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RESUMO
COIMBRA, J.B. Acdo de metabdlitos da via das triptaminas em linhagens de
melanoma. 2015. 187f. (Tese de Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2015.

O triptofano (Trp) é essencial para muitos processos fisiologicos e seu metabolismo
apresenta-se alterado em doencas como no cancer. O Trp é degradado por trés vias: via
das quinureninas; via serotonérgica e via das triptaminas. A primeira estd envolvida
com a tolerancia e o imune escape de células tumorais, j& a segunda leva a producéo de
serotonina e melatonina, com uma diversidade de fungdes bioldgicas e que
possuem atividades antitumorais reconhecidas. A terceira rota € a menos estudada e a
funcdo dos compostos sintetizados ainda € desconhecida. Trabalhos do grupo mostram
que a via das triptaminas é ativa em melanomas e que triptamina (TRY) e
dimetiltriptamina (DMT), metabdlitos produzidos por esta via, também possuem
atividade antitumoral. Nosso objetivo é avancar sobre a compreensdo de como esta
viaafeta o metabolismo e crescimento tumoral. Para tanto, estudamos mais
detalhadamente a via em linhagens de melanoma. A adi¢do de TRY e DMT nas culturas
modificou a producdo de compostos das outras rotas de metabolizacdo do Trp. Além
disso, TRY e DMT afetaram a invasividade das células tumorais e TRY aumentou a
atividade citotoxica de células mononucleares frente a melanomas. Observamos que
apesar dos efeitos biologicos da via das quinureninas estar amplamente relacionado a
ligacdo dos metabolitos no receptor de aril hidrocarbonetos, para a via das triptaminas o
receptor parece ndo estar associado com a atividade antitumoral descrita. N0ss0s
resultados apontam para a importancia da via das triptaminas na dindmica tumoral e a

necessidade de estudos mais amplos relacionados ao metabolismo do Trp.

Palavras-chave: triptofano, metabolismo, melanoma, via das triptaminas.



ABSTRACT

COIMBRA, J.B. Action of tryptamines pathway metabolites in melanoma strains.
2015. 187f. (Doctoral Thesis). Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sao
Paulo, S&o Paulo, 2015.

Tryptophan (Trp) is essential for many physiological processes and its metabolism is
modified in several diseases such as in cancer. TRP is broken down into three pathways:
kynurenine path, serotonergic path and tryptamine path. The first is involved in
tolerance and immune escape of cancer cells, while the second leads to the production
of serotonin and melatonin, which have a variety of biological functions and recognized
antitumor activity. The third route is the least studied and the biological function of the
synthesized compounds is still unknown. Our group shows that tryptamine path is
active in melanomas and tryptamine (TRY) and dimethyltryptamine (DMT),
metabolites produced by this route, also have antitumor activity. Our goal is make
progress on understanding how tryptamine route affects metabolism and tumor growth.
Therefore, we studied in detail this pathway in melanoma cell lines. The addition of
TRY and DMT into the cultures leds the production of metabolites of other Trp routes.
Moreover, TRY and DMT affect the invasiveness of tumor cells and TRY increased
antitumor activity of the immune system against melanomas. We observed that despite
biological effects of kynurenine path be largely related to metabolites binding aryl
hydrocarbon receptor, for tryptamine pathway the receptor seems not to be associated
with the described antitumor activity. Our results point the importance of tryptamine

pathway in tumor dynamics and the need for broader studies related to Trp metabolism.

Keywords: tryptophan, metabolism, melanoma, tryptamines pathway.
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A via das triptaminas é a rota de degradacdo do aminoacido essencial triptofano
(Trp) menos estudada. Nesta via metabolica sdo formados os metabolitos triptamina
(TRY) e dimetiltriptamina (DMT). Este Gltimo é uma molécula amplamente conhecida
por sua presenca na planta Psychotria viridis, que é utilizada na preparacdo de um chéa

alucinégeno — ayahuasca - consumido em algumas cerimonias religiosas.

Tanto TRY quanto DMT sdo sintetizadas em baixissimas concentraces no
corpo humano, sendo denominadas aminas traco. Além disso, 0 DMT sintetizado €
armazenado em vesiculas, 0 que sugere que o composto tenha um papel vital em
mamiferos 2. A real importancia da presenca dessas moléculas no organismo humano

ainda nao foi elucidada, j& que poucos estudos com aminas traco foram realizados.

Durante 0 meu mestrado, mostramos que linhagens de melanoma humano
possuem a via das triptaminas ativa e sao capazes de ndo apenas sintetizar TRY e DMT,
mas também de metabolizar estes compostos levando a formacdo de produtos de
abertura do anel inddlico (PANSs). Além disso, estudos do grupo demonstram ainda que

células do sistema imune possuem a via das triptaminas ativa 3.

Ja em relacdo as atividades bioldgicas, nosso grupo de trabalho comprovou que
0s compostos TRY e DMT inibem atividade da enzima indolamina 2,3 dioxigenase
(IDO) em um sistema livre de células e na presenca de células tumorais de glioma
humano A172. A IDO é responsavel pela conversdo de Trp em quinurenina (KYN),
metabolito altamente correlacionado com um mau prognostico em pacientes com cancer
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4. Ambos os compostos aumentam ainda o efeito citotoxico de linfocitos contra as
células de glioma, revelando um efeito antitumoral indireto dos metabolitos mediado
pelo sistema imune °. Durante 0 meu mestrado, comprovamos também que 0s
compostos podem atuar diretamente em linhagens de melanoma humano diminuindo a
proliferacdo das células tumorais . Todos esses dados reforcam a importancia da via

das triptaminas.

No presente trabalho procuramos avancar nos estudos de metabolismo e
atividade antitumoral da via das triptaminas em linhagens de melanoma e sobre a

relacdo destas com o sistema imunologico.
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2.1. Vias metabolicas do triptofano

O triptofano (Trp) gera compostos biologicamente ativos através de trés principais
vias, a via das quinureninas (Via KYN), via serotonérgica (Via SER) e a via das
triptaminas (Via TRY). A via KYN ¢é responsavel pela degradacdo de cerca de 95% do
Trp que ndo é utilizado para a sintese proteica, nesta via, a formacdo de N-
formilquinurenina (NFK) constitui a etapa limitante do processo através das enzimas
triptofano 2,3 dioxigenase (TDO), presente no figado e indolamina 2,3 dioxigenase
(IDO), presente em diversos tecidos incluindo células do sistema imune . A NFK é
rapidamente deformilada a quinurenina (KYN), que pode ser substrato de diferentes
enzimas. Quando sofre acdo da quinureninase, a KYN gera cido antranilico (AA). Ja a
enzima quinurenina monoxidase, atua na KYN produzindo o metabdlito 3-hidroxi-
quinurenina (HK), que assim como o AA, pode ser convertido a acido 3-hidroxi—
antranilico (HAA). A enzima é&cido 3-hidroxi—antranilico oxigenase catalisa a
conversdo do HAA em &cido quinolinico (QA). O QA produzido é catalisado por uma
fosforibosil-transferase a acido nicotinico (NA), posteriormente degradado a NAD™ °,
Por acdo de uma transaminase, a HK gera acido xanturénico (XA) °. Ja a enzima
quinurenina aminotransferase converte a KYN em &cido quinurénico (KA) e uma
descarboxilase gera quinuramina (KYM), em uma reag@o que ocorre principalmente no

figado ° (Figura 1).
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Figura 1: Metabolismo do Trp pela via das quinureninas (via KYN) (Imagem cedida pela aluna Ariane Rivellis).
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Na via SER, o Trp é hidroxilado na quinta posic¢do do anel inddlico a 5- hidroxi-
triptofano (5-HTP) que é posteriormente descarboxilado a 5-hidréxi-triptamina (SER),
pela enzima L-aminoacidos aromaticos descarboxilase (DOPA-descarboxilase) 2.
Tanto 5- HTP como a SER podem sofrer acdo da IDO e serem convertidos a 5-hidréxi-
quinurenina e 5-hidroxi-quinuramina, respectivamente, o que demonstra que as vias
KYN e SER se intercomunicam. A SER pode ser catalisada pelas enzimas monoamino
oxidases (MAO) em humanos, principalmente pela MAOa mitocondrial 2, e formar

acido 5-hidroxi-indol-acético (HIAA).

Alguns tecidos sdo capazes de utilizar SER para a sintese de melatonina (MLT). A
SER sofre N-acetilacdo (serotonina N-acetil-transferase) seguida de uma metilagdo
(hidroxi-indol-O-metil-transferase), e forma N-acetil-5-metoxi-triptamina, a MLT 13 14,
sendo entdo precursora dessa via. A melatonina tem capacidade de capturar radicais de
oxigénio e gerar diferentes metabdlitos!®. O metabolito N1-acetil-N2-formil-5-
metoxiquinuramina (AFMK) é considerado o principal metabdlito da melatonina, sendo
obtido por reagdes com radicais hidroxila e oxigénio singlete, mas também pode ser
produzido por catalise enzimatica por mieloperoxidase de neutrofilos 6 e pela IDO em
diferentes tecidos 118, O AFMK obtido por oxidagdo da MLT pode ser deformilado
por uma catalase (hemoperoxidase) e dar origem a N1-acetil-a5-metoxiquinuramina
(AMK) °. Juntos, AFMK e AMK séo os metabdlitos da melatonina mais encontrados

no sistema nervoso central (Figura 2).
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Figura 2: Metabolismo do Trp pela via serotonérgica (via SER) (Imagem cedida pela aluna Ariane Rivellis).

Apesar das vias KYN e SER somadas serem responsaveis pela quase totalidade

do metabolismo de Trp, uma pequena parte do aminoacido segue a via das triptaminas.
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Nesta via, inicialmente o Trp é descarboxilado pela enzima aminoécido aromatico
descarboxilase (AADC) e da origem a triptamina (TRY), esta é dimetilada pela S-
adenosil-metionina (SAM) por ataque nucleofilico em uma reacdo catalisada pela
enzima indoletilamina-N-metil-transferase (INMT), levando a formacdo de N-
metiltriptamina e dimetiltriptamina (DMT) 2°. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que
a DMT ¢ hidroxilada por mieloperoxidase (MPO) proveniente de neutréfilos ativados,
gerando bufotenina ou psilocina (ambas hidroxiladas no anel benzénico da DMT, em
diferentes posi¢cdes, DMT-OH). Peroxidases também foram responsaveis pela formacéo
de um produto de abertura do anel ind6lico nomeado como N, N-dimetil-N-
formilquinuramina (DMFK), sua forma deformilada, também encontrada no meio de

reacdo, foi denominada N, N-dimetil-quinuramina (DMK) 2 (Figura 3).
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2.2. Biossintese de TRY e DMT

Apds a descoberta de que a enzima INMT esta presente em pulmdes de coelhos,
estudos foram realizados na tentativa de detectar a presenca TRY e DMT em humanos e
outros mamiferos 2. Em 1965, TRY, DMT e 5-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina
(bufotenina [DMT-OH]) foram detectados em amostras de urina (TRY = 30 — 120
1g/24 horas; DMT = 42,98 £ 8,6 pg/24 horas), sangue (TRY = 0,005 — 0,02 pg/mL,;
DMT = 0,008-0,055 pg/mL) e fluido cerebrospinal de individuos saudaveis, sendo
reportados como constituintes endégenos normais de seres humanos 2. Porém, estudos
subsequentes encontraram concentracdes menos elevadas, cerca de 0,4 ug/24 horas de
DMT na urina e 0,5 ng/mL no sangue 2% %, Ainda hoje ndo ha estudos quantitativos
conclusivos a respeito da concentracdo exata de TRY e DMT devido ao seu rapido
metabolismo. Porém, sabe-se que estes compostos também estdo presentes em fezes,

rim e pulméo de humanos %",

Além de produzida por células humanas, a DMT também é sintetizada pela
planta Psycotria viridis, utilizada na preparacdo de um cha com propriedades
alucinégenas denominado ayahuasca, possuindo relevancia toxicoldgica significativa 2%
28 Recentemente, publicamos um trabalho que demonstra a sintese de TRY e DMT em
uma linhagem de melanoma humano 2L. A importancia da biossintese destes compostos

em melanomas ainda é uma questdo a ser respondida.
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2.3. Metabolizacdo de TRY e DMT

Como apresentado, TRY pode ser dimetilada e formar DMT, mas pouco se sabe
sobre a metabolizacdo da DMT. De uma dose administrada por via intramuscular,
apenas 0,07% séo excretados na urina na forma inalterada e 25% sdo metabolizados a
acido 3-indolacético (IAA). Esse perfil de biotransformacdo sugere a existéncia de
outros possiveis metabolitos ainda ndo identificados 2% *°

Em 1956, foi proposto que as principais reacdes de metabolizacdo da DMT in
vivo sdo 6-hidroxilacdo, N-demetilacdo e a oxidacdo pela enzima MAO-A 3%,
Posteriormente, em 1986, um estudo em diversos tecidos de rato demonstrou que em
tecido cerebral, a DMT é metabolizada a DMT-N-6xido (DMT-NO) e indolacetaldeido
que é rapidamente convertido a acido indol acético (IAA). Em tecido renal, os autores
demonstraram a presenca de DMT-NO e uma quantidade pequena de N-metiltriptamina
(NMT). Ja no figado, foram encontrados, DMT-NO, NMT e IAA %  Assim,
percebemos que tecidos diferentes apresentam perfis distintos de metabolizacdo da
DMT de modo a favorecer o aparecimento de um ou outro metabdlito.

Apesar de uma rota metabolica para a DMT ter sido sugerida, a rota concreta e o
papel das enzimas da via e metabolitos formados continuam ndo elucidadas.
Recentemente, demonstramos que a DMT pode ser metabolizada levando a formacéao de
produtos de abertura do anel inddlico DMFK e DMK 2!, Resultados obtidos em meu

mestrado demonstraram ainda que linhagens de melanoma humano sdo capazes de
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metabolizar DMT a DFMK®2!, Assim como a biossintese, a importancia da

metabolizacdo de DMT por linhagens de tumor permanece uma questéo a ser estudada.

2.4. O papel das vias metabdlicas do Trp em tumores

Dentre a vasta gama de funcdes, as vias metabolicas do triptofano participam de
varios processos fisioldgicos e patoldgicos como inflamacéao, no controle da ativacéo de
células T (regulacdo da sua ativagdo, proliferacio e apoptose ), no comportamento,
humor e sono 34, controle das fungbes do trato gastrointestinal *° e de doencas

autoimunes °, neurodegenerativas %% 3’ e cancer.

Hoje se reconhece que o impacto da deplecdo de Trp e acdo de quinureninas sobre
células do sistema imune fazem parte dos principais mecanismos dos processos de
tolerancia, imune escape e progressio tumoral 3. Este reconhecimento também tem
impacto no diagndstico laboratorial e na terapéutica. Por exemplo, o aumento da razéo
entre KYN/Trp plasméticos e a alta expressdo de IDO em células tumorais se
relacionam a um mau prognostico em pacientes com cancer®. Na terapéutica, a inibico
da IDO tem sido considerada uma estratégia excelente para a restauracdo da imunidade
do hospedeiro. Estudos relatam que o tratamento quimioterapico convencional,
juntamente com um inibidor da IDO, tem resultados promissores no tratamento de

tumores *°.
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E sugerido que a MLT possa controlar o crescimento tumoral por sua acio anti-
angiogénica natural*® ou entio através de seus efeitos imunomodulatérios, anti-
proliferativos e antioxidantes **. Ha ainda um estudo que mostra que a MLT atua como
indutor de apoptose em células tumorais “2. Trabalhos do grupo demonstraram que
AFMK e AMK mantém as atividades biologicas reconhecidas para a MLT 434445
sugerindo que a metabolizacdo da MLT a AFMK em sitios inflamatorios teria um papel

na imunomodulacéo.

Apesar das funcdes ansioliticas descritas para 0 DMT no sistema nervoso %47 no
existem estudos conclusivos sobre a via das triptaminas em tumores, 0 que se sabe é que
uma baixa expressdo da enzima INMT, responsavel pela sintese de DMT tém sido
relatada em alguns tipos de cancer %% %°. Estudos recentes mostram que a ayahuasca,
bebida que contétm DMT, aumenta a concentracdo de células NK na circulacdo
sanguinea de humanos *°, e Frecska et al (2013) observaram ainda um aumento
significativo na secre¢do de interferon beta e gama em cultura de células NK humanas,
apos a administracdo de DMT. Considerando que o interferon pode ser utilizado como
um farmaco antitumoral, a DMT poderia regular a resposta imune contra tumores % *.
Corroborando com estes dados, nosso grupo de pesquisa identificou que tanto TRY
quanto DMT aumentam o efeito citotoxico de linfécitos sobre a célula tumorais de
glioma humano °. E resultados do meu mestrado mostram que ambos 0s compostos sdo

capazes de afetar a clonogenicidade de células de melanoma humano, apresentando uma

34



atividade antitumoral significativa®. Todos estes indicios nos levam a crer que a via das
triptaminas tém um papel relevante na regulacdo da progressdo do cancer atuando tanto

via sistema imune quanto diretamente sobre tumores.

