22329 | 19033 |1,173173| -7,75088
10 43781 | 19134 |2,288126| -11,2565 10 44705 | 19125 |2,337516| -9,77149
20 71084 | 12100 |5,874711| 12,55425 20 67836 | 11371 |5,965702| 13,82995
50 155577 | 12011 | 12,95288| -1,15471 50 155175| 11826 |13,12151| -0,2573
100 267004 | 9351 |28,55352 | 8,737653 100 264690 | 9508 |27,83866 | 5,618173
200 438849 | 8972 |48,91317| -6,9266 200 440079 | 8862 |49,65911| -5,86428




KA

¢y =0,000085152+ 0,0000307 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9949467
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¢y =0,0000782322+ 0,0000298 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9950919
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
10 1159 |2966077|0,000391 | 4,872349
20 1706 |2787501|0,000612| -10,4387
50 4651 |2985247|0,001558| -0,68706
100 9016 |2929846|0,003077 | 0,639685
200 18888 | 2968562 | 0,006363 | 5,443698
500 46239 [3097142| 0,01493 | -0,32659

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
10 1112 |2938164|0,000378 | -4,45746
20 2224 2895526 |0,000768 | 11,2263
50 4615 [2979591/0,001549 | -4,64376
100 9265 |2941559| 0,00315 | -0,1779
200 18556 |2989682 |0,006207 | -0,30084
500 47487 [3110379|0,015267 | -1,09369




¢y =0,0001401937+ 0,0000295 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9996832

0,0 4

0,0 4

0,0 4

0,0

0,0

0,0 4

0,0 4

0,0

0,0 !
0 100

200

300

400

500

161

¢y =0,0000779827+ 0,0000307 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9991961
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
10 1288 |2943426|0,000438 | 0,810712 10 1154 |2994347|0,000385| 0,133616
20 2059 |2855210|0,000721| -1,5349 20 1922 |2801937|0,000686 | -0,98187
50 4804 |2996237|0,001603| -0,80334 50 4846 |2997593|0,001617 | 0,237635
100 8971 |2926457|0,003065| -0,8377 100 0339 |2928289|0,003189| 1,343704
200 18461 |2984827|0,006185 | 2,453464 200 19059 |2980868|0,006394 | 2,86307
500 46216 | 3115002 |0,014837 | -0,36343 500 45516 |3071018|0,014821 | -3,95335




¢y =0,0001376897+ 0,0000288 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9962593
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¢y =0,0001058927+ 0,0000298 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9978897
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
10 1261 |2934038| 0,00043 | 1,421319 10 1222 2971034 |0,000411 | 2,487215
20 2045 |2886535|0,000708| -0,9076 20 1897 |2812173|0,000675| -4,5848
50 4373 [2996410|0,001459 | -8,21365 50 4642 |3004695|0,001545| -3,42129
100 9109 |2927310|0,003112 | 3,265309 100 9295 |2940816|0,003161| 2,509889
200 18724 2991945 0,006258 | 6,257755 200 18912 |2981277|0,006344 | 4,659356
500 44361 |3115352|0,014239| -2,07088 500 45827 3108956 | 0,01474 | -1,78238




DMT

¢y =-0,0007908619+ 0,0028697 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9948824

0,7 q
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¢y =-0,0007195455+ 0,0028639 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9939373

0,7 1

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
1 3015 |1495549|0,002016 | -2,19033
2 8450 |1567358|0,005391 | 7,713348
5 19312 1504968 |0,012832 | -5,05608
10 38061 | 1457454 |0,026115 | -6,24253
20 79078 [1393732|0,056738 | 0,235518
50 185340 |140274410,132127 | -7,36481
100 405706 | 1312258 |0,309166 | 8,010315
200 7657871273681 |0,601239 | 4,894258

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
1 3129 |1511621| 0,00207 | -2,59755
2 8662 |1561425)|0,005547 | 9,414473
5 18917 |1504518|0,012573| -7,16849
10 38302 | 1469258|0,026069 | -6,46152
20 77912 |1380921| 0,05642 | -0,24117
50 186974 |1399485|0,133602 | -6,19676
100 402197 | 1297757|0,309917 | 8,46628
200 769094 | 1282835 | 0,599527 | 4,795275




&y =-0,0007733076+ 0,002882 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9938338
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-0,1 -
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oy =-0,000674989+ 0,0028827 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9950197

0,7 1

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
1 3074 |1510077|-2,53416 | 0,002036 1 3229 |1497819|0,002156| -1,80074
2 8774 |1588512|9,242118| 0,005523 2 8710 |1583500| 0,0055 | 7,112474
5 19214 |1522766| -7,07054 | 0,012618 5 19775 |1525516|0,012963 | -5,38165
10 38526 |1482547|-7,14897 | 0,025986 10 38768 |1477003|0,026248 | -6,60584
20 76347 |1324645|1,334363 | 0,057636 20 75684 |1327509 |0,057012| 0,057293
50 188762 | 1410063 | -6,56413 | 0,133868 50 189165 |1411700|0,133998 | -6,56468
100 400218 1284270 | 8,398348 | 0,311631 100 406284 (1301366 |0,312198 | 8,53474
200 765363 | 1274256 | 4,338741 | 0,600635 200 772619 /1282071 |0,602634 | 4,642963




&y =-0,0007321052+ 0,0028796 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,993331
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&y =-0,0007293027+ 0,0028922 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9946265

0,7 1

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
1 3096 |1495957| 0,00207 | -2,70581 1 3164 |1503365|0,002105| -2,01526
2 8659 |1551104 |0,005582 | 9,643364 2 8679 |1574156|0,005513| 7,923612
5 19151 |{1509802|0,012684 | -6,81657 5 19326 |1518337|0,012728 | -6,93796
10 37996 |1461563|0,025997 | -7,17832 10 38848 | 1473264 |0,026369 | -6,30674
20 78828 1390263 | 0,0567 | -0,27752 20 77600 | 1329293|0,058377 | 2,182075
50 186290 | 1395583 |0,133485 | -6,78043 50 187603 | 1399688 0,134032 | -6,81051
100 408086 | 1299734 | 0,313977 | 9,289018 100 4021871291748 0,311351 | 7,904114
200 768819 |1274906| 0,60304 | 4,836064 200 768906 | 1278926 |0,601212 | 4,062923




HIAA

¢y =0,0055492514+ 0,0009591 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9937429
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¢y =-0,0071187686+ 0,0009684 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9924505

20,0 ~
18,0 -
16,0 -
14,0 -
12,0 ~
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10000

15000
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta | Desvio(%)
100 829 8257 | 0,1004 | -1,10478
200 1691 | 8629 |0,195967 | -0,73098
500 5599 | 10983 |0,509788 | 5,148285
1000 8186 | 8248 |0,992483| 2,902072
2000 19436 | 10008 |1,942046| 0,953869
5000 44361 | 8423 |5,266651 | 9,709135
10000 71277 | 7666 |9,297809| -3,1148
20000 128619 | 7776 |16,54051| -13,7996

Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta | Desvio(%)
100 744 8508 |0,087447| -2,34833
200 1676 | 8862 |0,189122| 1,322213
500 5622 | 11201 |0,501919| 5,129748
1000 8911 | 8642 |1,031127 | 7,212497
2000 19144 | 10216 |1,873923| -2,87887
5000 43130 | 8097 |5,326664 | 10,15661
10000 69295 | 7566 |9,158736| -5,35052
20000 130467 | 7768 |16,79544 | -13,2458




oy =-0,0065145905+ 0,0009631 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9920893
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¢y =0,0063550904+ 0,0009497 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9941161
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10000
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%)
100 727 8288 |0,087717| -2,15785 100 853 8276 |0,103069 | 1,836396
200 1673 | 9085 | 0,18415 | -1,01532 200 1648 | 9096 |0,181179| -7,95859
500 5704 | 10943 |0,521246| 9,596314 500 5587 | 10719 |0,521224 | 8,427694
1000 8861 | 8375 | 1,05803 | 10,53312 1000 8893 | 8704 |1,021714| 6,913664
2000 18625 | 10352 |1,799169 | -6,25668 2000 18993 | 10563 |1,798069 | -5,66949
5000 44489 | 8790 | 5,06132 | 5,240043 5000 42907 | 8467 |5,067556| 6,585265
10000 69955 | 7652 |9,142054 | -5,00915 10000 69534 | 7704 |9,025701| -5,02953
20000 135242 | 7888 |17,14528| -10,9553 20000 134079 | 7434 |18,03592| -5,0776




¢y =-0,0015066407+ 0,0009445 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9937366
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oy =-0,0024196085+ 0,0009438 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9944885
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Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area |Area Pl |Resposta|Desvio(%)
100 769 8351 |0,092085| -0,90903 100 761 8519 | 0,08933 | -2,7873
200 1667 | 8972 | 0,1858 | -0,84335 200 1724 | 8881 [0,194122| 4,122638
500 5445 | 10883 |0,500322| 6,26326 500 5548 | 11271 |0,492237| 4,822276
1000 8135 | 8529 |0,953805| 1,144659 1000 8180 | 8672 |0,943266| 0,199755
2000 18868 | 10384 |1,817026 | -3,7304 2000 18510 | 10742 |1,723143| -8,58432
5000 44486 | 8361 |5,320655| 12,69798 5000 43203 | 8249 |5,237362| 11,03585
10000 67724 | 7568 |8,948732| -5,23835 10000 68913 | 7469 |9,226536| -2,21492
20000 133737 | 7812 |17,11943| -9,36507 20000 139182 | 7897 |17,62467| -6,61641




169

&y =-0,0009266152+ 0,0003968 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9892987
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AMK
¢y =-0,0011044043+ 0,0003735 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9910885
0,3 ~
0,2 +
0,2 4
0,1 4
*
0,1 A
*
0,0 : : : : ‘
D 100 200 300 400 500
_0,1,
Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
10 3979 |1494314|0,002663 | 0,861167
20 9472 [1472996| 0,00643 | 0,86795
50 23874 |1383209| 0,01726 | -1,66389
100 41464 |1312195|0,031599 | -12,4408
200 98143 |1326379|0,073993 | 0,532241
500 2234291076008 | 0,207646 | 11,78079

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
10 3869 |1209296|0,003199 | 3,981787
20 0688 |1514381|0,006397 | -7,71234
50 27804 |1413411|0,019672| 3,82145
100 40891 |1184346|0,034526| -10,6531
200 99815 1296563 |0,076984 | -1,82596
500 259490 | 1169281 | 0,221923 | 12,32325




ey =-0,0009288555+ 0,0004013 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9882597
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ey =-0,0009045347+ 0,0004081 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9908214
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
10 3958 |1224706|0,003232| 3,67933 10 4078 |1230546|0,003314 | 3,369537
20 9678 |1493380|0,006481| -7,68183 20 10281 |1539935|0,006676 | -7,12092
50 28699 |1409152|0,020366 | 6,130101 50 29071 | 1408677 |0,020637 | 5,570345
100 40242 |1176926|0,034192 | -12,4811 100 41196 |1153181|0,035724| -10,2467
200 102994 |1310721|0,078578 | -0,93822 200 104162 |1314645|0,079232 | -1,81748
500 261216 | 1174821 |0,222345| 11,27546 500 264043 | 1178036 | 0,224138 | 10,28809




oy =-0,0010417974+ 0,0003973 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9914856
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ey =-0,0009568366+ 0,0003974 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9888335
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
10 3741 |1216591|0,003075]| 3,619008 10 3913 |1223417|0,003198| 4,561034
20 9611 |1516584|0,006337 | -7,13484 20 9479 |1502613|0,006308| -8,59108
50 27377 |1400090|0,019554 | 3,677525 50 27557 |1412075|0,019515| 3,030141
100 41854 1189383 | 0,03519 | -8,80576 100 40525 | 1176574 |0,034443| -10,9208
200 99676 |1303544|0,076465| -2,4576 200 102054 | 1304364 | 0,07824 | -0,35573
500 258745|1177718| 0,2197 | 11,12112 500 2610371174861 |0,222185| 12,30109




AFMK

¢y =0,0001301143+ 0,000701 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9973347
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¢y =0,000106491+ 0,0007108 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9968182
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
1 1211 |1511621|0,000801| -2,2741
2 2513 |1561425|0,001609 | 5,721462
5 5240 |1504518|0,003483| -4,99854
10 11206 |1469258|0,007627 | 5,803153
20 19282 |1380921|0,013963 | -2,52776
50 49040 |[1399485)|0,035041| -1,70239

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
1 1236 |1495549|0,000826 | -0,66504
2 2450 |1567358|0,001563| 2,21296
5 5199 |1504968|0,003455| -5,15138
10 11133 |1457454|0,007639 | 7,111964
20 19378 |1393732|0,013904 | -1,75775
50 48487 |1402744|0,034566 | -1,75262




&y =0,0000843027+ 0,0007151 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9954558
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ey =0,0001236421+ 0,0007084 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9969211
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
1 1181 |1510077|0,000782 | -2,42251 1 1229 |1497819|0,000821 | -1,62559
2 2530 |1588512|0,001593 | 5,466564 2 2540 | 1583500 |0,001604 | 4,488961
5 5317 |1522766 |0,003492| -4,70229 5 5280 |1525516|0,003461| -5,77409
10 11607 |1482547|0,007829 | 8,303613 10 11291 |1477003|0,007645| 6,167308
20 18641 |1324645|0,014072 | -2,19447 20 18897 |1327509|0,014235 | -0,40027
50 48295 (1410063 | 0,03425 | -4,4443 50 48755 |1411700|0,034536 | -2,84378




¢y =0,0001333835+ 0,0006959 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9969996
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¢y =0,0001734455+ 0,0006964 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9969572
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
1 1251 |1495957|0,000836 | 1,001653 1 1288 |1503365|0,000857 | -1,88122
2 2342 | 1551104 | 0,00151 | -1,09866 2 2577 |1574156|0,001637 | 5,084879
5 5154 |1509802 |0,003414| -5,7247 5 5258 |1518337|0,003463| -5,52689
10 11168 |1461563|0,007641 | 7,885492 10 11114 | 1473264 |0,007544 | 5,834986
20 19235 |{1390263|0,013836 | -1,55103 20 18288 |1329293|0,013758 | -2,4681
50 48510 1395583 | 0,03476 | -0,48489 50 48463 | 1399688 |0,034624 | -1,0606




AA

¢y =0,0000867429+ 0,0000163 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9962679

04 -
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¢y =0,0001074756+ 0,000016 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9948695

Concentracdo (nmol.L)| Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
100 4925 |2832758|0,001739| 1,340209
200 9783 |3022575|0,003237 | -3,37726
500 26236 |2960108|0,008863 | 7,686469
1000 41722 |2814424|0,014824 | -9,58525
2000 97453 |3052432|0,031926 | -2,33251
5000 248384 2928878 | 0,084805 | 3,948992
10000 487841|3002421|0,162483 | -0,37067
20000 916878|2714923|0,337718 | 3,567829

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
100 4727 |2815430|0,001679| -1,7821
200 10524 | 3056386 |0,003443 | 4,243963
500 25672 | 2965621 |0,008657 | 6,863234
1000 40278 |2818817|0,014289 | -11,3656
2000 92168 | 3058488 |0,030135| -6,16351
5000 2467272936411 |0,084023 | 4,894805
10000 490262 | 3012988 |0,162716 | 1,630461
20000 901110 | 2723240 |0,330896 | 3,371503