2.5. Metabolitos do triptofano e o receptor de aril hidrocarbonetos (AHR)

Em 1998 foi descoberto que alguns metabodlitos do Trp poderiam induzir a
translocagdo do receptor de aril hidrocarbonetos (AHR) para o nicleo®. O AHR é um
receptor encontrado na maioria das células humanas, e pode atuar modulando a
proliferacdo celular, a transformacdo neoplésica e a apoptose por alterar a expressao
elou funcio de componentes de sinalizacdo intracelular %% %3, Este receptor é
classicamente ativado por xenobidticos como benzo[a]pireno e 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD). Na auséncia de agonista, a AHR existe como um
complexo inativo com duas moléculas Hsp90, bem como moléculas ARA9 (também
conhecido como AIP1 ou XAP2) e p23 >. Em modelos atuais de sinalizagdo, a ligacdo
de um agonista no dominio PAS da AHR conduz a uma alteracdo conformacional no
receptor, como resultado o complexo do receptor migra para o ndcleo, onde 0 AHR se
heterodimeriza com o translocador AHR nuclear (ARNT), que interage com o nucleo de
ligacdo dos elementos sensiveis de dioxinas (DRE), localizado em regibes regulatorias
de genes alvo de AHR. Uma montagem de coativadores e fatores de transcrigdo

interagem com genes promotores e potencializam a expressdo do loco alvo. Os mais
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bem estudados destes genes responsivos incluem os locos génicos CYP1AL, CYP1A2 e

CYP1B1 (Figura 4) 5% %,

/Cytoplasm 6&%‘» @ O AHRR ARNT

(© 0]

(dy  CYP1A1
CYP1A2
AHRR, etc.

DRE (TNGCGTG)

N Yy

Degradation

Figura 4: Sinalizacdo pelo receptoar AHR. (a) o ligante se difunde para a célula e se liga ao complexo AHR
citosélico. (b) O complexo ligante-receptor é translocado para o nlcleo. () O AHR se dimeriza com ARNT e juntos
se ligam ao DRE, (d) levando a ativagdo da transcricdo. () O AHR é exportado para o citosol e é degradado. (f) O
dimero AHRR -ARNT regula negativamente a atividade transcricional do AHR. (Nuguyen, Bradfield, 2008).

A busca por ligantes endégenos do receptor AHR levou a identificacdo de que
Trp, TRY e IAA induzem a translocacdo e a ligagdo do AHR no DNA, enquanto 5-OH-
Trp; 5-OH-TRY; MLT e 5-metoxitriptamina (5-MOTA) néo sdo capazes de produzir o
mesmo efeito. A TRY foi mais potente em induzir a translocacdo do que o IAA
(ECs50~0,2 € ~0,5 mM, respectivamente) e ambos foram muito menos potentes que o
principal ligante exégeno TCDD (ECs0~0,1 nM) °. Dada a fraca poténcia como ligante
do AHR ¢ improvavel que IAA e TRY possam afetar a sinalizacdo em condigdes
fisioldgicas, visto que a concentracdo de IAA no plasma é de cerca de 2-3 nM. Porem,
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em certos estados patoldgicos, os metabolitos de triptofano podem tornar-se relevantes
para a sinalizacdo via AHR, principalmente na presenca de inibidores da monoamina
oxigenase, onde as concentracdes de TRY podem ser maiores que 700 uM, sugerindo

que em certas condigdes pode haver ativacdo do AHR por derivados do triptofano 5% %,

Em 2011, analises de microarray de gliomas tratados com KYN demonstraram
que este composto foi capaz de induzir resposta no gene AHR e que 0 mecanismo de
imune escape tumoral é dependente da ativacdo deste receptor (Figura 5). Além disso,
foi verificado que gliomas expressam constitutivamente o AHR e sdo capazes de
produzir KYN em quantidade suficiente para ativa-10°°. Outros metabdlitos da via KYN
também sdo ligantes deste receptor, 0 AA e HAA estdo envolvidos com a etiologia do
cancer de bexiga e ambos podem auto-oxidar e gerar radicais intermediarios
mutagénicos que se ligam ao AHR ¢, J4 0 KA é um potente ligante enddgeno do
receptor que pode induzir a produgdo de IL-6 e o metabolismo de xenobidticos em

concentracdes fisioldgicas °'.
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Figura 5: Efeitos autécrinos e paracrinos de KYN no receptor AHR As células tumorais captam o triptofano (L-Trp)
do meio extracelular e convertem L-Trp em quinurenina (Kyn), por meio da enzima triptofano-2,3-dioxigenase
(TDO). A Kyn enddgena ativa 0 AHR das células tumorias levando a proliferacdo e a motilidade celular. Ao mesmo
tempo, a Kyn produzida também é secretada para o meio extracelular. A Kyn secretada é captada por células imunes
vizinhas e se liga ao receptor AHR, onde induz a sua translocacéo para o ntcleo e suprime a proliferacdo e a fungéo
das mesmas. (Optiz 2011).

Apesar de possuir um efeito pr6 tumoral importante quando ativado por
metabolitos da via KYN, varios estudos demonstram que o AHR atua como supressor
de tumor em modelo animal de cincer de prostata®® ° e moduladores seletivos do
receptor inibem a proliferagio de células de cancer de mama % 61, Dependendo do tipo
celular e do ligante, 0 AHR pode possuir uma acdo pro tumoral ou antitumoral, uma das

hipoteses do nosso grupo de trabalho é que a ativacéo do receptor AHR por metabolitos
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da via das triptaminas poderia estar associado a atividade antitumoral dos compostos

nas linhagens de melanomas estudadas.

2.6. Melanomas humanos

O melanoma é um tipo de cancer que se desenvolve nos melandcitos (células
responsaveis pela pigmentacdo da pele) e ocorre em partes como pele, olhos, orelhas,
trato gastrointestinal, membranas mucosas e genitais. Embora o cancer de pele seja o
mais frequente no Brasil e corresponda a 25% de todos os tumores malignos registrados
no pais, 0 melanoma representa apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgédo, porém é
responsavel por 65% das mortes por cancer de pele . A sua incidéncia continua a
aumentar em todo o mundo, sendo um dos tipos mais comuns de cancer em jovens
adultos. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), somente no Brasil sdo
estimados 188.020 novos casos para 0 ano de 2015 .

Na pele, o melanoma inicia-se habitualmente na epiderme a partir de mutagéo
ocorrida em um melandcito ai localizado. E denominado carcinoma in situ enquanto se
encontra confinado a epiderme, incluindo-se nesta o epitélio anexial (foliculos pilosos e
glandulas sudoriparas), nesta fase ndo existe risco de metastizacdo, em virtude de o
epitélio carecer de vasos sanguineos e linfaticos. O passo seguinte na evolucdo do
melanoma corresponde a invasdo da derme e a partir deste momento se torna realmente
“maligno”, uma vez que ganha a possibilidade de metastizar para tecidos e 6rgédos

distantes 4.
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Os melanomas sdo tumores altamente imunogénicos, compostos por células
neoplasicas, ndo-neoplasicas e imunoldgicas em varias proporcfes e sdo capazes de
modular o microambiente tumoral induzindo imunossupressdo por diversos
mecanismos, como regulacdo negativa de antigenos de superficie, inducdo de mutacoes
no interior das células malignas e secre¢do de citocinas imunossupressoras ®°. Citocinas
que normalmente ativam a resposta imune antitumoral como IL-2, TNF-o e IFN-y
também podem contribuir para a evasao do sistema imune. Foi descrito que o TNF-a
diminui a capacidade de reconhecimento das células tumorais pelas células T % e a
secrecdo de IFN-y é capaz de induzir a expressdo da enzima indolamina 2,3 dioxigenase
(IDO), que suprime a resposta imune de linfdcitos T e esta envolvida com a progressao
de varias neoplasias malignas ©’.

Todos os fatores mencionados dificultam o tratamento do tumor, porém, nos
ultimos anos, principalmente devido a deteccao precoce, houve uma grande melhora na
sobrevida dos pacientes com melanoma. A sobrevida média mundial estimada em 5
anos é de 69%, sendo de 73% nos paises desenvolvidos e de 56% nos paises em
desenvolvimento %. O melanoma geralmente tem bom progndstico, com altas
possibilidades de cura, quando diagnosticado em estadio inicial, razdo por que a
prevencdo e o diagnostico precoce assumem um importante papel.

A compreensdo dos eventos bioguimicos e moleculares relacionados com o
desenvolvimento e a progressdo do tumor contribuem para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas. Para o estudo bioquimico dos melanomas, € comum a utilizagéo
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de linhagens celulares, neste estudo foram utilizadas duas linhagens de melanoma

humano: SK-Mel-147 e SK-Mel-19.
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3 OBJETIVOS
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Descrever a via metabdlica das triptaminas em linhagens de melanomas (SK-
Mel-147 e SK-Mel-19) e determinar a inter-relacdo da via com demais rotas de
degradacdo do Trp, bem como avaliar os efeitos de TRY e DMT na proliferacdo de
melanomas e sobre a relacdo desses com o sistema imunolégico, identificando possiveis

mecanismos de acdo antitumoral.

TRY/DMT

Mecanismo

AP

° Necrose ???
P - o) ® Proliferagdio Apoptose???
5 7 \ 1. -4
= t.__‘_ b 220 Migragae —  Receptor AHR???
! -

Biossintese e metabolizagdo
de triptaminas ???
Melanoma

3.1. Objetivos especificos

Capitulo | — Efeitos da via das triptaminas em linhagens de melanomas

Em linhagens de melanomas humanos (SK-Mel-147 e SK-Mel-19):
« Avaliar o efeito da adicdo de TRY e DMT nas rotas de metabolizacdo de Trp

para verificar como a via das triptaminas interfere nas demais rotas catabolicas
do aminoécido;

« Auvaliar o efeito dose resposta de TRY e DMT no ensaio clonogénico buscando
verificar qual a dose necessaria para obter o efeito de inibicdo da proliferacdo de

melanomas e comparar com os efeitos produzidos pela adi¢do de KYN;
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 Investigar os mecanismos de morte celular associados a adicdo dos metabdlitos;
« Determinar os efeitos de TRY, DMT e KYN no ciclo celular;

« Avaliar os efeitos de TRY, DMT e KYN sobre a invasdo de melanomas.

Capitulo 11 — Efeitos imunomediados da via das triptaminas em melanomas

Em uma condicdo de co-cultura (melanoma + células do sistema imune originadas
do isolamento de células mononucleares de sangue periférico humano [PBMC]):

« Determinar se TRY, DMT, IAA e KYN afetam a capacidade citotdxica do
sistema imunoldgico contra as células tumorais;
« Analisar como se comporta 0os metabolismo do triptofano na condicéo de co-

cultura;

« Verificar se o perfil de excrecdo de algumas citocinas imunomodulatérias é

afetado pelos metabolitos da via das triptaminas e pela KYN.

Capitulo Il — Estudo do receptor de aril hidrocarbonetos
« Verificar se as linhagens tumorais estudadas expressam o receptor de aril

hidrocarbonetos;

« Avaliar se os efeitos biolégicos produzidos por TRY e DMT podem ser

decorretes da ligacdo destes metabolitos no receptor;

« Determinar se DMT é um possivel ligante do receptor de aril hidrocarbonetos.
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4 CAPITULO I

EFEITOS DA VIA DAS TRITPTAMINAS EM LINHAGENS DE MELANOMAS
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EFEITOS DA VIA DAS TRITPTAMINAS EM LINHAGENS DE MELANOMAS

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostram que a via das
triptaminas é ativa em melanomas e que os metabdlitos TRY e DMT reduzem a
proliferacdo destas células %2, O presente capitulo tem como objetivo expandir os
dados sobre o metabolismo da via das triptaminas e determinar a inter-relacdo da via
com as demais rotas de degradacdo do Trp. Avaliamos também os efeitos bioldgicos de

TRY e DMT nas linhagens estudadas.

4.1. Materiais e Métodos

4.1.1.Cultivo celular

As linhagens celulares de melanoma humano SK-Mel-147 e SK-Mel-19 foram
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler (FCF-USP). Em
alguns experimentos foi utilizada também a linhagem de melanomas murino B16F10
(B16), doada pelo Prof. Dr Luiz Rodolpho Raja Gabaglia Travassos (Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia - UNIFESP).

As células foram cultivadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de COz, em frascos
plasticos descartaveis (Corning®). Para o cultivo foi utilizado meio DMEM (Gibco®,

Life Technologies) com 10% de soro fetal bovino (SFB), estoques celulares foram
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mantidos em meio de cultivo contendo 10% de DMSO e 30% de SFB, em freezer com

temperatura de -80°C.

4.1.2. Sintese e purificacdo da DMT

A sintese da DMT foi realizada no Laboratdrio de Toxinas e Produtos Naturais
de Algas (FCF-USP), a partir de triptamina comercial. Uma solucéo de formaldeido (7,5
mL) em metanol (MeOH) (7,5 mL) e uma solucdo de boroidreto de sodio (0,9 g) em
agua (H20) (15 mL) foram adicionadas gota a gota, simultaneamente, em uma solugéo
de triptamina (0,8004 g) em MeOH (35 mL) resfriado a 0°C, com banho de gelo e
agitacdo constante. A solucdo foi agitada em banho de gelo por 30 min. Em seguida,
acido cloridrico 4 M foi adicionado vagarosamente até que se obtivesse valor de pH 3, e
a mistura resultante foi agitada por 10 minutos. O pH foi ajustado para 6,5-7,0 com
bicarbonato de sédio, 0 MeOH foi evaporado e acrescentou-se HO (50 mL). A mistura
foi lavada com acetato de etila (EtOAc) (3 X 50 mL). No intuito de retirar a 4gua do
sistema adicionou-se sulfato de magnésio. A mistura foi filtrada e novamente lavada
com EtOAc. A fase organica foi seca e obteve-se um sélido marrom.

A purificacdo se deu por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em
coluna preparativa Luna C18 (250 x 10 mm, 5um, ®Phenomenex), usando como fase
movel EtOAc: MeOH (70:30) + 0,1% trietilamina, em método isocratico. O material foi
coletado por coletor automatico e posteriormente seco em rotavapor. O produto da

sintese, depois de purificado foi analisado em LC/MS do tipo ion trap por uma fonte de
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ionizacdo por electrospray, operada no modo positivo (ESI+) (Figura 6). O produto

obtido apresentou pureza superior a 90%.

Intenss. J +MS, 5.1-6.6min #(501-649), Background Subtracted
x10:
1 189.2

3

144.2

0 T T T — T T T
50 100 150 200 250 300 m'z

Figura 6: Espectro de massas do DMT apds a purificagdo, analise em LC/MS do tipo ion trap por uma
fonte de ionizag&o por electrospray.

A quantificacdo do material obtido foi feita diante da pesagem do precipitado
formado ap6s a secagem do solvente em que estava dissolvido. Um microtubo estéril foi
inicialmente pesado e, apds a secagem do material em SpeedVac®, pesado novamente,
sendo a diferenca de peso correspondente a massa de DMT em solucdo. De posse desse
valor, foram feitas solu¢bes de 50 mM em metanol que permaneceram estocadas sob

refrigeracdo (8 °C) e protegidas da luz.
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4.1.3. Ensaios celulares e DMT

Para a realizacdo dos ensaios celulares, uma aliquota do estoque de DMT em
metanol foi seca em SpeedVac® e solubilizada novamente em dimetilsulfoxido
(DMSO) levando a uma concentragdo maxima de DMSO por ensaio de 0,2%. Nesta

concentracdo de solvente ndo houve citotoxicidade para nenhuma das células estudadas.

4.1.4. Extracao e deteccao dos metabdlitos do Trp em culturas celulares

4.1.4.1. Desenho experimental

Para o estudo do metabolismo as células SK-Mel-147 (2,5x10° células/pogo) e
SK-Mel-19 (3,5x10° células/poco) foram plaqueadas em placa de 6 pogos em 1,5 mL
de meio DMEM contendo 10% de SFB. TRY, DMT e KYN (100 puM), foram
adicionados ao meio de cultura e os estimulos permaneceram em contato com as

células por 24 horas.

4.1.4.2. Extracdo dos metabolitos

O sobrenadante das culturas (500 pL) foram adicionados a um microtubo de 2
mL contendo 1,5 mL de metanol gelado. Apds a adi¢do da amostra, 10 puL de uma
solugédo estoque de padrdo interno (MLT-D7 417,9 nM, TME 5 uM e HIAA-D2 5
M) em metanol foram adicionados aos microtubos, que foram vortexados por 1 min,
e armazenados por 1 h a — 20°C para total precipitagdo das proteinas do meio de
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cultura. Posteriormente, os microtubos foram submetidos a centrifugacdo a 14.000
X g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante dos microtubo foi separado e filtrado em
placa Phree Phospolipid Removal (Phenomenex, EUA) para remocdo de proteinas e
fosfolipideos da amostra. As amostras foram transferidas para um tubo de vidro e
secas sob atmosfera de gas nitrogénio, sendo reconstituidas em 100 pL de uma
mistura de agua: metanol (9:1) contendo 0,1% de &cido formico.

A fim de elucidar também o metabolismo de Trp intracelular, as células foram
lavadas trés vezes com tampédo PBS e foram adicionados 500 puL de metanol e 10 pL
da solucdo de padrdo interno aos pocos. As células foram lisadas por raspagem com
uso de rodo (Scraper SPL Life Sciences). O material obtido foi coletado e 0s pocos
foram lavados com mais 500 puL de metanol gelado. Assim, todas as células foram
vortexadas por 1 min, centrifugadas e tratadas da mesma forma que as amostras de

sobrenadante da cultura celular.

4.1.4.3. Instrumentacao analitica para o estudo do metabolismo do Trp

Para o estudo do metabolismo de triptofano, realizamos uma colaboragédo
com o Prof. Dr. Ernani Pinto e sua aluna de doutorado Ariane Rivellis Julio que
desenvolveu e validou uma metodologia bioanalitica para quantificacdo de
metabdlitos do triptofano em nosso departamento. Os dados obtidos no processo de

validacdo serdo apresentados excepcionalmente na tese da respectiva aluna.
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O instrumento utilizado é composto por Bombas LC 1250 Bin Pump VL, auto-
injetora 1260 HiP ALS, (todos da Agilent Technologies, Califérnia, Estados
Unidos) acoplado a um espectrometro de massas 6460 - triplo quadrupolo LC-MS/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, California, Estado Unidos) e os dados
coletados a partir do modo monitoramento de multipla reacdo (MRM). Para a

obtencdo dos ions precursor e produto, energia de colisdo e abundancia de cada ion,

uma infusdo direta de uma solucdo mix contendo 10 umoI.L‘1 de cada um dos
metabdlitos de interesse foi aplicada no equipamento e avaliada pelo software
Optmizer (Agilent Technologies, California, Estado Unidos) (Tabela 1). Outros
parametros obtidos para a analise foram: capilar a 3.500 V, temperatura do gas:

1

250 °C, vazdo do gas: 5 L.min ~, nebulizador: 45 psi, temperatura do gas: 200 °C e

voltagem da agulha: 500 V.
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Tabela 1: Pardmetros da otimizacédo dos analitos de interesse: ion precursor (m/z), ion produto (m/z), fragmentor
e energia de colisdo (V).

NA 124 80 84 22

AA 138 120 70 14
TRY 161 144 74 18
KYM 165 136 79 14

QA 168 78 60 14
SER 177 160 89 10
KA 190 89 59 14

5-HIAA 192 146 84 46
TRP 205 146 74 10
XA 206 160 50 10

5-HIAA-D2 194 148 80 22
TME 219 160 41 15
* A cor de fundo das células representa qual Pl foi utilizado para normalizar as
concentracBes de cada analito, de acordo com a marcagdo da parte inferior da tabela. Para

analise dos metabdlitos em branco, 5-HIAA-D2 foi como Pl. Em fundo cinza claro, TME
foi usado como Pl e em cinza escuro, MEL-D7 foi usada comoPlI.
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O método cromatografico foi realizado em um gradiente de eluicdo com 10 mM
de formiato de amonio e 0,5 % de acido formico, pH 2, em agua MilliQ (Millipore)
(A) e ACN (B). O volume de injecdo foi de 10 puL e a vazdo utilizada durante
toda a cromatografia foi de 0,2 mL.min"! na coluna Luna C18(2) (150 mm x 2 mm, 3
UM, Phenomenex). O gradiente de eluicdo utilizado foi: (i) 0 - 15.00 min
(100(A):0(B) — 5(A):95(B)), (v/v); (ii) 15.00 — 16.00 min (5(A):95(B)), (v/v); (iii)
16.00 — 17.00 min ((5(A):95(B) — 100(A):0(B)), (v/v); (iv) 17.00 — 22 min

(100(A):0(B)), (v/v), para reequilibrar a coluna.

4.1.5. Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico apresentado neste capitulo foi realizado com os
melanomas SK-Mel-147 e SK-Mel-19. Antes do tratamento, 300 células foram
semeadas em placas de 6 pocos e cultivadas durante 24 h. As células foram expostas a
concentracdes de 5; 10; 25; 50 e 100 uM TRY; DMT ou KYN e o0 meio de cultura
contendo o tratamento foi substituido a cada 48 h. As células foram cultivadas por 15
dias até a formacéo de coldnias. No 15° dia, as culturas foram fixadas com glutaraldeido

(6,0% v/v) e coradas com violeta de cristal (0,5% g/v).
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4.1.6. Ensaio de viabilidade celular por citometria de fluxo

As células SK-Mel-147 (9x10* células/pogo) e SK-Mel-19 (3,5x10°
células/pogo) foram semeadas em placas de 6 pocos em meio DMEM com 10% de SFB
e apos atingirem 50% de confluéncia, foram estimuladas com TRY, DMT ou KYN (100
HUM) por 48 horas. Apos este periodo as células foram tripsinizadas e incubadas com
anexina V (Invitrogen) conjugada com APC e com PIl. A viabilidade celular das
linhagens de melanoma foi analisada por citometria de fluxo (FACS Calibur; Becton-
Dickinson) onde foi medido apoptose e necrose. A porcentagem de células em processo

de necrose e apoptose foram analisadas utilizando o software FlowJo.

4.1.7. Andlise de ciclo celular

As células SK-Mel-147 (9x10* células/poco) e SK-Mel-19 (3,5x10°
células/poco) foram semeadas em placas de 6 pocos em meio DMEM com 10% de SFB
e apos atingirem 50% de confluéncia, foram estimuladas com TRY (10 uM), DMT (50
HUM) ou KYN (50 pM) por 48 horas. Apds o tempo de incubagdo com os estimulos, as
células foram lavadas com PBS e tripsinizadas. Para o ensaio de ciclo celular, elas
foram ressuspendidas em solucéo contendo 1mg/mL de lodeto de Propidio (PI), 0,1%
de citrato de sddio e 0,1% de Triton X-100. A propor¢do de células em cada fase do
ciclo celular foi determinada por citometria de fluxo e os dados foram analisados

utilizando o software FlowJo.
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4.1.8. Ensaio de Invasdo

Insertos ou camaras de invasédo (transwell), contendo filtros de policarbonato de
8 um (353090; BD Biosciences) foram revestidos na superficie superior com Matrigel
(354234, BD Biosciences) diluido 1:10 em meio de cultura. As linhagens celulares SK-
Mel-147 e SK-Mel-19 foram ressuspendidas em DMEM com 2% de SFB, estimuladas
com TRY (10 uM), DMT (50 uM) ou KYN (50 uM) e adicionadas a camara superior.
No compartimento inferior, foi adicionado meio DMEM com 2% de SFB. As células
foram incubadas por 48 horas e, apds este tempo, as células da superficie superior do
filtro foram completamente removidas com um swab. As células que atravessaram o
Matrigel e atingiram a superficie inferior do filtro foram fixadas com glutaraldeido a
5%, coradas com azul de toluidina e contadas em microscépio 6tico com ampliacéo de

200x e zoom de 2,4.

4.1.9. Determinacao da atividade das metaloproteinases de matriz 2 e da concentracao
dos inibidores teciduais de MMPs 1 e 2

Placas de 24 pogos foram recobertas com Matrigel® (diluicdo 1:10) e as
linhagens de melanoma foram semeadas em meio DMEM com 2% de SFB. As células
foram estimuladas com TRY (10 uM), DMT (50 uM) ou KYN (50 uM) por 48 horas e
a atividade das MMP-2 bem como a concentracdo dos TIMP-1 e TIMP-2 foram

determinadas no sobrenadante utilizando kits Biotrak e kits de ELISA (GE Healthcare,
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Buckinghamshire, UK), respectivamente, de acordo com instrugdes do fabricante. Os

valores foram calculados utilizando curva padrao fornecida pelo kit.

4.1.10. Analise estatistica
A analise estatistica para todos os experimentos foi realizada comparando-se 0s
dados obtidos com os tratamentos em relacdo ao controle, por meio de teste t. Foram

considerados significativos os valores de p < 0,05.

4.2. Resultados e Discussao

4.2.1. Via das triptaminas e demais rotas de degradacéo do Trp

Sabe-se que as rotas de degradacdo do Trp se inter-relacionam e que metabolitos
produzidos por uma determinada via podem impactar nas demais aumentando ou
inibindo a formagio de compostos > %. Durante o mestrado, mostramos que a via das
triptaminas é ativa nas linhagens de melanoma SK-Mel-147 e SK-Mel-19 °, agora,
procuramos estudar o metabolismo de forma mais ampla, determinando o impacto da
presenca de TRY e DMT exo6gena na formacdo de metabdlitos de todas as vias de
degradacdo do Trp. Foram avaliados tanto os metabodlitos secretados para 0 meio
extracelular (sobrenadante) quanto os ndo secretados (pellet). O estudo foi realizado
também na linhagem de melanoma murino B16 devido a possibilidade de futuros

projetos do nosso grupo de pesquisa envolvendo estudos do metabolismo do TRP em
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modelos animais. Avaliamos ainda como as células se comportam frente a adicdo de
KYN, metabolito mais abundante do Trp. Para facilitar a analise, os dados seréo

apresentados em sess@es distintas.

4.2.1.1.Efeito da adicdo de TRY no metabolismo do triptofano em melanomas

Quando as células sdo tratadas com TRY percebemos que em todas as linhagens
estudadas a via KYN é alterada de modo a sintetizar uma quantidade menor do
metabolito acido quinolinico (QA) (Figura 7D). O QA produzido pelas células
tumorais € utilizado para sintese de nicotinamida adenina nucleotideo (NAD), essencial
para o crescimento tumoral. O acumulo de QA foi recentemente associado com o
fendtipo maligno em gliomas humanos™. Dados anteriores obtidos no mestrado
demonstram que o quando as células de melanomas SK-Mel-147 e SK-Mel-19 sdo
incubadas com TRY, existe uma reducéo na proliferacdo das mesmas 8, a reducéo da
concentracdo de QA nesta condi¢do poderia ser uma explicacdo metabdlica para o

fenbmeno observado.
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Efeito da adigdo de TRY em melanomas

I

|
OH-DMT ,\

(s)

DMK <— DMFK <—DMT «<— TRY «<— TRP ——> 5-HTP ——> SOHT
(s)
| / | MLT
AA «<— KYN —— KA l
(s) l

| ) l

HAA AMK
Legenda:
B Diminui > 2,5x
] Diminui < 2,5x -
] Aumenta < 2,5x o)
B Aumenta> 2,5x \
(s) Sobrenadante NA — NAD

(p) Pellet
N%M /

Figura 7: Efeito da adi¢do de TRY (100 uM) em melanomas SK-Mel-147 (A); SK-Mel-19 (B); B16 (C). As células
foram tratadas e incubadas por 24 h. No painel (D), sdo descritas as alteragdes nas vias de degradacdo do Trp que
foram comuns nas células estudadas. ND: ndo detectavel; NQ: ndo quantificavél. (*) P <0,05; (**) P <0,01; (***) P
<0,001.

Para a via serotonérgica, 0 que pode se destacar € 0 aumento nas concentragdes
de SER e a reducdo de HIAA observada em todas as linhagens analisadas (Figura 7D).
Dados referentes ao mestrado indicam que TRY ndo modifica a expressao da enzima
triptofano hidroxilase (TPH), responsavel pela sintese de SER . Devido a similaridade
estrutural dos compostos TRY e SER, acreditamos que seja possivel haver a

hidroxilacdo de TRY na posi¢do 5 do anel, formando assim, SER. Estudos realizados
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em células vegetais ja demonstraram que esta via de formacéo de SER ¢ ativa no reino
vegetal, através da atuacdo da enzima triptamina 5-hidroxilase. A mesma via
enzimatica também ¢ ativa em bactérias, porém, o processo nunca foi descrito em
mamiferos "% "2, Uma vez que a SER ¢é metabolizada a HIAA e este ultimo apresenta-se
com uma concentracdo reduzida, uma outra possibilidade é que o aumento de SER
poderia ser devido a reducdo da metabolizacdo da molécula por esta via, isto também
explicaria as concentracdes elevadas de KYM encontradas, j& que a rota de
metabolizacdo do composto poderia estar sendo deslocada no sentido de formacao

deste produto.

Na via das triptaminas a sintese de IAA ¢ exacerbada (Figura 7D). Porém, IAA
ndo é um metabolito exclusivo de TRY: a metabolizacdo de outros compostos como
SER e DMT, também sofrem a acdo da enzima monoamina oxidase (MAO) e
acarretam na sintese de IAA ?°. Desta forma, o aumento de IAA pode ser explicado

pela maior disponibilidade de metabdlitos para ser degrada pela MAO.

4.2.1.2. Efeito da adi¢do de DMT no metabolismo do triptofano em melanomas

Ao tratarmos as células com DMT, percebemos um perfil semelhante ao que
acontece com a adicdo de TRY, para as trés linhagens estudadas, a reducao na sintese de
QA é mantida (Figuras 8A, 8B e 8C). Ainda, o tratamento com DMT reduziu a

concentracdo de KYN na linhagem SK-Mel-147 (Figura 8A), corroborando com dados
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anteriores do nosso grupo de pesquisa onde foi demonstrada a reducdo nas
concentracdes de KYN em gliomas tratados com DMT, neste estudo o efeito foi
atribuido a inibicdo da enzima IDO °. A reducio de alguns metabdlitos subsequentes a

via das quinureninas poderia ser explicada menor disponibilidade de KYN.
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Efeito da adigdo de DMT em melanomas

| !
OH-DMT
HIAA
DMK <— DMFK <— DMT TRP —> 5-HTP —> SER| SOHT
! / (s) ! (/PN piT
- AA <— KYN —> KA l
(s |
XA HK ——————— kym AFI/IK
HAA AMK
Legenda:
I Diminui > 2,5x
[ Diminui < 2,5x
[ ] Aumenta < 2,5x
B Aumenta > 2,5x (s) \
(s) Sobrenadante NA ——> NAD

(p) Pellet
N%\M /

Figura 8: Efeito da adi¢do de DMT (100 pM) em melanomas SK-Mel-147 (A); SK-Mel-19 (B); B16 (C). As células
foram tratadas e incubadas por 24 h. No painel (D), sdo descritas as alteracdes nas vias de degradacdo do Trp que
foram comuns nas células estudadas. ND: ndo detectavel; NQ: ndo quantificavél. (*) P <0,05; (**) P <0,01; (***) P
<0,001.

Na via serotonérgica, observamos que SER estd aumentada no pellet das células
SK-Mel-147 (Figura 8A) e no sobrenadante das células SK-Mel-19 (Figura 8B), este
aumento pode estar relacionado com a sindrome serotoninérgica relatada por alguns
usuarios do cha de Santo Daime. Esta sindrome caracterizada por tremor, diarréia,
instabilidade autonémica, hipertermia, sudorese e espasmos musculares foi atribuida
inicialmente a presenca das B-carbolinas no cha, que ao inibirem competitivamente a

enzima MAO, permitem que a SER atue por mais tempo na fenda sinaptica ®. Porém,
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nossos resultados demonstram que o proprio DMT pode acarretar no aumento da
concentracdo de SER, contribuindo assim para o desencadeamento da sindrome. Além
disso, devido a similaridade estrutural com o neurotransmissor, 0 DMT também se liga
ao receptor 5-HT levando os usudrios do cha a experimentarem uma série de alteracdes
cognitivas, sensoriais e emocionais ®. Com a adicido de DMT, o IAA também
apresenta-se aumentado nas linhagens SK-Mel-147 e B16 (Figuras 8A e 8C), evento
explicado pelo fato de DMT ser um substrato da MAO. Além disso, a sintese TRY €
aumentada nos melanomas humanos (Figuras 8A e 8B), mostrando que a via das
triptaminas pode caminhar no sentido contrario, onde a DMT origina TRY nestas
células. O aumento de TRY, pode ainda ser atribuido ao aumento de expressdo da
enzima AADC nesta condicdo, a enzima é responsavel pela conversao de Trp em TRY,

estes dados foram mostrados em minha dissertacio de mestrado .

4.2.1.3. Efeito da adicéo de KYN no metabolismo do triptofano em melanomas

O sobrenadante das culturas celulares tratadas com KYN foi analisado apds 24 h
de incubacdo. As células nesta condi¢do ndo seguem um padrédo de alteracdo na via das
quinureninas, para a SK-Mel-147 (Figura 9A), existe uma maior producdo de AA,
porém outros metabdlitos da via ndo estdo modificados. J& para a SK-Mel-19 (Figura
9B), 0 KA esta alterado e nas células B16 (Figura 9C), a adi¢do de KYN ndo produz

modificagdes.
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D Efeito da adigdo de KYN em melanomas

OH-DI\’/IT : !
\ / HIAA

DMK <— DMFK <— DMT «— TRY «<— TRP > 5-HTP — SER i 50HT

A
|

IAA AA <— KYN — KA
N |
WV
" (\_ . e AFMK
\ | |
v o
HAA AMK
Legenda: (s)
[ Diminui > 2,5x
1 Diminui < 2,5x
[ Aumenta < 2,5x QA
B Aumenta > 2,5x i \
(s) Sobrenadante NA — - NAD

(p) Pellet
e

Figura 9: Efeito da adicdo de KYN (100 uM) em melanomas SK-Mel-147 (A); SK-Mel-19 (B); B16 (C). As células
foram tratadas e incubadas por 24 h. No painel (D), sdo descritas as altera¢des nas vias de degradacdo do Trp que
foram comuns nas células estudadas. ND: ndo detectavel; NQ: ndo quantificavél. (*) P <0,05; (**) P <0,01; (***) P
<0,001.