¢y =0,0000750661+ 0,0000162 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9978774

176

¢y =0,0001765039+ 0,0000165 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9920631

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
100 4726 |2823481|0,001674 | -1,31146 100 5166 |2861058|0,001806| -1,26534
200 10474 |3080661| 0,0034 | 2,618938 200 10861 |3042298| 0,00357 | 2,833176
500 25559 |2989110|0,008551 | 4,637526 500 28864 |3143649|0,009182| 9,15373
1000 42004 2803891 |0,014981 | -7,99046 1000 42708 |2913458|0,014659| -12,2281
2000 97927 |3058483|0,032018| -1,4102 2000 95317 | 3107086 |0,030677 | -7,57335
5000 246364 | 2925115 |0,084224 | 3,887199 5000 257211 13104827 |0,082842 | 0,200961
10000 489982 | 3046022 | 0,16086 | -0,75026 10000 503374 | 3059542 |0,164526 | -0,39429
20000 8947332736998 | 0,326903 | 0,872835 20000 829834 | 2261822 |0,366887 | 11,12451




¢y =0,0001788755+ 0,0000164 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9924733

177

¢y =0,0002146961+ 0,0000163 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9913433

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
100 5094 |2831333|0,001799| -1,20262 100 5109 |2830816|0,001805| -2,44884
200 10945 |3029924|0,003612 | 4,677631 200 11245 | 3054305 |0,003682 | 6,349463
500 26709 | 3114787 |0,008575 | 2,390594 500 26822 |3092413|0,008673| 3,788829
1000 42609 [2990316|0,014249| -14,2066 1000 40915 |2861265| 0,0143 | -13,5894
2000 98270 |3085125|0,031853| -3,43303 2000 95977 | 3090856 |0,031052| -5,4073
5000 2565473100339 |0,082748 | 0,694113 5000 253443 | 3086702 |0,082108 | 0,48261
10000 499553 | 3074669 | 0,162474 | -1,03971 10000 483634 | 3051269 | 0,158503 | -2,89087
20000 840643 | 2277205 |0,369156 | 12,49291 20000 835931 | 2261928 | 0,369566 | 13,29785




178

¢y =-0,0006218441+ 0,0159862 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,996447
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&y =-0,0005078579+ 0,0158917 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9964937
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Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)

1 22890 |14955490,015305| -0,4935
2 49970 |1567358|0,031882| 1,907077
5 111730 | 1504968 |0,074241 | -5,92745
10 250066 | 1457454|0,171577 | 8,286176
20 438224 |1393732|0,314425| -0,91283
50 1082028 | 1402744 |0,771365 | -2,85833

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
1 22895 |1511621|0,015146| -1,36595
2 50826 |1561425|0,032551 | 3,754736
5 112366 |1504518|0,074686 | -5,78429
10 251778 | 1469258 |0,171364 | 7,583974
20 436377 |1380921|0,316004 | -0,96891
50 1081742|1399485|0,772957 | -3,21915




¢y =-0,000394035+ 0,0158863 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9964705
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oy =-0,0004475021+ 0,0159075 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9955841

0,9 1

20

30

40

50

Concentracdo (hnmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)| | Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
1 23092 |1510077|0,015292 | -1,26102 1 22786 [1497819|0,015213| -1,55406
2 51737 |1588512|0,032569 | 3,748226 2 51909 |1583500|0,032781 | 4,443448
5 112747 | 1522766|0,074041 | -6,29038 5 112302 |1525516|0,073616| -6,8826
10 252040 | 1482547|0,170005 | 7,261454 10 253188 [1477003| 0,17142 | 8,041868
20 418674 | 1324645|0,316065 | -0,39874 20 419658 |1327509|0,316124 | -0,49602
50 1085212 1410063 | 0,76962 | -3,05942 50 1082289 1411700 | 0,766657 | -3,55442




ey =-0,0003664976+ 0,01587 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9960484
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ey =-0,0005876275+ 0,0159539 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9965945

0,9 1

20

30

40

50

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)| | Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta|Desvio(%)
1 22987 |1495957|0,015366| -0,8659 1 22843 |1503365|0,015195| -1,07618
2 50252 | 1551104 |0,032398 | 3,226425 2 50893 |1574156| 0,03233 | 3,165898
5 110582 | 1509802|0,073243 | -7,23476 5 113156 |1518337|0,074526 | -5,83631
10 249821 |1461563|0,170927 | 7,935593 10 252060 |1473264|0,171089| 7,60825
20 435977 | 1390263|0,313593| -1,08391 20 420139 |1329293|0,316062 | -0,76106
50 1084992 | 1395583 |0,777447 | -1,97686 50 1081093 1399688 |0,772381 | -3,09968




IAA

¢y =-0,0004022735+ 0,0000257 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9888468
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¢y =-0,0003591328+ 0,0000253 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9876241

0,0

0,1 4

0,14

0,0 4

0,0

0,0

0,0

0,0 -

500

1000

1500

2000

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
50 1352 |1399485|0,000966 | 6,485852
100 2487 |1297757(0,001916 | -9,77989
200 5581 |1282835)|0,004351| -7,53319
500 15325 | 1177553 |0,013014 | 4,408947
1000 24515 |1013199|0,024196 | -4,28827
2000 43726 | 769010 | 0,05686 | 11,40543

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
50 1387 |1402744|0,000989 | 6,554079
100 2499 |1312258|0,001904 | -10,5342
200 5341 |1273681|0,004193| -10,0298
500 15539 |1157985|0,013419 | 8,918041
1000 24371 [1011129|0,024103 | -3,31268
2000 41500 | 768412 |0,054007 | 7,44391




oy =-0,0004655933+ 0,0000258 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9881203
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¢y =-0,0004555307+ 0,0000263 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9831298

0,1 -

0,1 -

0,1 -

0,0 -

0,0 ~

0,0 -

0,0 ~

0,0 ¢

0,0 -

500

1000

1500

2000

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl |Resposta | Desvio(%)
50 1260 |1410063|0,000894 | 5,362047 50 1347 |1411700|0,000954 | 7,201475
100 2456 |1284270/0,001912 | -7,83086 100 2469 |1301366|0,001897| -10,5411
200 5383 |1274256|0,004224 | -9,10816 200 5324 |1282071|0,004153| -12,3919
500 15583 1168922 |0,013331 | 6,951004 500 15963 | 1155922 | 0,01381 | 8,481262
1000 23859 1012037 |0,023575| -6,81853 1000 24798 (1012974 | 0,02448 | -5,18661
2000 43885 | 773875 |0,056708| 10,80178 2000 45018 | 773360 | 0,058211 | 11,53318




¢y =-0,0003754713+ 0,0000256 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9883475
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&y =-0,0003679931+ 0,0000256 x ; 1/x"2 weighted; R"2 = 0,9830962

0,1 1

0,1 -

0,0 -

0,0 ~

0,0 ~

0,0 -

0,0 .
500

0,0 -

1000

1500

2000

Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%) Concentracdo (nmol.L) | Area | Area Pl | Resposta | Desvio(%)
50 1381 |1399688|0,000987 | 6,415609 50 1394 |1395583|0,000999 | 6,785844
100 2506 |1291748| 0,00194 | -9,55163 100 2534 | 1299734 | 0,00195 | -9,46786
200 5419 |1278926|0,004237 | -9,90976 200 5278 |1274906| 0,00414 | -11,955
500 15044 | 1170614 |0,012851| 3,33474 500 15984 |1164600|0,013725| 10,1006
1000 24789 |1010400|0,024534 | -2,69797 1000 23827 |1012513|0,023533| -6,63855
2000 43523 | 768838 | 0,056609 | 11,29741 2000 43393 | 766805 |0,056589 | 11,24482