Na via serotonérgica, a adicdo do composto culmina no aumento de AMK nas
linhagens SK-Mel-147 e B16 (Figura 9A, 9C e 9D). Até o momento, ndo existe
nenhum estudo de inibicdo das enzimas IDO e/ou TDO pela KYN, o feedback negativo
na via poderia ser uma explicacdo para o aumento de AMK observado, neste caso a
degradacgdo do Trp estaria sendo deslocado no sentido da via serotonérgica levando a
formagdo do produto de abertura do anel inddlico AMK. Na via das triptaminas, ndo

houve alteragdes significativas.
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4.2.2. Atividades bioldgicas de TRY e DMT em melanomas

4.2.2.1. Ensaio Clonogénico

Dados obtidos durante 0 meu mestrado demonstraram que a clonogenicidade das
celulas de melanoma humano SK-Mel-147 e SK-Mel-19 é afetada quando as mesmas
sdo incubadas com TRY ou DMT na concentragéo de 100 uM ©. Dando continuidade ao
estudo, realizamos um ensaio clonogénico com concentracOes variadas destes
compostos a fim de verificar a concentracdo minima necessaria para a atividade
antitumoral (Figura 10). Além disso, KYN também foi utilizada no ensaio devido a
descricdo recente de que o composto € capaz de exacerbar a proliferacdo de células de
glioblastoma *°. TRY e DMT diminuiram a proliferacdo celular em ambas as linhagens
testadas, principalmente na concentragdo anteriormente testada (100 uM) (Figura 10).
A TRY apresentou uma atividade dose-resposta na linhagem SK-Mel-19 e teve maior
efeito antitumoral se comparado ao DMT em ambas as células. Para a SK-Mel-147, o
potencial antiproliferativo de TRY pode ser observado na reducdo do numero de
coldnias e na éarea (Figuras 10A e 10C), enquanto que nas células SK-Mel-19, as

col6nias foram completamente abolidas da placa de cultura (Figuras 10B e 10D).
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Figura 10: Atividade antiproliferativa de DMT e TRY em melanomas. (a; b) Painel mostrando a atividade
anticlonogéncia de DMT e TRY em melanomas humanos SK-Mel-19 e SK-Mel-147 com concentracdes de 100 uM
dos compostos. ( c; d) Representagdo grafica do nimero de coldnias e area das mesmas quando as células sdo tratadas
com concentragdes crescentes de KYN, DMT e TRY. (*) P <0.05; (**) P < 0.01; (***) P < 0.001.

A DMT (100 pM) reduziu a area das colénias na SK-MEL-147, porém foi muito
mais eficiente contra a SK-Mel-19, o que nos leva a pensar que a capacidade das células

SK-Mel-19 em metabolizar DMT a TRY poderia ser uma explicacdo para o efeito

antiproliferativo mais pronunciado na linhagem. De fato, a concentracdo de TRY é
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muito mais elevada na célula SK-Mel-19 do que na SK-Mel-147 apds 24 h de
tratamento com DMT (100 uM) (Figura 11). Uma hipotese do grupo é de que TRY
sintetizada poderia contribuir para a atividade antiproliferativa observada. Um
comportamento diferente foi observado nestas linhagens em ensaios clonogénicos
realizados com melatonina, neste caso, as células SK-Mel-147 foram mais sensiveis que
a SK-Mel-19 ®°, evidenciando que diferentes metabdlitos do Trp podem atuar de
maneira distinta dependendo da linhagem celular. Apesar do efeito proliferativo de
KYN em glioblastomas®®, nas condiges do nosso estudo 0 composto aumentou apenas

a érea das coldnias na célula SK-Mel-19 (Figura 10D).

2014

10+
0.005

0.0034

TRY (nmol/ 4g proteina)

0.001+

SK-Mel-147 + DMT SK-Mel-19 + DMT

Figura 11: Producdo de triptamina pelos melanomas SK-Mel-147 e SK-Mel-19 apds incubag&o por 24 h com 100 pM
de DMT. (*) P <0,05; (**) P <0,01; (***) P <0,001.
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4.2.2.2. Morte celular

A fim de identificar os mecanismos de morte celular associados aos tratamentos,
as celulas foram marcadas com anexina e iodeto de propideo. Observamos que a
linhagem SK-Mel-147 néo é afetada na presenca dos compostos em estudo, entretanto,
os melanomas SK-Mel-19 e B16, foram bastante sensiveis a TRY. Aparentemente, 0
mecanismo de morte celular induzido pelo composto € a apoptose, que pode ser
observada especialmente na linhagem murina B16 (Figura 12). Outros derivados de
triptamina, como por exemplo a MLT, j& sdo conhecidos por induzir apoptose em
algumas linhagens tumorais e este efeito péde ser correlacionado com a reducdo da
proliferacdo celular na linhagem de adenocarcinoma géstrico SGC7901’4. O mesmo

mecanismo poderia explicar os resultados obtidos em nosso ensaio clonogénico.
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Controle TRY 100 uM DMT 100 pM KYN 100 uM
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Figura 12: Analise da morte celular de melanomas realizada por citometria de fluxo. As células foram tratados com
TRY, DMT ou KYN na concentracdo de 100 uM por 48h e marcadas com anexina e iodeto de propideo.

4.2.2.3. Ciclo celular

Como TRY e DMT apresentaram uma atividade clonogénica consideravel,
analisamos o ciclo celular das linhagens estudadas a fim de verificar se 0s compostos
produzem alguma modificacdo no funcionamento normal das células. KYN também foi
considerada no ensaio. Ndo houve mudanca significativa no ciclo com os tratamentos

TRY e DMT, porém KYN aumentou levemente a fase GO/G1 e reduziu a fase G2/M do
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ciclo celular para a linhagem SK-Mel-19 (Figura 13). Um estudo conduzido por
Mailankot et al (2008) ’°, descreveu alteragdes no ciclo de células epiteliais da lente
causadas por KYN, diferentemente do que foi observado em nossos resultados, o
composto proporcionou um aumento das células na fase G2/M do ciclo, mediado via

IDO, uma vez que o tratamento com 1-MT inibiu a parada de ciclo.
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Figura 13: Ciclo celular de melanomas. As células foram tratados com TRY (10 uM); DMT (50 uM) ou KYN (50
UM) por 48 h e marcadas com iodeto de propideo. A andlise foi realizada por citometria de fluxo. (*) P < 0.05; (**) P
<0.01; (***) P < 0.001.
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4.2.2.4. Ensaio de invasédo celular
Estudamos ainda se os compostos TRY, DMT e KYN podem afetar a invaséo

das células tumorais (Figura 14).
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Figura 14: Ensaio de invasdo celular de melanomas humanos SK-Mel-147 e SK-Mel-19 incubados com
TRY (10 uM); DMT ou KYN (50 uM) por 48 h. (*) P < 0.05; (**) P < 0.01; (***) P < 0.001.

Para a linhagem SK-Mel-147, ndo houve diferenca no indice de invasdo das
células tratadas se comparada ao controle. Ja para as células SK-Mel-19, TRY e DMT
diminuiram significativamente a invasdo das células enquanto que KYN aumentou o
indice de invasividade (Figura 14). Até o momento nada foi relatado na literatura sobre
invasdo e metabdlitos da via das triptaminas. J& a KYN esta correlacionada com o
aumento de proliferacdo de gliomas *°, porém nada é descrito em relagdo a invas3o.
Sabe-se que a melatonina previne a motilidade e a invasividade da linhagem HepG2,

um hepatocarcinoma humano, devido a inibi¢do de metaloproteinases de matriz 6. Uma
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possibilidade é de que TRY, DMT e KYN possam alterar a invasdo das células por este

mecanismo.

4.2.25. Determinacdo da atividade das metaloproteinases de matriz 2 e da
concentracao dos inibidores teciduais de MMPs 1 e 2

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases
dependentes de zinco que apresentam atividade proteolitica. Elas sdo importantes nos
processos de migracdo e invasdo por degradarem componentes da matriz extracelular e
regularem as interacdes célula-célula e célula-matriz 7. A atividade proteolitica das
MMPs € regulada por inibidores endégenos conhecidos como inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPS). Eles se ligam ao dominio catalitico das MMPs, inibindo-as
8, Determinamos o efeito de TRY, DMT e KYN na atividade de MMP-2, uma
gelatinase importante na progressdo de melanoma ’® e observamos que os metabolitos
ndo alteraram a atividade desta metaloproteinase (Figura 15a). Além disso, estudamos
também o efeito dos metabdlitos na concentracdo de TIMP-1 e TIMP-2 e verificamos
que DMT e KYN reduziram sutilmente a concentracdo de TIPMP-1 na célula SK-Mel-
147. O mesmo efeito foi observado em TIMP-2 quando as células SK-Mel-19 foram

tratadas com TRY e KYN (Figura 15b).
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Figura 15: Atividade de MMP-2 (a) e TIMPs 1 e 2 (b;c) nas linhagens de melanomas humanos SK-Mel-
147 e SK-Mel-19 incubados com TRY (10 uM); DMT ou KYN (50 puM) por 48 h. (*) P < 0.05; (**) P <
0.01; (***) P < 0.001.

Assim, concluimos que a reducdo e/ou aumento na invasdo dos melanomas nédo
estd envolvido com a atividade de MMP-2. No entanto, ndo descartamos o0
envolvimento de outras MMPs ndo analisadas. Ja a redu¢do na concentracdo dos TIMPs
poderia explicar parcialmente 0 aumento de invasdo observado nas células SK-Mel-19
tratadas com KYN, porém outros mecanismos devem estar associados a reducdo de

invasdo por parte de TRY e DMT.
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5 CAPITULO IT

EFEITOS IMUNOMEDIADOS DA VIA DAS TRITPTAMINAS EM MELANOMAS
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EFEITOS IMUNOMEDIADOS DA VIA DAS TRITPTAMINAS EM MELANOMAS

A necessidade de se estudar sistemas onde ha interacdo entre a célula tumoral e
outros tipos celulares é importante devido a influéncia que o microambiente exerce
sobre o tumor. No capitulo anterior mostramos os efeitos diretos de TRY e DMT em
células de melanoma, neste, nosso objetivo foi o de verificar o papel desses metabdlitos
na interagdo entre tumor e sistema imune. Para isso, realizamos ensaios de co-cultura
entre linhagens de melanoma e células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de

doadores saudaveis.

5.1. Materiais e Métodos

5.1.1. Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
Aproximadamente 60 mL de sangue periférico de jovens sadios foi coletado
em tubos Vacutainer (367874, BD, Franklin Lakes, NJ, EUA) contendo heparina. Apds
a coleta, o sangue foi separado em aliquotas de 20 mL em tubos ja contendo 10 mL
de tampdo fosfato estéril (pH 7,4) pré-aquecido a 37 °C. A separacdo das células foi
realizada por gradiente de densidade Ficoll-Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA). A solucdo de sangue (30 mL) foi adicionada lentamente a tubos de fundo

conico contendo 15 mL de Ficoll-Histopaque previamente aquecidos a 37°C. Os tubos
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foram centrifugados por 30 min, a 18 °C a 900 x g (aceleracdo 6, desaceleracédo
2). Apoés separagdo, as celulas mononucleares foram lavadas em tubo conico com
meio de cultura RPMI sem soro fetal bovino e submetidas a centrifugacdo a 400 x g por
10 min. Apds a lavagem com meio de cultura, 20 mL de tampdo hemolitico gelado
(0,83% NHA4CI, 0,04% de EDTA e 0,1% NaHCO3) foram adicionados as células, que
foram centrifugadas novamente. O pellet contendo as células mononucleares foi

ressuspenso em RPMI 10% SFB no momento do uso.

5.1.2. Ensaios de co-cultura

As linhagens de melanoma SK-Mel-147 (2x10° células/poco) e SK-Mel-19
(5x10° células/pogo) foram semeadas em meio RPMI com 10% SFB em placas de 96
pogos com fundo em “U” e a placa foi centrifugada por 2 minutos a 2500 rpm para
formacdo do um pellet de células no fundo. Apds 24 horas, trocou-se 0 meio das células
para RPMI com 3% SFB e os PBMCs, obtidos conforme descrito no item 5.1.1, foram
adicionados as celulas tumorais na propor¢ao de 1:50 (Tumor: PBMC). Os tratamentos
TRY (10 uM), DMT (50 uM), 1AA (20 uM) ou KYN (50 puM) foram adicionados e as
co-culturas foram cultivadas por 72 horas em estufa a 37°C, sob atmosfera de 5% de
COo. Apos 72 horas, os PBMCs foram retirados e as células tumorais foram destacadas
da placa utilizando tripsina e foram contadas utilizando caAmara de Neubauer e o corante

azul de Trypan.
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5.1.3. Extracdo de metabdlitos do Trp das co-culturas

Para analise dos metabdlitos do Trp na condicdo de co-cultura foi necessario
adaptar a metodologia descrita anteriormente. Para tanto, as linhagens SK-Mel-147
(3x10* células/poco) e SK-Mel-19 (1x10° células/pogo) foram semeadas em placas de
12 pocos. Apos 24 horas os PBMC foram adicionados as células tumorais na proporcao
de 1:50 (Tumor: PBMC). Os tratamentos TRY (10 uM), DMT (50 uM), IAA (20 uM)
ou KYN (50 uM) foram adicionados e as co-culturas foram cultivadas por 48 horas em
estufa a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO.. Apos 48 horas, 0 sobrenadante foi retirado
e 500 pL foram utilizados para analise dos metabdlitos do Trp conforme método
descrito no capitulo I, item 4.1.4. O restante do sobrenadante foi utilizado para dosagem

de citocinas imunomodulatérias.

5.1.4. Determinacéo de citocinas pelo método de ELISA

Para este experimento foi utilizado o sobrenadante das co-culturas utilizadas
para analise de metabolitos do Trp, conforme descrito no item 5.1.3. As citocinas IL-8,
TNF-a e IFN foram determinadas pelo método de ELISA, em placas montadas e

padronizadas a partir do DuoSet da R&D Systens.
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5.2. Resultados e Discussao

5.2.1. Analise da citotoxicidade de TRY, DMT, IAA e KYN em co-culturas de
melanomas

Em um trabalho anterior, nosso grupo de pesquisa demonstrou que TRY e DMT
foram capazes de aumentar a citotoxicidade de PBMCs contra uma linhagem tumoral de
glioma humano (A172) °. Com intuido de verificar se 0 mesmo efeito era observado em
melanomas realizamos um experimento de co-cultura (célula tumoral + PBMCs) e
incubamos as células com TRY, DMT, IAA ou KYN. IAA foi avaliado por ser um
metabdlito produzido tanto pela degradacdo de TRY quanto DMT, além de ser um
metabolito comum a outras vias de degradagdo Trp.

A co-cultura foi padronizada na propor¢éo de 1:50 (célula tumoral: PBMC) e foi
cultivada em placas de 96 pocos em formato de “U”, durante 72 horas, estas placas
foram utilizadas para que a maior parte das células tumorais estivessem em contato com
as células imunes. Nas condi¢cdes deste estudo nenhum dos tratamentos afetou
diretamente o crescimento das células SK-Mel-147. Porém, para as células SK-Mel-19
foi possivel observar uma reducdo significativa na contagem de células tumorais quando
foram adicionados PBMCs com TRY ou IAA, isto é, estes metabolitos ativaram a

resposta antitumoral dos PBMCs (Figura 16).
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Figura 16: Contagem do numero de células de melanoma viaveis, apés serem co-cultivadas com PBMC
por 72 horas, com ou sem estimulo de TRY (10 uM), DMT (50 uM), IAA (20 uM) ou KYN (50 pM). (*)
P <0.05; (**) P <0.01; (***) P <0.001.

Assim, percebemos que metabdlitos da via das triptaminas podem atuar
diretamente no combate as células tumorais e/ou auxiliar o sistema imune. Apesar de
DMT ndo contribuir com a citotoxicidade de PBMCs em melanomas, estes dados
reforcam o resultado do nosso grupo em relacdo a TRY, que manteve 0 mesmo efeito
tanto em gliomas quanto em melanomas. Além disso, revela uma novidade ao mostrar
que IAA também pode auxiliar o sistema imune no combate as celulas tumorais de

melanoma.