7.3. Gréficos com valores de p para A172 e T98G (IFN-y, 1-DL-MT e 680C91)

AL72
TRP QUIN | AA KA XA 0A NA QUIM
Gaenl | 33870 2793+ | | 1436+ | 4805+ 2513 + 50.49 + 2.039 +
1286 139.6 36.51 107.6 11.46 0.7220 0.2408
Py | 9T 8148+ | | 1405% 64.16 = 237.8 ¢ 50.44 = 2.053 %
578.5 89.93 22.51 7.839 6.449 4.531 0.2179
pvalue | <0.0001 | <0.0001 | - | 0.9469 0.0181 0.3626 0.9920 0.0525
vt | 2471z 3073+ | | 6523+ 17.76 + 241.7 + 7758 + 2228 %
38.27 12.24 0.4808 0.7013 7.017 6.218 0.01440
pvalue | <0.0001 01169 | - | 0.0199 0.0126 05153 0.0124 0.0420
sgocoL | 44550% | 4941 | | 1260+ 556.5 + 226.4 + 4779+ 1.645 =
2625 6.497 11.95 51.88 0.9829 0.9860 0.1715
pvalue | 0.0218 <0.0001 | - | 06704 0.5589 0.0966 0.0420 0.0119
SER MEL AFMK AMK HIAA TRY IAA DMT
noen | 1283% 1047 + 1032 + 1462+ | 2804+ | 34.86+ 90.99 = 6.685 +
9.568 0.5824 0.2968 13.40 3.871 4.834 6.784 0.4433
134.0 + 54190 + 6.540 1008 + 05+ 63.39 = 5270 =
IFN-y 2832 0.6363 0.8764 1157 3045+ 4,1%%341 1.328 0.2358
ovalue | 0.5981 0.0042 0.0150 0.0620 0.6936 0.0975 0.0162 0.0480
T | 157.0% 4.345 + 7122 + 61.10 + _ 0.9135 + 7062 + 5287 +
8.486 0.3389 0.7327 6.461 0.04652 5.800 1175
ovalue | 0.0885 0.0008 0.0155 0.0046 : 0.0022 02716 0.0205
680C9 | 1373+ 3.205 + 4741 + 3223+ | 3200+ | 2045+ 71.40 = 3.014 +
1 5.788 0.4594 0.2585 5.023 4.095 1.476 2778 0.6404
ovalue | 0.4698 0.0006 0.0001 0.0013 0.4297 0.0464 0.0556 0.0095
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T98G

TRP QUIN AA KA XA oA NA QUIM
caca] | 28110 | 3470+ | 5833% | 2800+ | 2171+ | 8375% 2017 +
+3811| 21.99 10.50 43.95 28.92 5.775 1.331
N, |2138%| 4130% 23111 1210+ | 2118+ | 2509+ | 9156+ 1.250 +
7| 1442 | 8951 |t | 8954 2254 3.300 8.612 0.1084
pvalue | 0.0024 | <0.0001 ~ [ 00105 | 00042 | 02152 | 04935 0.2802
M 25600 | 3658+ | 5435+ | 1935+ | 2507+ | 107.4+ 1.139 +
g | 24.36 07245 | 0.3162 3.083 7.660 0.01938
pvalue | 0.0626 | 0.5427 ~ [ 00074 | 00040 | 02165 | 0.0527 0.2528
ss0coy | 37830 | 3614 T | 8825+ | 4078+ | 2349 | 72.96¢ 1.410 +
+2508 | 5.358 12.15 35.92 3.896 1.103 0.1905
pvalue | 0.1026 |  0.5580 ~ [ 01360 | 00876 | 05755 | 0.0404 0.3281
SER MEL AFMK | AMK HIAA TRY IAA DMT
coen | 1421t | 3889% | 37.21% | 1430+ | 18.63+ | 2099+ | 6660+ 5802t
2299 1.962 1361 | 5.654 1751 6.719 2.643 0.1962
. 1600+ | 2.086< _ 6722+ | 4696+ | 1117+ | 6038+ 4.204 +
Y 7.669 0.2753 0.6713 2113 1.577 4.836 0.7665
pvalue | 0.1742 0.4143 : 02538 | 0.1236 | 02277 | 0.4059 0.1135
Lyr | 1848% | 1816% | 6866+ | 10.67% _ 06233+ | 71.04+ 3.003 +
6.475 01227 | 05795 | 3.118 003116 | 5.345 0.1143
pvalue | 0.0154 0.3510 | 0.0899 | 0.4525 : 00387 | 05871 0.0002
ssocel | 167.2% | 5302% | 17.01% | 2613% | 5058+ | 17.07% | 69.57% 6.429 +
13.88 2378 | 6.916 7.898 5113 2.996 5.741 2.351
pvalue | 0.2576 06705 | 02584 | 02902 | 01168 | 06222 | 0.7326 0.8035
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8. ADENDO

DRAFT

Simultaneous analysis of tryptophan metabolites in glioma cell culture supernatant by LC-ESI-
MS/MS

Ariane Rivellis Julio®*, Renan Orsati Clara,a* Janine Baptista Coimbra?, Felipe Augusto Dorr?, Ana

Campa?, Ernani Pinto®.

*Both authors contributed the same to this article.
? Department of Clinical Chemistry and Toxicology, Faculty of Pharmaceutical Sciences, University

ofaulo, Sao Paulo, Brazil

* Corresponding author at: Faculty of Pharmaceutical Sciences, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo -
SP - Brazil - CEP 05508-900. Tel.: +55 (11) 3091-3741; Fax: +55 (11) 3813-2197.

E-mail address: ernani@usp.br (Ernani Pinto)
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretariade P6s-Graduacao

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argliicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arglir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a argliicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessao de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argliicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacao ou
reprovagao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argtiigao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-
Graduagao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

S3ao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP
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Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1), the rate-limiting enzyme of trypto-
phan catabolism, has been strongly associated with the progression of
malignancy and poor survival in melanoma patients. As a result, IDO1 is a
leading target for interventions aimed at restoring melanoma immune sur-
veillance. Here, in a scenario involving the tryptophan catabolism, we
report that melatonin biosynthesis is driven by 1-methyl-tryptophan (1-
MT), a competitive inhibitor of IDO1, in human fibroblasts, melano- cytes
and melanoma cells. In addition to melatonin biosynthesis, 1-MT induced the
expression of tryptophan hydroxylase, arylalkylamine-N-acetyl- transferase
and hydroxyindole O-methyltransferase mRNA in  fibroblasts and
melanocytes. We observed a great variability in the levels of IDO1 mRNA
expression and kynurenine release between skin cells and mela- noma cell
lines in response to interferon-c, a classical IDO1 inducer. In this setting,
melatonin was shown to downregulate kynurenine production. Fur- thermore,
in a condition of low basal activity of IDO1, it was observed that 1-MT,
as well melatonin, inhibited the proliferation of human mela- noma cells.
Taken together, our results suggest that 1-MT may serve as  more than just a
tool to disrupt tumor immune escape (via the inhibition of IDO1)
because it was shown to act directly on the proliferation of human
melanoma cells and induce melatonin biosynthesis in the tumor milieu.
Moreover, 1-MT-mediated inhibition of IDO occurs in normal skin and
melanoma cells, which addresses the possibility that all cells in the skin
microenvironment can be targeted by 1-MT. Our findings provide innova-
tive approaches into understanding tumor therapy related to the control of
tryptophan metabolism by 1-MT.