5.2.2. Metabdlitos do Trp em co-culturas de melanoma
Realizamos ensaios de metabolismo nas co-culturas a fim de verificar o

comportamento das trés rotas de degradacdo do Trp e entender se possiveis diferencas
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metabolicas poderiam explicar a citotoxicidade dos compostos TRY e IAA na condicao

de co-cultura.
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Figura 17: Efeito da adicéo de TRY (10 uM), DMT (50 pM), 1AA (20 pM) ou KYN (50 pM) em melanomas
SK-Mel-147 e SK-Mel-19 isolados, em co-cultura e em PBMCs isolados. As células foram tratadas e incubadas por

48 h com os esiimulos. (*) P <0,05; (**) P <0,01; (***) P <0,001.
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Como pode ser observado nos graficos, a via das quinureninas € pouco afetada
com a adicdo dos metabolitos. Existe a diminuicdo de QA nas células SK-Mel-147 e
SK-Mel-19 tratadas com TRY ou DMT, principalmente quando as células ndo estdo em
co-cultura (Figura 17d), corroborando com os dados apresentados no capitulo anterior.
Existe também uma diminui¢do na producdo de NA nas células SK-Mel-147 (Figura
17e). J& na via serotonérgica, TRY aumenta a producdo de SER (Figura 17f), fato
observado tanto na condicdo de co-cultura como nas células isoladas. Dados da
literatura mostram que medicamentos antidepressivos inibidores da recaptacdo de SER
como sertralina e fluoxetina inibem o crescimento tumoral, inclusive em melanomas
80:81 'Como estes medicamentos aumentam a concentracio de SER, uma hipdtese é de
que este efeito seja decorrente deste neurotransmissor. Assim, uma possibilidade é que a
SER sintetizada quando adicionamos TRY no meio de cultura possa estar contribuindo
para a atividade antitumoral dos compostos, mais ensaios precisam ser realizados para
verificar este fato. Por fim, na via das triptaminas, a presenca de IAA aumenta a
concentracdo do metabdlito da via serotonérgica HIAA (Figura 17g) e TRY aumenta a
concentracdo de IAA (Figura 17i), fato que pode ser explicado devido a via normal de

metabolizacdo destes compostos.
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5.2.3. Producéo de citocinas

Leucocitos infiltrados no tecido tumoral produzem citocinas, fatores de
crescimento e angiogénicos assim como proteases que degradam a matriz extracelular e,
desta forma, células e mediadores inflamatorios estdo envolvidos na migracdo, invasdo
e metastases de células malignas 2. Estima-se que aproximadamente 20% dos canceres
iniciam a partir de infeccbes ou inflamacgdes crbnicas e, mesmo 0s que nao se
desenvolvem a partir desses fatores, apresentam infiltrado inflamatério no
microambiente tumoral, com grande concentracdo de citocinas 8. Além disso, sabe-se
que a sintese e secrecdo de citocinas pré-inflamatorias durante processos inflamatorios
estdo relacionadas a malignidade 8. Assim, verificamos o efeito de TRY, DMT, I1AA e
KYN na producdo de IL-6, IL-8 e TNF-a por serem citocinas importantes no

microambiente do melanoma (Figura 18).
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Figura 18: Efeito da adigdo de TRY (10 puM), DMT (50 pM), IAA (20 pM) ou KYN (50 pM) na producéo de
citocinas em melanomas SK-Mel-147 e SK-Mel-19 isolados e em co-cultura. As células foram tratadas e incubadas
por 48 h com os esiimulos. (*) P <0,05; (**) P <0,01; (***) P <0,001

A producdo de IL-8 quase ndo é modificada com a adicdo dos metabdlitos. Um
fato interessante é que a célula SK-Mel-147 produz esta citocinas em grande quantidade
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no estado basal, ja para a linhagem SK-Mel-19 ndo conseguimos detectar a presenca de
IL-8 sem a adicdo de PBMCs (Figura 18a). Esta citocina € um importante fator
quimiotatico para neutréfilos em condi¢des normais, porém, estudos demonstram que a
secrecdo de IL-8 por diversas linhagens de melanoma esta relacionada com a
proliferacdo tumoral ®. De fato, in vitro a linhagem SK-Mel-147 cresce bem mais
rapidamente que a SK-Mel-19. J4 o TNF-a em nossas condic¢des de analise somente foi
detectado na presenca de PBMCs em ambas as células e ndo houve diferenca
significativa na secrecdo com os tratamentos realizados na linhagem SK-Mel-147, no
entanto, TRY e IAA reduziram a secre¢do desta citocina na célula SK-Mel-19 (Figura
18b). TNF-a esta amplamente correlacionado com a habilidade de invasdo de
melanomas, sendo assim, estes metabdlitos poderiam reduzir a invasividade quando
presentes no microambiente tumoral. Além disso, 0 que chama a atencdo é o fato de
estes mesmos metabolitos aumentarem a citotoxicidade dos PBMCs nesta linhagem,

indicando que a reducdo de TNF-a poderia estar envolvida no processo.

Por fim, avaliamos a producdo de IFN, este é responsavel por induzir a
expressao de IDO em células tumorais e consequentemente a secrecdo de KYN, levando
ao imune escape. Percebemos que IFN é secretado apenas pela linhagem SK-Mel-147
em nossas condicdes de ensaio e a producdo é pouco afetada na presenca dos
tratamentos, porém DMT aumentou a producdo da citocina na condicdo de co-cultura

(Figura 18c). O aumento de IFN por DMT ja foi demonstrado na literatura, onde células
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NK foram tratadas com a substancia 2. Para as células SK-Mel-19, observamos que
TRY, IAA e KYN reduzem a secrecdo da citocina, como IFN induz a secrecao de KYN;
TRY e IAA poderiam auxiliar os PBMCs no combate as células tumorais por este
mecanismo. Além disso, a reducdo de IFN quando as células sdo tratadas com KYN

pode indicar um feedback negativo na propria via de metabolizacéo.
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6. CAPITULO IIT

ESTUDO DO RECEPTOR DE ARIL HIDROCARBONETOS
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ESTUDO DO RECEPTOR DE ARIL HIDROCARBONETOS

Este ultimo capitulo é dedicado ao estudo do receptor de aril hidrocarbonetos e sua
relacdo com os metabdlitos do TRP. Como ja mencionado o receptor estd amplamente
envolvido com os processos de proliferacdo, invasao e progressao de diversos tipos de
tumor, inclusive de melanomas. Assim, pretendemos avaliar se os efeitos biologicos
descritos para 0s metabdlitos da via das triptaminas esta associado a ligacdo destes no
receptor AHR. E ainda, determinar se DMT € um possivel ligante do receptor, uma vez
que ja foi demonstrado na literatura que alguns metabolitos do Trp sdo possiveis

ligantes enddgenos do receptor 2.

6.1. Materiais e Métodos

6.1.1. Cultivo celular

Para este capitulo, além das linhagens de melanoma SK-Mel-147 e SK-Mel-19,
também foram utilizadas a linhagem de glioma humano T98G e a linhagem de
hepatoma murino Hepalclc7 558, Estas duas linhagens foram utilizadas como controle
nos experimentos uma vez que sdo descritas na literatura como células que sabidamente

possuem uma alta expressdo do receptor de aril hidrocarbonetos.
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Os gliomas foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-
Engler (FCF-USP) e a linhagem de hepatoma murino foi adquirida do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ). Ambas foram cultivadas em meio Dulbecco's modified
Eagle's médium (DMEM) alta glicose (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (FBS, Sigma), 50 U/ ml de penicilina e 50 mg/mL de estreptomicina

(Invitrogen) e mantidas em estufa a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO..

6.1.2. Expressdo de AHR e CYP1Al

A extracdo do RNA total das células foi realizada pelo Kit Rneasy (Qiagen), de
acordo com protocolo recomendado pelo fornecedor. O RNA extraido foi quantificado
por NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) a 260 nm e sua pureza avaliada
em comprimento de onda de 260/280 nm. A sintese da fita de DNA complementar foi
realizada pelo kit SuperScript™ First-Strand synthesis System for RT-PCR (Invitrogen)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. As células foram avaliadas quanto a
expressdao de AHR e CYP1Al por PCR em tempo real pelo sistema TagMan. Os
iniciadores e sondas utilizados sdo inventariados pela empresa Invitrogen. A expressao

relativa dos genes foi calculada pelo método matematico de 2 24¢T,
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6.1.3. Atividade do CP1A1

Para determinar a atividade do CYP1A1 as células SK-Mel-147 e SK-Mel-19
foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 12 h ou 24 h com TRY; DMT;
KYN (100 uM) ou TCDD (10 nM). Apbs o tempo de incubacdo as células foram
lavadas com PBS e 100 pL/poco de meio de cultura contendo 8 puM de etoxiresorufina
(EROD) e 10 uM de dicumarol foi adicionado. Logo apds, incubamos a placa por 30
min. Passado o periodo de incubacdo, 75 pL do meio de cultura foi transferido para
outra placa e 15 U de g-glicuronidase e 120 U de arilsulfatase em 25 pL de tampédo
acetato de sodio 0,1 M, pH 4,5 foram adicionados. Incubamos a nova placa por 2 h a
37° sob agitacdo e apds este periodo, 200 pL de etanol foram adicionados em cada poco
e a placa centrifugada a 3000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi diluido 10 vezes e a
fluorescéncia medida (Aexc. = 530 nm, Aem. = 590 nm). A atividade foi determinada com

base em uma curva de calibracdo realizada com resorufina, produto final da reacéo.

6.1.4. Imunofluorescéncia

Para estudar o efeito de TRY, DMT e KYN na translocacdo do receptor AHR, as
células foram cultivadas e tratadas com os metabdlitos (100 pM) em laminas e fixadas
com formaldeido 4% por 10 min. Para o controle positivo, utilizamos o composto
TCDD na concentragdo de 10 nM. Logo ap6s a fixacdo, as laminas foram lavadas duas
vezes com PBS e a etapa de bloqueio foi realizada com uma solucéo contendo 10% de

soro de cabra, 1% de albumina sérica bovina (BSA) e 0,3 M de glicina diluidos em PBS
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contendo tween 0,1%. O bloqgueio foi realizado por 2 h. Para a marcacdo do receptor
AHR (verde), foi utilizado o anticorpo monoclonal do receptor de aril hidrocarbonetos
(Abcam 2769) na proporc¢éo 1:200, diluido em tamp&o PBS contendo tween 0,1% + 1%
de BSA, e as laminas foram incubadas por 12h a 4°C. Apds o periodo de incubacéo,
foram feitas trés lavagens (5 min cada) com PBS contendo tween 0,1% e foi adicionado
0 anticorpo secundario AlexaFluor 488 goat anti-mouse Ig-G (1:1000 em PBS), que
ficou em contato com as células por 1 h. Procedeu-se entdo mais trés lavagens (5 min
cada) realizadas com PBS contendo tween 0,1%. O citoplasma (vermelho) das células
foi marcado com rodamina-faloidina (1:20) diluidos em PBS tween 0,1% + 1 % de BSA
por 20 min. Apds mais trés lavagens, coramos o ndcleo (azul) com DAPI por 1 min e as

marcacgdes foram observadas no microscopio de fluorescéncia.

6.1.5. Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico foi realizado com as células SK-Mel-147, SK-Mel-19,
T98G e Hepalclc7. Antes do tratamento,300 células foram semeadas em placas de 6
pocos e cultivadas durante 24 h. As células foram expostas a TRY (100 puM); DMT
(100 puM); KYN (100 pM); TCDD (10 nM); CH223191 (1uM); TRY (100 pM) +
CH223191 (1 uM); DMT (100 uM) + CH223191 (1 pM); KYN (100 pM) + CH223191
(1 pM) ou TCDD (10 nM) + CH223191 (1 pM). O meio de cultura contendo os

tratamentos foi substituido a cada 48 h. As células foram cultivadas por 15 dias até a
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formacdo de colonias. No 15° dia, as culturas foram fixadas com glutaraldeido (6,0%

v/V) e coradas com violeta de cristal (0,5% g/v).

6.2.Resultados e Discussao

6.2.1. Estudo do receptor AHR

A diversidade de resultados obtidos no ensaio clonogénico para as linhagens SK-
Mel-147 e SK-Mel-19 (Figura 10) pode estar ligada ao perfil de expressdo de alguns
receptores ou capacidade de ligacdo das moléculas TRY e DMT aos mesmos. Um receptor
gue vem ganhando importancia em processos tumorais € o receptor de aril hidrocarbonetos
(AHR). A ligacdo de compostos no AHR pode ser pré ou antitumoral dependendo da
linhagem celular e do tipo de ligante. Em melanomas o receptor pode estar ligado a
modulacdo da migracdo e invasdo celular, sendo um potencial alvo terapéutico, porém os
dados a respeito AHR ainda sdo controversos. Um estudo demonstrou que enquanto a ndo
expressdo do receptor favorece o fendtipo de transicdo epitélio-mesenquimal, com
aumento de migracdo e tumorigénese; a ativacdo do AHR constitutivo impede o
crescimento e disseminacdo do melanoma. Ainda, a expressdo proteica de AHR é menor
em melanomas humanos se comparado ao nevo, ndo maligno, sugerindo uma possivel

relacdo do receptor com o fendtipo tumoral . Recentemente a leflunomida, uma droga
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testada clinicamente, previamente caracterizada como agonista de AHR, foi capaz de inibir
a proliferagdo de células de melanoma A375 de forma AHR-dependente 53, Porém, estes
resultados contradizem um estudo mais antigo realizado por Villano et al (2006), em que
as linhagens de melanoma mais metastaticas expressaram uma quantidade maior de AHR
87 Os mesmos autores demonstram que a via do AHR ¢é ativa também em melandcitos
humanos. V& se por tudo isso que mais estudos a respeito do AHR séo necessarios.
Sabendo-se que alguns metabdlitos do Trp como TRY e KYN ja foram reportados
como possiveis ligantes endogenos do receptor % *°, um dos objetivos deste estudo é
determinar se a DMT também é um ligante do mesmo e se a atividade clonogénica
observada com os tratamentos TRY e DMT poderiam estar envolvidas com o AHR. Para
tal, primeiramente verificamos a expressdo génica do receptor nas linhagens de melanoma
estudados. Como a ligagcdo de compostos ativa a transcri¢do de varios genes, um indicio de
que o receptor possa estar ativado € o0 aumento na expressdo génica de genes alvo, como
por exemplo, o CYP1AL, desta forma, também investigamos a expressao génica do mesmo

na presenca de nossos tratamentos (Figura 19).
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Figura 19: Expressdo génica do AHR e CYP1Al na auséncia de estimulo e na presenga de TRY e DMT (100 pM)
por PCR em tempo real. O gene gapdh foi utilizado como calibrador da reacdo. A analise comparativa foi feita em
relagdo a expressdo do gene idol na linhagem SK-Mel-147. O método comparativo (2-22CT) foi utilizado para
comparar 0s niveis de expressao de RNAm. (*) P < 0.05; (**) P < 0.01; (***) P < 0.001.

Como pode ser observado na figura 19, ambas as células expressam o receptor
AHR e o0 gene CYP1AL. A linhagem mais responsiva no ensaio clonogénico (SK-Mel-
19), apresenta uma expressao mais elevada do receptor do que a SK-Mel-147. Quando
as células SK-Mel-147 sdo tratadas com TRY e DMT ha um aumento na expressao
génica do CYP1Al, indicando uma possivel ligacdo destes compostos no receptor
AHR. Ja para as células SK-Mel-19, apenas a TRY foi capaz de aumentar a expressao
génica do CYP1A1, porém os tratamentos reduziram significativamente a expressao do

receptor.
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Como a atividade do CYP1ALl também se apresenta aumentada quando o AHR
estd ativado, realizamos um ensaio de atividade do CYP1Al (Figura 20). Aqui
adicionamos também o TCDD e a KYN para realizar um comparativo, ja que o primeiro
é o ligante classico do receptor e pode ser usado como um controle posivito e 0 segundo
sabidamente ativa 0 AHR. Aparentemente TRY, DMT e KYN aumentam a atividade do
citocromo guando incubados por 12 h com as células SK-Mel-147 (Figura 20a), ja para
a SK-Mel-19, é necessario um tempo de incubacdo de 24 h com os compostos (Figura
20b). N&o foi possivel obter resultados conclusivos, uma vez o TCDD (controle
positivo) ndo aumentou significativamente a atividade do CYP1AL. Acreditamos que 0
tempo de incubacdo com TCDD tenha sido longo demais para estas células, outros

tempos de incubacdo foram testados mas ndo conseguimos chegar a uma situacao ideal.
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Figura 20: Atividade do CYP1A1 em melanomas tratados e ndo tratados com TRY, DMT, KYN (100 pM) e TCDD
(10 nM) por um periodo de 12 ou 24 h. O célculo da ativadade foi feito com base na producéo de resorufina. (*) P <
0.05; (**) P <0.01; (***) P < 0.001.

Como os testes anteriores apenas nos fornecem indicios de uma possivel ligacao
dos compostos no receptor, concomitantemente ensaios de imunofluorescéncia foram
realizados para verificar a translocacdo do receptor do citoplasma para o nucleo das
células. Ndo conseguimos obter resultados fidedignos pois também no ensaio de

imunofluorescéncia ndo conseguimos um controle positivo adequado (Figura 21).
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Figura 21: Imunofluorescéncia do receptor AHR. As células SK-Mel-19 foram tratadas com TCDD (10 nM) por 2 h e
fixadas formaldeido 4%. O bloqueio foi realizado por 2 h. Para a marcagdo do receptor AHR (verde), foi utilizado o
anticorpo monoclonal do receptor de aril hidrocarbonetos (Abcam 2769) na propor¢do 1:200. O citoplasma
(vermelho) foi marcado com rodamina-faloidina (1:20) e o nucleo (azul) com DAPI. As imagens foram obtidas em
microscopio de fluorescéncia, no aumento de 10x

Tentamos reproduzir ensaios da literatura nas células T98G e Hepalclc?, a
primeira sendo exposta ao 3-metilclorantreno (ativador do AHR) na concentracao de 10
MM por 20 horas e a segunda exposta ao TCDD (3 nM) por 1 hora, seguindo 0s
experimentos descritos por Optiz et al (2011) e Kim et al (2006), respectivamente. N&o
obtivemos sucesso nos experimentos (dados ndo mostrados), sendo assim, nao foi

possivel determinar se DMT é ou ndo um ligante do receptor.

No entanto, para verificar se o receptor esta ligado a atividade anticlonogénica

de TRY e DMT, realizamos um ensaio clonogénico com os compostos TRY, DMT,
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KYN, TCDD e CH223191; este tltimo é um inibidor do receptor AHR e comparamos
os resultados obtidos com clonogénicos realizados com os metabdlitos acrescidos do

receptor inibido (Figura 22).