Introduction

Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1), an enzyme
involved in tryptophan (Trp) catabolism that converts
Trp to kynurenine (Kyn) (Fig. 1), is immunosuppres-
sive and is strongly associated with the process by
which malignant melanoma cells escape immune

Abbreviations

surveillance [1-3]. The main mechanism by which IDO
drives immune escape in melanoma cells is mediated
by the suppressive effects of Trp catabolism on effec-
tor T-cell function and the positive effects of this
catabolism on regulatory T-cell differentiation [2—4].

1-MT, 1-methyl-DL-tryptophan; AANAT, arylalkylamine-N-acetyltransferase; AHR, human aryl hydrocarbon receptor; HHOMT, hydroxyindole
O-methyltransferase; IDO1, indoleamine 2,3-dioxygenase 1; IDO2, indoleamine 2,3-dioxygenase 2; IFN-c, interferon c; Kyn, kynurenine;
TDO2, tryptophan 2,3-dioxygenase 2; TPH1, tryptophan hydroxylase; Trp, tryptophan.
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Fig. 1. Trp metabolism. Trp is mainly metabolized by two pathways: the Kyn pathway and the serotoninergic/melatoninergic pathway. The
rate-limiting step in the Kyn pathway is carried out by IDO1 to produce Kyn. The serotoninergic and melatoninergic pathways trigger the
production of serotonin and melatonin, respectively. Their biosynthesis from Trp involves four well-defined intracellular steps catalyzed by

TPH1, aromatic amino acid decarboxylase (AADC), AANAT and HIOMT.

IDOL1 is overexpressed in various types of tumor
cells and has been suggested to have a prognostic
value in melanoma. Therefore, the upregulation of
IDO1 in melanoma cells and tumor-draining lymph
nodes has been shown to serve as an independent
prognostic marker of less favorable prognosis and
overall survival in patients with melanoma [2,3,5].
Moreover, an increased Kyn-to-Trp ratio in the serum
of patients with malignant melanoma is closely related
to tumor progression [6].

It is believed that IDO1 may be a leading target for
interventions aimed at blocking melanoma immune
escape [7], and this has also been demonstrated in
experimental tumor mouse models [8]. 1-Methyl-
tryptophan (1-MT), the gold standard for competi-
tively inhibiting IDO1 [9], has been evaluated in
clinical trials as a molecule directed at disrupting
tumor tolerance [10]. In addition to blocking 1DO1,
the importance of 1-MT can be further highlighted
due to its modulatory effects on dendritic cells, which
could influence tumor growth [11].

With regard to tumor biochemistry, there is a lack
of information concerning the impact of 1-MT on
other routes of Trp metabolism. Since the  serotoniner-

FEBS Journal 280 (2013) 4782-4792 2 2013 FEBS

gic and melatoninergic systems have been character-
ized in the main cellular population of humans [12—15]
and rodent skin [16,17], one possible role for endoge-
nous melatonin could be its action modulating cell
proliferation and viability [14]. Here, we have demon-
strated that melatonin biosynthesis is driven by 1-MT
in skin cells and melanoma cells. We also explored the
effect of 1-MT on the expression of IDO1, tryptophan
hydroxylase (TPH1), arylalkylamine-N-acetyltransfer-
ase (AANAT) and hydroxyindole O-methyltransferase
(HIOMT) mRNA in human fibroblasts, keratinocytes,
melanocytes and melanoma cell lines. Because we
observed that 1-MT induced melatonin biosynthesis,
we additionally studied the effect of 1-MT and melato-
nin on the clonogenicity of human melanoma cells.

Results

1-MT modulates the expression of genes
associated with Trp metabolism in skin cells and
melanomacelllines

We evaluated the mRNA expression of Trp-metaboliz-
ing enzymes in cells that were treated with interferon- ¢
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(IFN-c) and/or 1-MT. IFN-c, a classic IDO1 inducer
[18], enabled the observation of 1-MT-mediated effects
in cells with low basal IDO1 expression. We observed
heterogeneity in gene expression between different cell
types. IFN-c produced a strong induction of IDO1
mRNA in all skin cell types and melanoma cell lines.
The contribution of other Kyn-producing enzymes
appears to be minimal, because cells did not express
or expressed comparatively much lower indoleamine
2,3-dioxygenase 2 (IDO2) and tryptophan 2,3-dioxy-
genase 2 (TDO2) mRNA than IDO1 mRNA (Fig. 2A,
B,C). The results outlined above indicated that IDO1 is
mainly responsible for Kyn production in skin cells
and melanoma cells upon IFN-c treatment. Interest-
ingly, among the skin cell types, fibroblasts demon-
strated the greatest expression of IDO1 mRNA after
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IFN-c stimulation, as this expression was ~ 2.5 and 1.5
times higher than that observed in keratinocytes and
melanocytes, respectively (Fig. 2A). The induction of
IDO1 mRNA in fibroblasts was similar to that
observed in SK-Mel-147 cells under the same stimula-
tion conditions. Among the melanoma cell lines, SK-
Mel-147 cells were more responsive to IFN-c-mediated
upregulation of IDO1 mRNA than SK-Mel-19 cells.
With regard to the transcripts associated with serotoni-
nergic and melatoninergic pathways, there was a slight
increase in the expression of TPH1, AANAT and
HIOMT mRNA in keratinocytes treated with IFN-c,
and increases in TPH1 mRNA expression in treated SK-
Mel-147 cells and AANAT and HIOMT mRNA

expression in treated fibroblasts were also noted
(Fig. 2D,E,F).
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Fig. 2. Treatment of cells with 1-MT results in the expression of genes involved in Trp catabolism. The comparison of (A) IDO1, (B) IDO2,
(C) TDO2 and (D) TPH1, (E) AANAT and (F) HIOMT mRNA expression in skin cells and melanoma cell lines under different treatment
conditions. In response to 1-MT treatment, upregulation of IDO1 mRNA expression was observed in all of the cell types with the exception
of keratinocytes. In addition, 1-MT upregulated the expression of TPH1 and HIOMT in the fibroblasts and melanocytes. The error bars
correspond to the SEM from four independent experiments. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
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1-MT is a competitive inhibitor of IDO and is
known to increase the expression of IDO in human
cancer cells [19]. Upregulation of IDO1 mRNA
induced by 1-MT treatment was also observed in fibro-
blast, melanocyte and melanoma cells but not in kerat-
inocytes (Fig. 2A). These results indicate that there is
no general mechanism responsible for the effect of 1-
MT on the regulation of IDO1 mRNA expression. With
the exception of keratinocytes, we also observed a
slight increase in TDO2 mRNA after treatment with 1-
MT (Fig. 2C).

In relation to the serotoninergic and melatoninergic
systems, melanocytes were very active and demon-
strated the highest expression of TPH1, AANAT and
HIOMT mRNA in comparison with the other cell
types. Surprisingly, 1-MT induced the expression of
TPH1 and HIOMT mRNA in fibroblasts and melano-
cytes (Fig. 2D,E,F), indicating that due to the action
of 1-MT these cells acquired the machinery necessary
for the biosynthesis of melatonin.

1-MTreduces Kyn production andincreases
melatonin biosynthesis in fibroblasts,
melanocytesand melanomacells

In response to IFN-c-mediated induction, an increase
in IDO1 mRNA expression was noted, which corre-
lated with an enhanced IDO1 enzymatic activity in all
of the cell lines. Fibroblasts and SK-Mel-147 cells pro-
duced higher levels of Kyn than keratinocytes, melano-
cytes and SK-Mel-19, which demonstrated that these
cells responded differently to IFN-c stimulation. 1-MT
treatment clearly inhibited Kyn production in all cell
types, provided that they were stimulated with IFN-c
(Fig. 3A).