Observamos que nas células SK-Mel-147 e SK-Mel-19, o nimero de coldnias e/
ou areas das coldnias nao é afetado na presenca do inibidor CH223191 isoladamente
(Figura 22b). Além disso, houve a reducdo da clonogenicidade das células com o0s
tratamentos TRY ou DMT, no entanto estes resultados ndo foram alterados quando as
células foram tratadas com os metabolitos acrescidos de CH223191. TRY e DMT
continuaram reduzindo a proliferacdo das células tumorais mesmo com o receptor
inibido, o que nos leva a crer que o efeito ndo depende da ligagdo dos compostos no
AHR para estas linhagens de melanoma (Figura 22b), 0 mesmo acontece com as células

T98G e Hepalclc7 (Figura 22 c; d).
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Figura 22: (a; c) Painel mostrando a atividade clonogéncia da linhagens SK-Mel-147; SK-Mel-19; T98G e
Hepalclc7; ( b; d) Representagdo grafica do nimero de colonias e area das mesmas quando as células sdo tratadas
com CH223191 (1pM); TCDD (10 nM); TRY (100 pM); DMT (100 pM); KYN (100 pM); TCDD (10 nM) +
CH223191 (1 pM); TRY (100 uM) + CH223191 (1 pM); DMT (100 pM) + CH223191 (1 uM); KYN (100 uM) +
CH223191 (1 uM) . (*) P < 0.001, comparagdo com as células controle e (#) P < 0.001, comparacéo tratamento x
tratamentos + inibidor.

Em relacdo a KYN, verificamos que quando o receptor esta inibido e a KYN é
adicionada ao meio de cultura ocorre uma reducéo na proliferacdo das células tumorais.
(Figura 22 b, d). Como ja mencionado, dados da literatura demonstram que os efeitos
mediados por KYN dependem da ligacdo no receptor, neste caso, nossos resultados
corroboraram com os estudos da literatura e KYN péde ser utilizado como um controle
positivo do experimento. Este estudo nos leva a crer que apesar de metabolitos da via das
quinureninas atuarem no receptor AHR, as atividades bioldgicas dos metabdlitos da via das
triptaminas sdo mediados por outros receptores e/ou vias de sinalizacao.

Embora ndo seja foco deste estudo, vale a pena mencionar a sinalizacdo via receptor
sigma (o). Compostos antagonistas do receptor o - 1 e agonistas de receptores o - 2 podem
inibir a proliferacdo celular e induzir a apoptose, sendo alvos importantes no tratamento do
cancer ®. Curiosamente, TRY, exibe maior afinidade ao receptor ¢ - 2 (Kd = 4,31 uM) do
que ao receptor o - 1 (Kd = 431,55 uM) %, em contrapartida, a N, N - dimetilagdo da TRY
diminui a afinidade ao o - 2. Essas descobertas podem explicar o porqué a TRY é mais
eficiente ao diminuir a formacéo de colbnias quando comparada a DMT * %6, Por outro
lado, a DMT foi caracterizada como um agonista ¢ - 1 em concentragdes micromolares
(Kd = 14,75 mM). Estudos in vivo e in vitro tém mostrado que agonistas ¢ - 1 sdo capazes
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de exercer efeitos neuroprotetores devido a regulacdo dos niveis de célcio intracelular e
expressao de pré-genes apoptoticos (como a Bcl - 2). Este mecanismo pode resultar em
neuroprotecdo durante e apds episodios de isquemia e acidose 8%, Um estudo recente
demonstrou a presenca da enzima INMT em motoneurénios em locais proximos ao
receptor o, indicando que a DMT poderia ativar o receptor e regular a excitabilidade dos
motoneurénios, podendo estar envolvido com o sistema motor. De fato, a injecdo de DMT
foi capaz de aumentar a locomogdo de camundongos wild type °X. Além disso, o receptor
estd relacionado com uma série de desordens do sistema nervoso central, incluindo
amnésia, depressao, doenca de Alzheimer, deficiéncias cognitivas relacionadas com a

idade e dependéncia de alcool e cocaina *.
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7. CONCLUSOES
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Avaliamos os efeitos metabdlicos e bioldgicos de metabodlitos da via das
triptaminas sobre linhagens tumorais de melanoma humano (SK-Mel-147 e SK-Mel-19)
e sobre a relacdo dessas com o sistema imunolégico e chegamos as seguintes

conclusdes:

Em linhagens de melanomas:

A adicdo de TRY e DMT reduzem a concentracdo de QA e isto pode estar

relacionado com o efeito clonogénico;

- Aadicdo de TRY aumenta a sintese de SER;

- O efeito de TRY no clonogénico é dose-dependente para a linhagem SK-Mel-
19;

- TRY leva a morte celular principalmente por apoptose;

- TRY e DMT ndo modificam o ciclo celular dos melanomas;

- TRY e DMT reduzem a invasdo das células SK-Mel-19 e este efeito ndo é

mediado via MMP-2 ou TIMPs 1 e 2.

Em uma condicao de co-cultura (melanoma+ Sl):

- TRY e IAA aumentam a atividade citotéxica de PBMCs sobre melanomas;
- TRY e IAA diminuem a secre¢do de TNF-a na condigéo de co-cultura;
- Na andlise do metabolismo, TRY aumentou a producdo de SER tanto em

melanomas isolados como em co-cultura.
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Em relacdo a interacdo dos metabolitos com o receptor de aril hidrocarbonetos:
- As linhagens tumorais estudadas expressam o receptor AHR;
- Nao foi possivel estabelecer se DMT é um ligante do receptor AHR;
- Os efeitos bioldgicos de TRY e DMT parecem ndo estar correlacionados com

este receptor.
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8 MATERIAL SUPLEMENTAR
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8.1. Efeito de TRY, DMT e KYN na formacédo de PAN em melanomas

Para que pudessemos reconhecer algumas mudancas metabélicas para
compostos que foram detectados, porém ndo puderam ser quantificados, analisamos 0s
dados obtidos no capitulo I, levando em consideracdo apenas a area dos metabdlitos da
via das triptaminas e dos produtos de abertura do anel indolico. Apresentamos o0s dados
também dos produtos de abertura de anel indélico advindos da melatonina para realizar

um comparativo (Figura 23).
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Figura 23: Efeito da adi¢do de TRY; DMT ou KYN (100 uM) em na via das triptaminas e formagdo de PANs em
células SK-Mel-147 (A); SK-Mel-19 (B) e B16 (C). O periodo de incubacdo com os tratamentos foi de 24 h. (*) P
<0,05; (**) P <0,01; (***) P <0,001
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A formacédo de PANSs foi pouco afetada na presenca dos tratamentos. Um dado
interessante, € que KYN induziu a sintese se AMK em todas as linhagens analisadas
(Figura 23). Trabalhos do grupo demonstraram que AFMK e AMK mantém as
atividades bioldgicas reconhecidas para a MLT e SER sobre células do sistema imune,
muitas vezes em intensidades superiores a propria MLT 4444 O AFMK esta presente
em altas concentracfes em liquido cefalorraquidiano de individuos com meningite viral,
além disso o composto inibe a sintese das citocinas pré inflamatérias TNF-o e 1L-8 em
cultura de neutrofilos* %, Estas mesmas citocinas promovem o crescimento celular, a
invasdo e o potencial metastatico em melanomas sugerindo que a formacao de PANs da
MLT poderia ter um papel imunomodulatério na progressao tumoral %% %4,

Na linhagem SK-Mel-19, TRY e DMT aumentaram a sintese de DMFK (Figura
23B), provavelmente devido ao maior aporte de substrato para a formacdo dos PANs
subsequentes da via. O papel bioldgico dos metabdlitos DMFK e DMK ainda nédo foi
identificado, porém, a exemplo do que ocorre com AFMK e AMK, a sintese destes
compostos deve ter alguma importancia no metabolismo e/ou manutencdo da
homeostase celular. Todas as linhagens tumorais estudadas foram capazes de sintetizar
PANs, porém a linhagem SK-Mel-147 teve maior competéncia para sintetizar estes
metabdlitos uma vez que no estado basal conseguimos detectar a presenca DMFK e
AMK (Figura 23A). Ja a linhagem SK-Mel-19 tende a manter intacto seus metabolitos
de origem DMT e MLT (Figura 23B). Estes resultados nos levam a pensar que as

celulas possam ter atividade peroxidasica diferenciada, uma vez que o principal
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mecanismo de formacdo destes produtos € por peroxidases. De fato, estudos realizados
durante o mestrado demonstraram que apenas as células SK-Mel-147 expressam a
enzima MPO, porém tanto SK-Mel-147 quanto a SK-Mel-19 apresentam atividade
peroxidasica de mesma magnitude 6. Estes dados confirmam que a producio de PANS,

embora ndo seja exclusivamente devida a MPO, ¢ influenciada pela presenca da enzima

21

8.2. Vias das triptaminas e formacéo de produtos de abertura do anel indélico em
células tumorais e normais

Visando buscar diferencas metabodlicas que possam estar associadas ao fenotipo
tumoral, comparamos a sintese dos metabdlitos da via das triptaminas e a formacéo de
PANs tanto em células tumorais quanto em células mononucleares. Além disso,
analisamos ainda os PANSs provenientes da metaboliza¢do da MLT, AFMK e sua forma

deformilada, AMK (Figura 24).
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Figura 24: Via das triptaminas e formacdo de PANs em melanomas (SK-Mel-147; SK-Mel-19 e B16) e células
mononucleares (mondcito e linfocitos).

A produgdo de DMT ndo é um fendmeno exclusivo de células transformadas,
tanto células tumorais quanto normais apresentam este metabdlito em seu sobrenadante
e/ou meio intracelular. Porém, um dado interessante é a formacdo de PANs da via das
triptaminas: DMFK e DMK sdo sintetizados exclusivamente nas células tumorais
estudadas (Figura 24), indicando que a presenca destes metabdlitos poderia contribuir
para o fendtipo tumoral. Uma vez que a formacdo de AFMK e AMK ndo foi afetada, a
deficiéncia na formacdo de PANs de DMT ndo pode ser atribuida a baixa atividade
peroxidasica nestas células. Mais estudos sdo necessarios para confirmar a veracidade

destes achados. Como exemplo, podemos avaliar a producdo de PANs em neutrofilos,
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que sdo ricos em MPO e possuem alta atividade peroxidasica. Caso os neutrofilos ndo
sintetizem DMFK e DMK, este sera um forte indicio de que o perfil de metabolizacéo
pode estar ligado a transformacdo celular. Também em melandcitos estes PANS nao
foram encontrados (dados ndo apresentados).

O perfil diferenciado de metabolizacdo do TRP entre células tumorais e nao
tumorais ja foi descrito por Sahm et al (2013). Este estudo mostrou que gliomas
humanos tem a capacidade especifica em usar acido quinolinico (QA) como precursor
para sintese de NAD®, enquanto os astrocitos ndo neoplasicos utilizam a acido
nicotinico (NA). A identificacdo de perfis metabdlicos nos permitird ter um

conhecimento mais aprofundado sobre a relacdo do metabolismo com o tipo celular.

8.3. Efeito de IFN-p, 1-MT e 1-MT + IFN-y na via das triptaminas e na formacao de
PANSs

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o inibidor
da enzima IDO, 1-MT, aumenta a concentragdo de MLT em linhagens de melanoma
humano . Tendo em vista este acontecimento, buscamos identificar se o indutor e o
inibidor classico da enzima IDO também poderiam impactar na via das triptaminas. Nas
figuras abaixo (Figura 25) podemos observar as alteracdes que a adi¢do de IFN-y, 1-MT
e 1-MT com IFN-y causam nesta via e na formagdo de PANs em melanomas ap6s 24 h

em contato com as culturas.
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Independente do impacto que IFN- y e 1-MT tem sobre a via KYN, o0s
compostos pouco afetam a via das triptaminas, o que observamos foram apenas
alteracdes pontuais nas células estudadas. O tratamento com IFN- y aumenta a
concentracdo de IAA na linhagem SK-Mel-147 (Figura 25A). Além disso, 1-MT +
IFN- y também foi capaz de aumentar a concentracdo do metabdlito, provavelmente um
efeito do IFN- vy, ja que as células tratadas somente com 1-MT ndo apresentaram
modificagdes na concentracdo do metabdlito. Esta mesma célula sofreu alteragdes nas
concentracdes dos PAN provenientes da via das triptaminas DMFK e DMK quando
tratada com 1-MT + IFN- y. Ja a linhagem SK-Mel-19, ndo sofreu alteracdo alguma na
via das triptaminas perante aos tratamentos realizados (Figura 25B). A sintese de PANs
de MLT também ndo foi modificada, porém, a presenca de 1-MT aumentou a
concentracdo de melatonina na SK-Mel-19 (Figura 25B). O aumento de MLT pelo
inibidor foi reportado em um trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa nestas
duas linhagens ®°. No presente estudo ndo conseguimos observar a presenca de MLT na
SK-Mel-147 devido a menor sensibilidade do método em relacdo ao utilizado por
Moreno et al (2013). Apesar de nossa metodologia ser menos sensivel para MLT, com
0 presente método conseguimos analisar 0s metabdlitos das trés vias de degradacdo do
TRP simultaneamente e ainda podemos analisar os PANs de DMT e MLT produzidos

por estas células.
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Além da analise realizada em células tumorais, tratamos ainda mondcitos e
linfécitos humanos obtidos de cultura primaria com o indutor e inibidor da via KYN. A
resposta no metabolismo das triptaminas e formacdo de PANSs para estas células pode

ser observada nas figuras abaixo (Figura 26).
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Verificamos que a via das triptaminas também é ativa em células ndo tumorais e
0S monacitos sintetizam quase 2 vezes mais DMT que os linfdcitos (Figuras 26A e
26B). Assim como ocorreu com as células SK-Mel-147 (Figura 26A), o tratamento de
monocitos com 1-MT + IFN- y aumentou a concentracdo de 1AA (Figura 26A). Ndo ha
na literatura nenhuma da descricdo de como IFN- y impacta na enzima MAO. Estes
achados sugerem que talvez o composto possa estar induzindo a atividade da enzima,
uma vez que o IAA ¢ formado pela degradacdo de SER, TRY e DMT por esta via. Os
linfécitos ndo apresentaram grandes mudancas na presenca dos tratamentos, contudo, 1-
MT induziu a producdo de MLT nos mesmos (Figura 26B) corroborando os dados
obtidos anteriormente por nosso grupo de pesquisa em melanomas %°. O mesmo efeito
foi observado para os mondcitos, indicando que aparentemente a a¢do do 1-MT no
aumento de MLT independe do tipo celular. Além disso, conseguimos detectar a
presenca do PAN AFMK no sobrenadante das células mononucleares em seu estado
basal (Figura 26A). Estes produtos somente haviam sido observados para estas células

quando MLT foi adicionada ao meio de cultura %.
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Melanocytes are more responsive to IFN-y and produce higher amounts of

kynurenine than melanoma cells.

Renan O. Claral, Nadine Assmanz, Ana Carolina R. Morenol, Janine B. Coimbral,

Nadine Nurenberger?, Katja Dettmer-Wilde?, Peter J. Oefner®, Ana Campa'.

"Department of Clinical Chemistry, Faculty of Pharmaceutical Sciences, University
of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil.

*Institute of Functional Genomics, University of Regensburg, Regensburg, Germany.

Summary

One of the oldest links between increased amino acid catabolism, tumor progression
and immune regulation in cancer is the augmented tryptophan (Trp) catabolism.
Interferon-y (IFN-y) plays a central role in this phenomenon by inducing indoleamine
2,3-dioxygenase (IDO), the rate-limiting enzyme of Trp degradation through the
kynurenine pathway. Trp consumption and kynurenine (KYN) production is related to
poor prognosis in cancer, including melanomas. Besides its role in tumor immune
escape, IFN-y is believed to play a key role in the control of pigmentation
homeostasis. We still lack a comprehensive understanding of the kynurenine pathway
in malignant and non-malignant cells. Here we measured changes in abundance of
kynurenine metabolites of tryptophan in five human melanoma lines as well as
primary human skin melanocytes and fibroblasts in response to [FN-y. In general,
IFN-y affected kynurenine metabolism in stromal skin cells more than in melanoma
cells, supporting a role of IFN-y in normal skin cell physiology and that of stromal

cells in modulating the tumor microenvironment.

Significance

This study demonstrates, that IFN-y broadly modulates Trp metabolism in both,
normal skin cells and melanoma cell lines. While IFN-y impacted KYN formation the
strongest, other metabolites were also affected depending on the cell type.

Interestingly, the effect of IFN-y was more prominent in stromal skin than tumor
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cells. This finding seems especially relevant considering the recent description of
IFN-y in pigmentation homeostasis. In addition, peri-tumoral Trp metabolism seems

to be essential for tumor immune tolerance.

Increased amino acid catabolism is essential for tumor growth and immune
regulation in cancer (1,2). This is especially true for the kynurenine metabolites of
tryptophan (Fig. 1), which exert diverse biological effects and have been investigated
as markers of tumor progression and therapeutic effect (3). The kynurenine pathway
has been associated mostly with immune tolerance and tumor escape mechanisms by
the increased expression of its rate-limiting enzymes tryptophan 2,3-dioxygenase
(TDO, 1.13.11.11) or the IFN-y inducible indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO,
1.13.11.52)(4, 5). Both enzymes catalyze kynurenine (KYN) formation, which has
been associated with malignancy and invasiveness of tumor cells, such as melanomas
(6). The relevance of the other KP metabolites to tumour progression has been
neglected for the most part (7).