Of the different types of skin cells studied, detect-
able levels of melatonin were observed only in melano-
cytes. Surprisingly, the basal concentration of
melatonin was much higher in the two melanoma lines
tested compared with that observed in melanocytes,
which is consistent with previous studies [12]. Remark-
ably, in addition to inhibiting Kyn production, 1-MT
treatment significantly stimulates melatonin biosynthe-
sis in fibroblasts, melanocytes and the melanoma cell
lines (Fig. 3B). Although Kyn and melatonin were
present in micromolar and nanomolar concentrations,
respectively, it was clear that 1-MT treatment resulted
in melatonin biosynthesis, especially in the cultures of
melanocytes and fibroblasts (Fig. 3B). In the latter cell
type, we also observed a switch from no detectable
to detectable production of melatonin. Although the
melanoma lines also responded to 1-MT treatment,
the induction of melatonin in these cells was
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Fig. 3. 1-MT activates melatonin biosynthesis. (A) Quantification of
Kyn production in the supernatants of fibroblast, keratinocyte,
melanocyte and SK-Mel-19 and SK-Mel-147 cell cultures in
response to 1-MT treatment, as assessed by HLPC analysis.
(B) Quantification of melatonin levels in the supernatants of
fibroblast, keratinocyte, melanocyte and SK-Mel-19 and SK-Mel-147
cell cultures in response to 1-MT treatment, as assessed by MS
analysis. The error bars correspond to the SEM from four
independent experiments. *P < 0.05; **P < 0.001.

comparatively modest. Keratinocytes did not synthe-
size melatonin (or it was not detectable) and were
unaffected by 1-MT treatment in our experiments
(Fig. 3B).

Melatonin modulates Kyn production in
fibroblasts, keratinocytes, melanocytes and the
SK-Mel-19 cell line

Furthermore, we investigated whether melatonin could
influence IDO1 MRNA expression and Kyn release in
skin cells and melanoma cell lines. There was heteroge-
neity with regard to IDO1 mRNA expression in
response to melatonin or IFN-c/melatonin treatment,
indicating that melatonin treatment had different
effects on the different cell types evaluated (Fig. 4A).
However, melatonin treatment produced a slight
decrease in the release of IFN-c-induced Kyn in skin
cells and SK-Mel-19 cells but not in SK-Mel-147 cells
(Fig. 4B), and this effect did not correlate with the
effect of treatment on IDO1 transcript levels. The
inhibitory effect of melatonin on Kyn release was
much lower than that observed in cells treated with 1-
MT. These results indicate that the inhibition of
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Fig. 4. Melatonin modulates Kyn production in skin cells and
melanoma cell lines. (A) IDO1 mRNA levels in fibroblasts,
keratinocytes, melanocytes and SK-Mel-19 and SK-Mel-147 cells
treated with melatonin. (B) Quantification of Kyn levels in cells by
HPLC analysis after treatment with melatonin. The error bars
correspond to the SEM from four independent experiments.
*P < 0.05; **P < 0.001.

Kyn synthesis driven by melatonin was modulated at
the post-transcriptional level.

1-MTand melatonin treatmentreducesthe
clonogenicity of melanoma cell lines

It has been demonstrated that 1-MT can inhibit IDO
activity and act in concert with classical treatments to
promote the regression of tumors in pre-clinical mod-
els [8]. However, in this context, the antitumor effects
of 1-MT are thought to be immune mediated [8,11,20—
22]. Here, we investigated the direct effect of 1-MT on
the migratory and proliferative abilities of melanoma
cell lines. Therefore, the directional migration of mela-
noma cell lines was evaluated by performing scratch
wound healing assays, and the clonogenic assay was
used to examine the effect of 1-MT on triggering the
loss of reproductive integrity in melanoma cells. As
shown in Fig. 5A,B, untreated wounds were used as
controls for studying the progression of wound healing
among melanoma cells. Cells treated with 1-MT dem-
onstrated significant delays in wound closure, as 14%
and 16% delays were observed for SK-Mel-19 and
SKMel-147 cells, respectively. In the analysis of long-
term colony formation, the proliferation rate of
untreated SK-Mel-147 cells was 10-fold higher than
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Fig. 5. The effects of 1-MT on melanoma cell migration and
proliferation. (A) The optical microscopy imaging of cellular
migration in SK-Mel-19 and SK-Mel-147 melanoma cells treated for
24 h and 36 h, respectively, with 1 mm 1-MT. Cells cultured in
medium alone were used as reference controls. (B) Panels on the
right indicate the quantification of the percentage of cells that had
migrated after treatment. The error bars correspond to the SEM
from six independent experiments. (C) The optical microscopy
imaging of cellular colony formation in SK-Mel-19 and SK-Mel-147
melanoma cells treated for 14 days with 1 mm 1-MT. Control cells
were cultured in medium alone. (D) Panels on the right indicate the
average quantification of the colony area after 1-MT treatment. The
error bars correspond to the SEM from two independent
experiments. *P < 0.05; **P < 0.01.

that observed for SK-Mel-19 cells (Fig. 5C,D), and
this phenotype may have been due to the different
genetic background of the two cell lines [23]. Notably,
after 15 days of treatment with 1-MT, there was a
17% drop in the reproductive ability of SK-Mel-19 to
form large colonies (0.600 T 0.016  versus
0.505 T 0.027, colony area in mm?, P =0.02). The
strongest effect was observed in the SK-Mel-147 cell
line, where cells had lost 42% of their reproductive
integrity (6.36 T 0.36 versus 3.71 T 0.28, colony area

FEBS Journal 280(2013) 4782-4792 2 2013 FEBS
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Fig. 6. The effects of melatonin on melanoma cell proliferation. (A)
Optical microscopy imaging of cell colony formation in SK-Mel-19
and SK-Mel-147 melanoma cells treated for 14 days with 1 mm
melatonin. The control cells were cultured in medium alone. (B)
The panels on the right depict the average quantification of colony
area after melatonin treatment. The error bars correspond to
the SEM from two independent experiments. *P < 0.05;
***pP < 0.001.

in mm?, P < 0.0001) (Fig. 5C,D). It is worth noting
that the antiproliferative effect of 1-MT in the long-
term colony formation could be observed for nine dif-
ferent melanoma cell lines (data not shown). These
data suggest that treatment with 1-MT alone could
affect melanoma migration and proliferation.

We next assessed the effects of melatonin on the
proliferation of melanoma cells by performing the clo-
nogenic assay. Melatonin treatment considerably
reduced the size of the colonies that formed, demon-
strating the existence of an inhibitory effect that was
even greater than that induced by 1-MT. Remarkably,
melatonin treatment decreased the reproductive integ-
rity of SK-Mel-147 cells to form large colonies by
80% (6.36 T 0.36 versus 1.25 T 0.11, colony area in
mm? P < 0.0001) (Fig. 6A,B). In contrast, the effect
on SK-Mel-19 cells was modest (0.600 T 0.016 versus
0.510 T 0.020, colony area in mm? P = 0.01), with an
observed reduction in reproductive ability of 15%.

Discussion

Despite the use of multiple new treatments in the form
of either single agents or combinations, melanomas
remain resistant to all therapies [24,25]. Due to the
demand for newer strategies, the use of 1-MT has been
considered as a therapeutic approach to improve T-cell-
mediated tumor control [8,10]. This approach aims to
disrupt tumor immune escape by inhibiting 1DO, but
1-MT may also have off-target effects on

FEBS Journal 280 (2013) 4782-4792 2 2013 FEBS
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various biological features that contribute to tumor
progression, which could be additionally exploited.
Alternatively, we have provided the first evidence of
melatonin biosynthesis driven by 1-MT in human skin
cells and melanoma cell lines. We found that treatment
with 1-MT or melatonin produced effects on tumor
cell migration and proliferation, and our findings sug-
gest additional effects of 1-MT as an adjuvant in the
treatment of melanoma.