KYN is the substrate of three different enzymes: kynureninase (3.7.1.3),
which produces anthranilic acid (AA); kynurenine oxo-glutarate transaminase
(2.6.1.7), which produces kynurenic acid (KA), and kynurenine 3-monooxygenase
(1.14.13.9), which produces 3-hydroxy-L-Kynurenine (HK). Both kynurenine oxo-
glutarate transaminase (2.6.1.7) and kynureninase (3.7.1.3) can hydrolyze 3-hydroxy-
L-kynurenine and produce xanthurenic acid (XA) and 3-hydroxyanthranilic acid
(HAA), respectively. Alternatively, HAA can be synthesized by hydroxylation of AA
by anthranilate 3-monooxygenase (1.14.16.3). HAA is converted by 3-
hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase (1.13.11.6) to a semialdehyde that is rearranged
to quinolinic acid (QA), or it is decarboxylated by aminocarboxymuconate-

semialdehyde decarboxylase (4.1.1.45) generating picolinic acid (PA) (8). The last
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steps of KP are related to the nicotinamide metabolism. In brief, QA can be used by
nicotinate-nucleotide diphosphorylase (2.4.2.19, also known as quinolinate
phosphoribosyltransferase) to synthesize nicotinate D-ribonucleotide, which is further
converted to NA by nicotinate phosphoribosyltransferase (6.3.4.21). Finally, NA can
be amidated by nicotinamidase (3.5.1.19) to generate NAM. All three metabolites,
QA, NA and NAM, can be used by human cells to synthesize NAD" (9).

To date, the entire KP has not been investigated yet in both primary skin and
melanoma cells. Here, we studied changes in abundance of KP intermediates in
response to IFN-y in five human melanoma lines as well as primary human skin
melanocytes and fibroblasts. Human metastatic melanoma cell lines (SK-Mel-19, SK-
Mel-29, SK-Mel-147, WM-1366 and UACC-62) and primary epidermal fibroblasts
were donated by M. Soengas (Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas -
CNIO, Madrid, Spain). Human primary epidermal melanocytes were purchased from
ATCC (PCS-200-013; LGC Standards GmbH, Wesel, Germany). Primary fibroblasts
were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) (PAA Laboratories,
Pasching, Austria). Primary melanocytes were cultured in Dermal Cell Basal Media
(ATCC, PCS-200-030) supplemented with Melanocyte Growth Kit (ATTC, PCS-200-
042), penicillin (10 IU/mL), and streptomycin (10 pg/mL). Melanoma cell lines were
cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium (PAA
Laboratories). RPMI and DMEM were supplemented with 10% fetal bovine serum
(PAA Laboratories), penicillin (100 IU/mL), and streptomycin (100 pg/mL). All cells
were maintained at 37°C under 5% CO, atmosphere in 75 cm? bottles (Greiner Bio-
One, Kremsmiinster, Austria). For the stimulation experiments, cells were seeded in
six-well plates (9.6 cm?well, Greiner Bio-One) and cultured with the respective

medium for 24 h, before the media were exchanged for supplemented RPMI with or
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without IFN-y (1000 IU/mL) (Imunik, Boehringer Ingelheim, Germany). After 24 h,
tryptophan and its kynurenine metabolites were extracted from 100 pL of cell culture
supernatant by the addition of ice-cold methanol (400 pL) and internal standard mix
(10 pL) at —20°C for 1 h following a previously published protocol (10). Extracts
were then centrifuged at 10.000 x g for 10 min at 4°C and the supernatants collected
and dried by vacuum evaporation (CombiDancer, Hettich AG, Bach, Switzerland).
Prior to analysis, samples were reconstituted with 100 pL of 0.1% formic acid in
water and injected into an Agilent 1200 SL HPLC system coupled to a 4000 QTRAP®
(AB Sciex, Framingham, MA, USA) mass spectrometer. The Student t-test, as
implemented in the GraphPad Prism software (GraphPad Software, Inc.), was used to
test the effect of [IFN-y on kynurenine metabolism. To control for multiple testing, the
Bonferroni correction was used to adjust the significance threshold to 0.00079 based
on a total of n=63 comparisons made (Table 1).

IFN-y induced Trp consumption significantly only in one of the five
melanoma cell lines studied, namely SK-Mel-147 (Fig. 2, Table 1). It also induced
almost complete Trp depletion in primary melanocyte and fibroblast cell cultures
(Fig. 2).

Among melanoma cell lines, the increments in extracellular levels of KYN
that were induced by IFN-y ranged from 4- to 50-fold. As tumor cells are obligatory
targets for IFN-y (11), the observed differences in KYN abundance may be the result
of differences in the expression of IFN-y receptors (IFNGR 1 and 2) or due to
abnormal JAK1/2 or STATI1 expression between the melanoma cell lines studied.

In normal cells, the KYN increment caused by IFN-y ranged from 25-fold in
fibroblasts to 76-fold in melanocytes. The ability of IFN-y to affect normal cell

metabolism may contribute to skin processes such as the recently identified role of
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[FN-y in melanosome maturation and, thus, pigmentation homeostasis (12). Further,
IFN-y has been implicated in the induction of UV light-mediated melanomagenesis,
possibly by creating immune tolerance to UV-transformed cells (13). Given our data
and the observation of peritumoral indoleamine 2,3-dioxygenase expression in
melanoma (14), it appears intriguing to speculate, that stromal cells in the tumor
microenvironment produce most of the KYN required for the immune escape of
melanoma cells (14).

Kynurenic acid (KA) is also considered an immunosuppressive metabolite
associated with cancer invasiveness (15). It was consumed (dashed line in Figure 2
corresponds to the concentration of KA measured in media without cells) by all cells
studied under basal conditions. IFN-y, however, caused SK-Mel-147 to secrete KA
and inhibited its consumption by UACC-62 and primary melanocytes, respectively.

KYN can be hydroxylated to generate HK, which can then be converted to
either XA or HAA. In the present study, both normal skin cells and the melanoma cell
lines UACC-62 and SK-Mel-147 were able to synthesize HK under basal conditions.
Addition of IFN-y led to an increase in HK secretion in primary melanocytes only (p
0.002). Tt is known, that HK can suppress lymphocyte proliferation (T-CD4") and
induce T-reg development (16). Consequently, synthesis and excretion of HK and
KYN by normal cells may be a major determinant of immune escape by melanoma
cells. Glycosylated HK is considered the major tryptophan-derived human lens UV
filter compound and it has the capability to absorb UVA light and cause the oxidation
of ascorbic acid (17). Interesting, IFN-y is related to pigmentation in skin damaged by
UV light (18). Together, these findings support a role for IFN-y in counteracting the
UV damage response by increasing Trp metabolism. If true, this mechanism is lost by

tumor cells. Although IFN-y did not change XA levels, melanocytes were the only
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cells that totally consumed this metabolite from the culture media under basal
conditions, suggesting a biological relevance of XA for normal melanocytes that has
yet to be identified.

Only melanocytes and SK-Mel-147 produced and excreted AA under basal
conditions, while HAA was solely produced by Sk-Mel-19, WM-1366, and
fibroblasts. IFN-y affected AA production similarly to that of KYN, while the
synthesis of HAA was only upregulated in melanocytes (p 0.0022). Both molecules
(AA and HAA) can autooxidize and generate mutagenic anthranilyl radical
intermediates that, like KYN, can interact with the AhR receptor (19), which is
among other functions responsible for melanogenesis regulation (20). The response
mediated by IFN-y in increasing HAA in cultured melanocytes can also promote
immune tolerance. It is known that HAA changes homeostatic proliferation of CD8+
T cells (21) and it is presumably involved in the etiology of bladder cancer (22). On
the other hand, HK and HAA can protect cells from peroxyl radical-mediated
oxidative damage (23), thus representing a local antioxidant defense against UV light
damage or tumor inflammation.

HAA can be converted to either picolinic acid or quinolinic acid (QA), which
can be further metabolized to nicotinic acid (NA) and nicotinamide (NAM). The
small amounts of QA present in the cell culture media were totally consumed by the
primary melanocytes, and mostly by the melanoma cell line UACC-62. Interestingly,
QA is an agonist of the NMDA receptor (24), necessary for melanocyte morphology
maintenance (25). Of the remaining cell lines, SK-Mel-29 and WM-1366 neither
consumed nor secreted QA, while SK-Mel-19, SK-Mel-147, and the primary
fibroblasts secreted small amounts of QA. IFN-y did not affect QA abundance.

Recently, QA synthesis was reported in microglia but not by glioma cells (26).
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NA was totally consumed by almost all cells except for SK-Mel-147, which in
turn consumed NAM. Recently, NAM consumption from culture media was observed
for normal but not for transformed hepatocytes (27). This difference between normal
and cancer cells was not observed here for the melanocyte-melanoma pair. IDO
activity is believed to maintain NAD levels through its de novo synthesis from Trp
during inflammation (3). Besides, NAD re-synthesis is crucial for continuous cancer
cell proliferation (28) and the synthesis of its substrates (QA, NA and NAM) was not
notably affected by IFN-y.

Concluding, IFN-y was able to modulate KP metabolites in both the normal
and malignant skin cells studied. The data support the hypothesis, that peritumoral
rather than tumoral production of kynurenine induces immune tolerance in the tumor
microenvironment. Further, the Trp metabolic pattern of transformed cells did not
differ from that of non-transformed melanocytes under basal conditions, while IFN-y
treatment increased specifically HAA and HK levels in the non-transformed cell,
probably due to the role of these metabolites in normal skin physiology that might be

lost in tumor cells.
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Legends of Figures

Figure 1. Kynurenine pathway (KP) of Trp catabolism.

Figure 2. Kynurenine Pathway metabolites of five human melanoma lines (SK-Mel-
29, SK-Mel-19, WM-1366, UACC-62, SK-Mel-147) and normal skin melanocytes
and fibroblasts under basal conditions (red squares) and after IFN-y treatment (blue
balls). Dashed lines represent the concentration found in supplemented RPMI.
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Table 1. p values (Student’s T-test corrected by Bonferroni method) for differences in
supernatant concentration of KP metabolites between untreated and IFN-y treated transformed
and non-transformed skin cells.

Cell Type | SK-Mel-29 | SK-Mel-19 | WM-1366 UACC-62 | SK-Mel-147 | Melanocyte | Fibroblast
Trp 0,0167 0,1282 0,6623 0,0267 <0.0001 <0.0001 <0.0001
KYN 0,0066 0,0118 0,0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
KA 0,6806 0,1222 0,1524 <0.0001 <0.0001 0,0006 0,033
AA 0,9542 0,0166 <0.0001 0,0001 0,0002 0,0132 0,0424
HK * 0,0004 * 0,5626 <0.0001 0,002 0,8593
XA 0,7428 0,0778 0,8294 0,1441 0,3855 * 0,4062
HAA * 0,0711 0,0341 * * 0,0022 0,5508
QA 0,2975 0,0651 0,021 0,0024 0,5227 * 0,445
NA 0,0118 0,0556 0,0336 0,0022 0,0856 0,0161 0,3173
NAM 0,1475 0,0312 0,4307 0,1045 0,0181 0,0202 0,5242

* Metabolites that could not be measured under either condition.

(adjusted p value to 0,00079).

In bold are the significant alterations
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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 IDOI, 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 IDOI
mRNA expression and kynurenine release between skin cells and mela-
noma cell lines in response to interferon-y, a classical IDOI inducer. In this
setting, melatonin was shown to downregulate kynurenine production. Fur-
thermore, in a condition of low basal activity of IDOI, 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 IDOI1) 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 (IDOI), 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-y, interferon v; Kyn, kynurenine;
TDO?2, tryptophan 2,3-dioxygenase 2; TPH1, tryptophan hydroxylase; Trp, tryptophan.
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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.

IDOI is overexpressed in various types of tumor
cells and has been suggested to have a prognostic
value in melanoma. Therefore, the upregulation of
IDOI1 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 IDOI1 [9], has been evaluated in
clinical trials as a molecule directed at disrupting
tumor tolerance [10]. In addition to blocking IDOI,
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 I-MT on
other routes of Trp metabolism. Since the serotoniner-

FEBS Journal 280 (2013) 4782-4792 © 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 /DO, tryptophan
hydroxylase (TPHI), 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
melanoma cell lines

We evaluated the mRNA expression of Trp-metaboliz-
ing enzymes in cells that were treated with interferon- y

4783
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(IFN-y) and/or 1-MT. IFN-y, a classic IDOI1 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-y produced a strong induction of IDOI
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 (TD0O2) mRNA than IDO! mRNA (Fig. 2A,
B,C). The results outlined above indicated that IDOI is
mainly responsible for Kyn production in skin cells
and melanoma cells upon IFN-y treatment. Interest-
ingly, among the skin cell types, fibroblasts demon-
strated the greatest expression of IDOI mRNA after
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IFN-y 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
IDO! 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-y-mediated
upregulation of /DOI 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 TPHI, AANAT and
HIOMT mRNA in keratinocytes treated with IFN-y,
and increases in TPHI 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) TDOZ2 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 /[DO7 mRNA expression was observed in all of the cell types with the exception
of keratinocytes. In addition, 1-MT upregulated the expression of TPH7 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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I-MT is a competitive inhibitor of IDO and is
known to increase the expression of IDO in human
cancer cells [19]. Upregulation of IDOI mRNA
induced by I-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 /DOI mRNA expression.
With the exception of keratinocytes, we also observed
a slight increase in 7DO2 mRNA after treatment with
I-MT (Fig. 20).

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

1-MT reduces Kyn production and increases
melatonin biosynthesis in fibroblasts,
melanocytes and melanoma cells

In response to IFN-y-mediated induction, an increase
in IDO] mRNA expression was noted, which corre-
lated with an enhanced IDOI1 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-y stimulation. 1-MT
treatment clearly inhibited Kyn production in all cell
types, provided that they were stimulated with TFN-y
(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 I-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 I-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 7DO! mRNA expression and Kyn release in
skin cells and melanoma cell lines. There was heteroge-
neity with regard to IDOI mRNA expression in
response to melatonin or IFN-y/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-y-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 IDOI transcript levels. The
inhibitory effect of melatonin on Kyn release was
much lower than that observed in cells treated with
I-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) /DOT 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-MT and melatonin treatment reduces the
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 I-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 + 0.016  versus
0.505 4+ 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 + 0.36 versus 3.71 4+ 0.28, colony area
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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;
kP < 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 + 0.36 versus 1.25 £ 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 + 0.016 versus
0.510 £ 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
IDO, but 1-MT may also have off-target effects on
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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 IDO/
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-y.
Although TDO2 seems to be important for the pro-
duction of Kyn by some types of tumors [26,27],
IDOI1 was the enzyme mainly responsible for Kyn pro-
duction in skin cells and melanoma cells upon IFN-y
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-y 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
I-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: (a) 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 I-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 Oncoldgicas 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 Universitario/HU-USP) and were
donated by L. Maximiano (Ethics Committee ‘Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio da Universid-
ade de Sao 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-

1-MT

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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c0®), respectively, supplemented with 10% fetal bovine
serum (Gibco®), penicillin (50 U-mL™") and streptomycin
(50 pg-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
(I mm final concentration) in the absence or presence of
IFN-y (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 pg 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 ml
(IDO1), Hs01589373_ml (IDO2), Hs00194611_m1 (TDO2),
Hs01559141_m1 (TPHI), 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-vy,
I-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 pL of cellular
supernatant was added to 1500 pL 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 uL MilliQ water and filtered using a spin-X® centrifuge
tube filter (Corning® Costar®, Sigma). Next, 40 uL was
injected into an HPLC Shimadzu SCL-10A vp system (Shi-
madzu Corporation, Kyoto, Japan). Kynurenine was sepa-
rated using a Luna CI18 Phenomenex column (250 mm
x 4.6 mm inner diameter column; 5 pm) 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 pL
of 0.1 m NaOH and vortexed. Next, 100 pL of indole solu-
tion (100 ug-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 pL of an
acetonitrile-containing solution and 4 mm sodium formate
(50 : 50 v/v), and the tubes were vortexed for 1 min. Next,
100 pL of this solution was transferred to a Spin-X centri-
fuge tube with a 22 um filter (Costar, Corning) and centri-
fuged for 3 min at 1 g. Subsequently, 20 pL 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, 15V 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 HMI, 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 x 107> mbar gas cell
pressure. Each of these conditions was optimized by
infusing a standard melatonin solution (1 pg-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 CI8 100A
(50 x 4.6 mm, 2.6 um; 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; 4.5-6.5 min, 0 A : 100 B, v/v; 6.5-7 min,
50 A : 50 B, v/v; and 7-9 min, 50 A : 50 B, v/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 pL pipette
tip followed by the addition of fresh culture medium con-
taining 1-MT (1 mm). 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 mMm. 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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Tryptophan (TRP) is essential for many physiological processes, and its metabolism changes in some
diseases such as infection and cancer. The most studied aspects of TRP metabolism are the kynurenine
and serotonin pathways. A minor metabolic route, tryptamine and N,N-dimethyltryptamine (DMT)
biosynthesis, has received far less attention, probably because of the very low amounts of these
compounds detected only in some tissues, which has led them to be collectively considered as trace
amines. In a previous study, we showed a metabolic interrelationship for TRP in melanoma cell lines.
Here, we identified DMT and N,N-dimethyl-N-formyl-kynuramine (DMFK) in the supernatant of cultured
SK-Mel-147 cells. Furthermore, when we added DMT to the cell culture, we found hydroxy-DMT (OH-
DMT) and indole acetic acid (IAA) in the cell supernatant at 24 h. We found that SK-Mel-147 cells

Keywords:
N,N-dimethyltryptamine (DMT)
Horseradish peroxidase (HRP)

Melanoma
Myeloperoxidase (MPO) expressed mRNA for myeloperoxidase (MPO) and also had peroxidase activity. We further found that
Tryptamine DMT oxidation was catalyzed by peroxidases. DMT oxidation by horseradish peroxidase, HO, and MPO

from PMA-activated neutrophils produced DMFK, N,N-dimethyl-kynuramine (DMK) and OH-DMT.
Oxidation of DMT by peroxidases apparently uses the common peroxidase cycle involving the native
enzyme, compound I and compound II. In conclusion, this study describes a possible alternative
metabolic pathway for DMT involving peroxidases that has not previously been described in humans and
identifies DMT and metabolites in a melanoma cell line. The extension of these findings to other cell
types and the biological effects of DMT and its metabolites on cell proliferation and function are key
questions for future studies.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

When not used for protein synthesis, the essential amino acid
tryptophan (TRP) is mainly degraded (95%) through the kynur-

Abbreviations: AFMK, N-acetyl-N-formyl-5-methoxy-kynuramine; AMK, N-acetyl- enine (KYN) pathway [1,2]. The first and rate-limiting step of this

5-metoxy-kynuramine; DMEM, Dulbecco’ modified eagle medium; DMFK, N,N-
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methyl sulfoxide; DMT, N,N-dimethyltryptamine; DPI, diphenyliodonium; FBS,
fetal bovine serum; H,0,, hydrogen peroxide; HRP, horseradish peroxidase; IAA, 3-
indoleacetic acid; IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase; KYN, kynurenine; LC-MS/MS,
liquid chromatography-mass spectrometry; LC-UV-ESI-MS, liquid chromatogra-
phy-UV detection-electrospray ionization-mass spectrometry; MAO-A, mono-
amine oxidase A; MPO, myeloperoxidase; m/z, mass-to-charge ratio; O,
superoxide anion; PBS, phosphate-buffered saline; PMA, phorbol 12-myristate
13-acetate; ROS, reactive oxygen species; SOD, superoxide dismutase; TDO,
tryptophan 2,3-dioxygenase; TRP, tryptophan; TRY, tryptamine.
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biochemical process is catalyzed by two dioxygenases: tryptophan
2,3-dioxygenase (TDO) and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)
[3]. The incorporation of two atoms of oxygen into the TRP indole
ring and the cleavage of this ring generates the indole ring-opening
product N-formyl-kynurenine that is then deformylated to KYN
(Fig. 1A).