We observed great variability in the levels of IDO1
mRNA expression and Kyn release between normal
skin cells and melanoma cell lines. In particular, vary-
ing amounts of Kyn were released in fibroblasts, kerat-
inocytes, melanocytes and melanoma cell lines (SK-
Mel-19 and SK-Mel-147) in response to IFN-c.
Although TDO2 seems to be important for the pro-
duction of Kyn by some types of tumors [26,27],
IDO1 was the enzyme mainly responsible for Kyn pro-
duction in skin cells and melanoma cells upon IFN-c
treatment. Importantly, the amount of Kyn produced
by fibroblasts was high and comparable with that pro-
duced by SK-Mel-147 metastatic melanoma cells
(Fig. 3A). Sheipouri and collaborators recently empha-
sized that the role of the Kyn pathway in normal skin
cells is not well understood [28]. Given the important
role played by IDO in the engraftment of allogenic
skin substitute in wound healing [29], the production
of Kyn by fibroblasts observed in this study may con-
tribute to the healing event. Our findings suggest that
keratinocytes and melanocytes also have the capability
to produce Kyn, which indicates that these cells could
also contribute to the process of healing via Trp
metabolism. Because IFN-c is a good inducer of IDO
in normal skin cells, this process may have a role in
the maintenance or resolution of inflammatory
processes in the skin.

Recently, Kyn was identified as an endogenous
ligand for the human aryl hydrocarbon receptor
(AHR) [30]. Immune and tumor cells respond differ-
ently to Kyn; the activation of AHR by Kyn modu-
lates the function of dendritic cells, which leads to the
generation of regulatory T cells [30—32] that promote
tumor cell survival and motility [26]. These findings
have elegantly linked the fields of immunology and
cancer biology by providing a potential mechanism by
which Kyn production helps tumor cells to overcome
the immune response and progress to cause cancer
[26,30—32]. Although we did not evaluate AHR, differ-
ential expression of this receptor by SK-Mel-147 and
SK-Mel-19 cells may explain the different clonogenic
susceptibility of these cells to 1-MT and melatonin
(Figs 5 and 6). This hypothesis is currently being eval-
uated in studies that are ongoing in our laboratory.
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Our finding that 1-MT triggers melatonin biosynthe-
sis may have important biological consequences. It has
been proposed that melatonin can regulate skin func-
tions [12,15], and it is also known that melatonin can
have an antiproliferative effect on tumor cells, includ-
ing melanoma cells [33—41]. Melanomas represent a
heterogeneous group of tumors [23] demonstrating
diverse behaviors in response to various treatment
strategies [24,25]. This diversity was observed in the
two melanoma cell lines used in this study, as these
presented different susceptibilities to 1-MT and mela-
tonin in the clonogenic assay. Indeed, melatonin may
act on cells via a receptor-dependent or receptor-inde-
pendent mechanism. Previous studies have shown that
melatonin differentially suppressed proliferation in
melanoma cell lines, and this behavior could be related
to specific patterns of cellular receptors and/or cyto-
solic binding protein expression [33,40—42]. Regardless,
it is tempting to speculate that the antitumor effects of 1-
MT may, at least in part, be related to increased
melatonin biosynthesis in skin and melanoma cells.
Locally produced melatonin may therefore contribute
to the antitumor effects of 1-MT. Furthermore, one
additional aspect worth noting is the fact that melato-
nin was shown to downregulate Kyn production
(Fig. 4B).

With regard to the inhibition of Kyn production
mediated by melatonin, it is possible that this effect
was mediated by an inhibitory effect on IDO activity
or the steps required for its activation. However, the
first possibility was ruled out by previous studies of
our research group (unpublished data) and others
demonstrating that melatonin is not an IDO inhibitor
[43]. The second possibility appears to be feasible
given that melatonin is a powerful antioxidant and
scavenges reactive oxygen species [44—46]. Moreover,
IDO activation dependent on intracellular oxidants
has not yet been identified [47—49].

Persistent chemoresistance and immunoresistance as
well as secondary toxicities compromise the response
to cancer treatment [50]. Future studies should investi-
gate whether concurrent adjuvant therapy in combina-
tion with modern chemotherapy could have an impact
on patient survival outcomes. In fact, the use of a
combination of IDO inhibitors with other chemothera-
peutic agents has been proposed [51]. Considering the
findings that 1-MT induced melatonin biosynthesis,
that 1-MT and melatonin treatments had antiprolifera-
tive effects, and that melatonin protected against the
effects of chemotherapy [38], the response of patients
to the combination of conventional drugs plus 1-MT
or melatonin should be considered for the treatment of
different types of tumors.
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In conclusion, our findings demonstrated the follow-
ing: (2) 1-MT-mediated inhibition of IDO occurs in nor-
mal skin and melanoma cells, which addresses the
possibility that all cells in the skin microenvironment
can be targeted by 1-MT; (b) in addition to the known
effect of 1-MT on IDO inhibition, this molecule may
directly act on tumor progression, as assessed in the clo-
nogenic assay; (c) the mechanism of action of 1-MT
may involve the induction of melatonin synthesis;  and
(d) melatonin can affect Kyn production. Because 1-MT
has been proposed as an adjuvant to conventional anti-
tumor therapy and melatonin is a well established onco-
static molecule, our results provide novel insights to
understand tumor therapy regarding the control of Trp
metabolism by 1-MT (Fig. 7). Other roles for 1-MT and
melatonin may also broaden the combinations of treat-
ments available against melanoma and other tumors.

Materials and methods

Cell culture conditions and treatments

The human melanoma metastatic cell lines (SK-Mel-19 and
SK-Mel-147) were donated by M. Soengas (Centro Nacion-
al de Investigaciones Oncolo’ gicas CNIO/Spanish National
Cancer Research Center, Madrid, Spain) [23,52], and pri-
mary skin cells (keratinocytes, melanocytes and fibroblasts)
were obtained from the foreskins of patients at the Univer-
sity Hospital (Hospital Universit” ario/HU-USP) and were
donated by L. Maximiano (Ethics Committee ‘Comit e de
E ticaem Pesquisa do Hospital Universit arioda  Universid-
ade de S'a Paulo - CEP-HU/USP’ no. CEP, Case 943/09).
We confirm that written informed consent from the
donor or the next of kin was obtained for use of the sam-
ples in our study. The melanoma cell lines and fibroblasts
were cultured in RPMI 1640 medium (Gibco’, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) and DMEM (Gib-

Fig. 7. A schema describing how 1-MT and melatonin may act on
skin cells and melanoma cells. 1-MT inhibits IDO in normal skin
cells and melanoma cells, suggesting that (A) cells in the skin
microenvironment could be targets for 1-MT; (B) some of the
effects of 1-MT could be due to the induction of melatonin
synthesis; and (C) melatonin affects Kyn production. Mit,
melatonin; dotted line, inhibition; continuous line, activation.
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co’), respectively, supplemented with 10% fetal bovine
serum (Gibco”), penicillin (50 U-mL™™") and streptomycin
(50 lg-mL™"). Keratinocytes were maintained in Epilife
medium (SKU # M-EPICF-500, Cascade Biologics, Port-
land, OR, USA) supplemented with human keratinocyte
growth supplement (SKU # S-001, Cascade Biologics). The
melanocytes were maintained in 254CF medium (SKU # M-
500-254CF, Cascade Biologics) supplemented with human
melanocyte growth supplement (SKU # S-002-5, Cascade
Biologics). All of the cells were maintained at 37 °C in
an atmosphere containing 5% CO,. To prepare

the samples, cells were seeded in a six-well plate and cul-
tured in the appropriate medium for 24 h until they were
60% confluent. Next, 1-MT (Sigma, St Louis, MO, USA)
or melatonin (Sigma) was added to the cell culture for 24 h
(1 mwm final concentration) in the absence or presence of
IFN-c (1000 units-mL™") (Peprotech, Ciudad de Mexico,
DF, Mexico). The cellular supernatant was used for mea-
suring the levels of Kyn and melatonin, and the adherent
cells were harvested and used for RNA extraction. 1-MT
and melatonin did not induce cell death under these condi-
tions (data not shown).

Real-time PCR

The total RNA was extracted using the RNeasy Mini kit
(Qiagen, Austin, TX, USA), according to the manufacturer’s
instructions. RNase-free DNase (Qiagen) was used to
remove any potential contamination by genomic DNA. The
samples were stored at —80 °C until needed. Up to 1 Ig of
total RNA was reverse transcribed using the High Capacity
RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, USA), according
to the manufacturer’s instructions. We performed real-time
PCR using TagMan fluorescence energy transfer assays with
an ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems). The primers and fluorogenic probe used in this
assay were obtained from Applied Biosystems, and they were
ordered as Hs00266705_gl (GAPDH), Hs00986554 m1l
(IDO1), Hs01589373_m1 (IDO2), Hs00194611_m1 (TDO2),
Hs01559141_m1 (TPH1), Hs01063209 gl (AANAT) and
Hs00946627_m1 (HIOMT). For each of the real-time reac-
tions, GAPDH was used as an endogenous housekeeping
gene, and its expression did not vary according to IFN-c, 1-
MT or melatonin treatment. The relative comparison
method (27 °°¢T) was used to compare the expression levels
of MRNA.

Kyn quantification

The supernatants from cultured cells were collected for the
determination of Kyn levels. Briefly, 150 IL. of cellular
supernatant was added to 1500 IL_ of ice-cold acetonitrile,
mixed for 1 min, and centrifuged at 14 000 g at 4 °C for
10 min. The organic layer was transferred to a glass tube,
protected from light and evaporated at room temperature
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under a flow of nitrogen. The residue was dissolved in 150
I MilliQ water and filtered using a spin-X" centrifuge tube
filter (Corning” Costar”, Sigma). Next, 40 IL_ was injected
into an HPLC Shimadzu SCL-10A vp system (Shi- madzu
Corporation, Kyoto, Japan). Kynurenine was sepa- rated
using a Luna C18 Phenomenex column (250 mm 9 4.6 mm
inner diameter column; 5 Im) with 100% aceto- nitrile (A)
and milli-Q" H,O (B) as the mobile phases. The linear
gradient began at A/B = 0/100 and ended at 22 min with
A/B = 10/90. Next, the mobile phase was held at A/ B =
0/100 for 5 min. During the entire chromatography
procedure, the flow rate was set at 1 mL-min—". The detec-
tion was performed using a Diode Array SPD-M10A Shi-
madzu detector by selecting a wavelength of 365 nm. The
sample concentrations were calculated using standard
curves. The amount of Kyn found in untreated cells corre-
sponded to the amount of Kyn found in the supplemented
medium (data not shown).

Melatonin extraction and quantification

For melatonin extraction, the culture medium was sepa-
rated and placed in a 15 mL Falcon tube containing 20 1L
of 0.1 m NaOH and vortexed. Next, 100 IL- of indole solu-
tion (100 lg-mL™™") was added as an internal standard, and
the mixture was vortexed again. Then 2.5 mL of cold di-
chloromethane (stored at —20 °C) was added to the tube,
which was vortexed continuously for 5 min and stored in
an ice bath for another 5 min. Next, the tubes were centri-
fuged at 9.5 g for 10 min. The organic phase was trans-
ferred to a glass tube and dried under nitrogen gas flow. The
samples were reconstituted by adding 150 IL. of an
acetonitrile-containing solution and 4 mm sodium formate
(50 : 50 v/v), and the tubes were vortexed for 1 min. Next,
100 I of this solution was transferred to a Spin-X centri-
fuge tube with a 22 Im filter (Costar, Corning) and centri-
fuged for 3 min at 1 g. Subsequently, 20 IL_ was injected
into the equipment. Melatonin quantification was per-
formed by liquid chromatography mass spectrometry using
an ESI ion source, which was operated in a positive mode.
The instrumentation consisted of LC 10Avp pumps, a SIL
10ADvp auto sampler, a SCL 10ADvp controller (all pur-
chased from Shimadzu Co.) and a Quattro—Micro Triple
Quadrupole (Micromass, Manchester, UK). The following
source conditions were used for the equipment: 3.27 kV
capillary, 15 V cone, 1 V extractor, 0.1 V rf lens, 100 °C
source temperature, 300 °C desolvation temperature,
204 L-h™" cone gas flow, and 561 L-h™. The desolvation
gas flow and the analyzer equipment conditions were as fol-
lows: for 10 LM1 and HM1, a resolution of 0.2 V, ion
energy 1, 37 entrance2, 12 collision energy, and 37 exit;
and for 10 LM2 and HM2, a resolution of 2.0 V, ion
energy 2, 850 V multiplier and 2.52 9 10> mbar gas cell
pressure. Each of these conditions was optimized by
infusing a standard melatonin solution (11g-mL™?). The
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analysis was performed using a MassLynx V4.0 data analy-
sis system (Micromass, Cary, NC, USA), and the data were
collected in SIR or MRM mode by selecting a transition of
232.8(M + H) > m/z of 174 for melatonin and 118
(M + H) > m/z of 89 for the internal standard, with —12 V
as the collision energy. Chromatography was performed
under a gradient of 4 mm ammonium formate (pH 4, in
MilliQ water, “Millipore) (referred to as buffer A) and
0.01% formic acid in acetonitrile (referred to as buffer B)
at a flow rate of 0.35 mL-min—". A Kinetex C18 100A (50
9 4.6 mm, 2.6 Im; Phenomenex) column coupled to a
KrudKatcher ultra column in-line filter (Phenomenex) was
used. The elution gradients for column re-equilibration
were as follows: 0—1 min, 50 A : 50 B, v/v; 1-4.5 min, 0
A :100 B, v/v; 45-6.5min, 0 A:100 B, v/v; 6.5—-7 min,
50 A : 50 B, v/v; and 7-9 min, 50 A : 50 B, Vv/v.

Wound healing assay

To evaluate melanoma migration in response to the 1-MT
treatment, cells were seeded in 24-well plates and cultured
for 24 h until they reached 95% confluence. Next, the
monolayers were carefully scratched with a 200 1L pipette
tip followed by the addition of fresh culture medium con-
taining 1-MT (1 mwm). The cells were photographed after
appropriate incubation times using a light microscope.

Clonogenic assay

We performed the clonogenic assay to determine the effect
of 1-MT or melatonin treatment on the proliferation of
tumor cells. Six hundred cells were seeded in 60 mm plates
and cultured for 24 h. Next, the cells were treated with 1-
MT or melatonin at a final concentration of 1 mm. Trea- ted
medium was replaced every 48 h. After 15 days, the cells
were fixed in glutaraldehyde (6.0% v/v) and stained with
crystal violet (0.5% w/v) to observe the formation of
colonies. The size of the colonies was calculated using the
CARESTREAM MOLECULAR IMAGING SOFTWARE from In-Vivo
MS FX-PRO (Carestream Health Inc., Woodbridge, CT,
USA). Colonies were defined as groups of neighboring cells
that probably originated from a single parental cell.

Statistics

The statistical significance of differences in the mean values
of all experimental groups was calculated using a one-way
ANOVA. P values < 0.05 were considered to be statistically
significant.
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