Another well-studied route for TRP metabolism is the serotonin
pathway, which is responsible for approximately 4% of TRP
metabolization [4]. Some tissues such as the pineal gland produce
the hormone melatonin from serotonin [5] (Fig. 1B). Although the
KYN and serotonin routes account together for almost all TRP
metabolism, a small amount of TRP is converted into tryptamine
(TRY) and its methylated forms monomethyl-tryptamine and N,N-
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Fig. 1. TRP metabolism in humans. (A) Kynurenine (KYN), (B) serotoninergic/melatoninergic and (C) tryptamine (TRY)/dimethyltryptamine (DMT) pathways.

dimethyl-tryptamine (DMT) [6] (Fig. 1C). Because of their very low
concentrations in human total blood, urine, feces, lung, kidney and
cerebrospinal fluid, they are collectively known as trace amines [7-
10]. Although trace amines and the enzymes involved in their
biosynthesis from TRP have only been found in few human tissues
and fluids [6,11], information regarding DMT metabolization is
even scarcer. It is known that a portion of DMT is metabolized by
the enzyme monoamine oxidase A (MAO-A) into 3-indoleacetic
acid (IAA), the primary known metabolite [12,13].

One difference among the three aforementioned biochemical
routes of TRP metabolism is that the KYN pathway leads to loss of
the indole moiety, whereas the serotonin pathway and the
production of TRY and DMT preserve it (Fig. 1). The enzymes
TDO and IDO specifically catalyze TRP indole ring opening and do
not act on other indolic compounds [14]. However, previous
studies have shown that KYN can also be generated by TRP
degradation catalyzed by different peroxidases [15,16], including
neutrophil myeloperoxidase (MPO).

Furthermore, peroxidases are not specific and act on different
indolic compounds, leading to products that have an indole
opening ring mark analogous to KYN. For example, melatonin
metabolization by MPO forms N1-acetyl-N2-formyl-5-metoxy-
kynuramine (AFMK) and the demethylated form N1-acetyl-5-
metoxy-kynuramine (AMK) (Fig. 2) [15,16]. The biological rele-
vance of KYN and KYN-like compounds is clear; KYN is a pivotal
molecule for immune escape by tumors with resulting tolerance
[17], and AFMK and AMK have shown several immunomodulatory
effects [18,19].

Based on the information above and on the preliminary finding
that SK-Mel-147 produced DMT, we studied DMT metabolization

Qﬂ%* Qﬁ“«

AFMK

Melatonin

by peroxidases, including MPO, that are present in neutrophils, and
decided to search for possible DMT metabolites, including indole
ring-opened molecules, that could be associated with the presence
of peroxidases in the SK-Mel-147 melanoma line.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and solutions

Horseradish peroxidase (HRP) type VI (EC number 1.11.1.7),
dextran, Histopaque®-1077, phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), catalase (EC 1.11.1.6), superoxide dismutase (SOD) (EC
1.15.1.1), 5-amino-2,3dihydro-1,4-phthalazinedione (luminol),
tryptamine (TRY), dichloromethane, indole, sodium and ammoni-
um formate, and diphenyliodonium (DPI) were purchased from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Dimethyl sulfoxide (DMSO),
sodium azide, p-glucose, KH,PO,4, NaCl, Na,HPO,4-12 H,0, 29%
H,0,, KCl, CaCl,, MgCl,, ammonium acetate, formic acid, HPLC-
grade acetonitrile, hexane, ethyl acetate and methanol were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All other reagents
used were of analytical grade. Dulbecco’ Modified Eagle Medium
(DMEM), fetal bovine serum (FBS) and penicillin (50 U/mL) -
streptomycin (50 wg/mL) solution were purchased from Gibco
(Grand Island, NY, USA).

Stock solutions of PMA were prepared in DMSO (100 wM) and
stored at —20 °C. Phosphate-buffered saline (PBS) solution (10 mM,
pH 7.4) was prepared using 10 mM KCI and 140 mM NaCl. In
experiments with neutrophils, 1.0 mM CaCl,, 0.5 mM MgCl,, and
1.0 mg/mL p-glucose were added to PBS (this complete buffer is
referred to as Buffer A).

B

AMK

Fig. 2. Melatonin oxidation to indole ring-opening products. N1-acetyl-N2-formyl-5-metoxy-kynuramine (AFMK); N1-acetyl-5-methoxykynuramine (AMK).
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2.2. Synthesis and purification of DMT

Because of the absence of a commercial standard for DMT, it
was synthesized from TRY according to Bosch et al. [20] and
purified by semipreparative normal-phase liquid chromatography
using Shimadzu Prominence (Kyoto, Japan) equipment. Separation
was achieved on a Luna Silica column (250 mm x 10 mm, 5 pwm;
Phenomenex, CA, USA) under isocratic elution employing hexane
and ethyl acetate (65:35) as the mobile phase and run at 4 mL/min.
The column effluent was monitored at 200-400 nm using a diode
array detector (SPDM20A). Fractions of interest were collected
(FRC-10A), concentrated in a rotary evaporator (Buchi,
Switzerland) and further characterized by electrospray ionization
mass spectrometry (Esquire HCT, Bruker Daltonics, MA, USA).

2.3. Melanoma cell line SK-Mel-147 culture

The melanoma cell line SK-Mel-147 was grown in DMEM high-
glucose medium supplemented with 10% FBS and penicillin (50 U/
mL) - streptomycin (50 wg/mL) and maintained at 37 °C under a
5% CO, atmosphere. Cells were plated on 6-well plates and grown
for 24 h until they reached 80% confluence.

2.4. Identification of DMT and its metabolites in SK-Mel-147 by LC-
MS/MS

An indole solution in methanol (100 pL at 100 pg/mL) was
added to the cultured cell supernatants as an internal control. Cold
dichloromethane (1:2.5) was then added, and the mixture was
vortexed for 3 min continuously. The tubes were centrifuged at
10,621 x g for 10 min, and the organic phase was transferred to a
glass tube protected from light and dried under nitrogen gas flow.
To reconstitute samples, 150 L of a solution containing acetoni-
trile:4 mM ammonium formate (50:50) was added, and the tubes
were vortexed for 1 min and centrifuged in a Spin-X centrifuge
tube with a 22-pm filter (Costar, Corning, USA) for 5 min at
239 x g. The supernatant (20 wL) was analyzed by LC-MS/MS.

The products found in the supernatants were separated on a
Kinetex C18 column (50 mm x 4.6 mm, 2.6 .m; Phenomenex,
Torrance, CA, USA) coupled to a KrudKatcher ultra column in-line
filter (Phenomenex) at a flow rate of 0.35 mL/min under gradient
elution using 4 mM ammonium formate pH 4 (solvent A) and
0.01% formic acid in acetonitrile (solvent B) as the mobile phase.
The elution gradient was as follows: (i) 0-1 min (50:50), (ii) 1-
6.5 min (0:100), and (iii) 6.5-9 min (50:50). We used a 320 MS
triple quadrupole mass spectrometer (Varian, USA) with an
electrospray ionization (ESI) source, which was operated in the
positive mode.

Using a Workstation 6.9 data analysis system (Varian, USA), the
data were collected in multiple reaction monitoring mode by
selecting the transition m/z 189 (M+H)" > 58 for DMT, m/z 118
(M+H)" >90 [21] for the internal standard, and —12V as the
collision energy. All of the conditions were optimized by analysis of
a standard 1.0 pg/mL DMT solution.

2.5. Real-time PCR and analysis of peroxidase activity for MPO

Total RNA was extracted from cells using an RNeasy Mini kit
(Qiagen). Contaminating genomic DNA was removed using the
RNase-free DNase Data Set (Qiagen). Up to 1 g of total RNA was
reverse transcribed using the High-capacity RNA-to-cDNA kit
(Applied Biosystems). Real-time PCR was performed using the
TagMan fluorescence energy transfer assay on an ABI Prism 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems). The primers and
fluorogenic probe were from Applied Biosystems [codes
Hs00266705_g1 (GAPDH) and Hs00924295_m1 (MPO)]. The

relative comparison method (2*AACT)

mRNA expression levels.

Peroxidase activity was estimated in a microplate luminometer
(LB96V - EG&G Berthold). Luminol (1.0 mM) and H,05 (0.5 mM) in
PBS pH 7.4 were added to cell homogenates prepared from 1 x 10°
cells at 37 °C.

was used to compare the

2.6. Analysis of DMT reaction products by LC-UV-ESI-MS

DMT reaction products were separated on a Synergi Polar-RP
column (250 mm x 4.6 mm, 4 wm; Phenomenex, Torrance, CA,
USA) at a flow rate of 1.0 mL/min under gradient elution using
10 mM ammonium acetate + 0.01% formic acid (solvent A) and
acetonitrile (solvent B) as the mobile phase. The column effluent
was monitored at 288 nm using a diode array detector (SPD-
M20A, Shimadzu Prominence, Kyoto, Japan) before being applied
to an Esquire HCT iontrap mass spectrometer (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, USA). A flow divisor was used to divert 0.2 mL/min to
the electrospray ionization (ESI) source, which was operated in
the positive mode with a —3.5kV capillary sprayer voltage.
Nitrogen was used as the nebulizer (35 psi) and drying gas (5.0 L/
min, 300 °C). Helium was used as the buffer and collision gas.
High-resolution mass spectrometry experiments for elemental
composition confirmation were performed on a time-of-flight
(TOF) mass spectrometer (MicroTOF, Bruker Daltonics, Billerica,
MA, USA).

2.7. Oxidation of DMT by HRP/H,05 system

DMT (0.1 mM) was incubated with 1.0 wM HRP and 0.5 mM
H,0, in PBS (pH 7.4) in a final volume of 300 L under agitation
(850 rpm) in a thermomixer (Eppendorf, Edison, NJ, USA) with light
protection at 37 °C. The reaction was stopped after 60 min by
adding 300 L of ice-cold acetonitrile. The sample was centrifuged
at 9600 x g for 5 min, and 20 L of the supernatant was analyzed
by LC-UV-ESI-MS.

2.8. Isolation of human neutrophils

Purified neutrophils (98%) were obtained from healthy blood
donors by Histopaque®-1077 centrifugation, dextran sedimenta-
tion, and hypotonic lysis of red blood cells [22]. After isolation,
neutrophils were resuspended in 1.0 mL of Buffer A, and cell
density was determined in a Neubauer improved bright-line
chamber. Blood collection was performed according to a protocol
approved by the Faculty Ethical Committee at University of Sdo
Paulo (CEP/FCF no. 109/2007).

2.9. Oxidation of DMT by activated neutrophils

Neutrophils (2.0 x 10° cells/assay) were stimulated by addition
of 50 ng/mL PMA at 37 °C in Buffer A under smooth and constant
agitation (350 rpm) in the dark. After 5 min, DMT (0.1 mM) was
added to a final volume of 300 L. Aliquots were taken at specific
times and mixed with 300 p.L of ice-cold acetonitrile to stop the
reaction. Samples were centrifuged at 9600 x g for 5 min, and
20 pL of the supernatant was analyzed by LC-UV-ESI-MS.

2.10. Reaction of DMT with activated neutrophils and addition of
reactive oxygen scavengers and enzyme inhibitors

Catalase (10 g/assay), SOD (10 pg/assay), azide (1.0 mM) and
DPI (20 M) were preincubated with neutrophils (2.0 x 10° cells/
mL) in 10 mM Buffer A (pH 7.4) for 5 min. After this period, cells
were stimulated with 50 ng/mL PMA, and 0.1 mM DMT was added
to a final volume of 300 wL. The systems were incubated under
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smooth and constant agitation (350 rpm) at 37 °C. After 30 min,
the reactions were stopped by addition of 300 wL of ice-cold
acetonitrile. Cells were pelleted by centrifugation (9600 x g for
5 min), and the supernatants were analyzed by LC-UV-ESI-MS.

2.11. Statistics

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

3. Results

3.1. Identification of DMT and its metabolites in human melanoma
cell cultures

SK-Mel-147 is a cell line derived from metastatic melanoma,
and it was chosen for this study because we recently showed that
the two main TRP metabolic pathways, that is, the KYN and
serotoninergic pathways, are active in this line [23]. No previous
data are available on the presence of DMT in this or other cell lines.
In this study, we used LC-MS/MS to identify DMT and its precursor
TRY in 24 h supernatants of cell cultures. IAA, a known metabolite
of the TRY/DMT pathway, was also sought. Commercial TRY, DMT
and IAA were used to optimize the LC-MS/MS analysis conditions.
Using standardized conditions, we searched for the following three
other potential products of DMT: N,N-dimethyl-N-formyl-kynur-
amine (DMFK), N,N-dimethyl-kynuramine (DMK) and OH-DMT.
Given the lack of commercial standards for DMFK, DMK and OH-
DMT, we based our search on fragmentation parameters for these
compounds as described in the Materials and Methods. Surpris-
ingly, DMT and DMFK were detected in as early as 24 h in cell
culture supernatants extracted with dichloromethane. When
0.1 mM DMT was incubated with cultured cells for 24 h, OH-
DMT and IAA were also detected (Fig. 3). TRY was not detected
under any conditions.

3.2. Peroxidase activity of SK-Mel-147

Although it was previously thought that MPO was exclusive to
phagocytes, it is currently recognized that other cell types express
it [24,25]. Because DMFK was detected in SK-Mel-147 cells, we
investigated MPO mRNA expression. SK-Mel-147 cells expressed
MPO mRNA as shown by qPCR, and the levels of expression were
not changed by the addition of TRY or DMT (Fig. 4A). We estimated
the peroxidase activity in SK-Mel-147 cells by the luminol-
chemiluminescent assay (Fig. 4B), as peroxidases catalyze the
chemiluminescent oxidation of luminol by H,0, [26]. The higher

level of light was in the presence of SK-Mel-147 cell homogenates
than in the control reactions indicates the presence of an active
peroxidase in this cell type.

3.3. Oxidation of DMT by the HRP/H,0, system and identification of
DMT metabolites

Indole ring-opening products are formed from indole com-
pounds by reaction with reactive oxygen species in non-enzymatic
pathways or in dioxygenase- or peroxidase-catalyzed reactions
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Fig. 4. MPO mRNA expression and peroxidase activity in SK-Mel-147 cells. (A) MPO
mRNA was expressed in SK-Mel-147 cells, and its expression was not modified by
the addition of 100 wM TRY or DMT in cell culture. (B) Peroxidase activity was
measured in the SK-Mel-147 cell homogenate (1.0 x 10° cells) in the presence of
luminol (1.0 mM) and H,0, (0.5 mM). Data are shown as relative luminescence
units (RLU). The error bars correspond to the SEM from three independent
experiments.
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[27]. The dioxygenases known to act on indoles are TDO and IDO;
TDO is very specific for tryptophan, and IDO is not able to oxidize
DMT [14]. However, peroxidases have been shown to be very
effective in the formation of indole ring-opening products [15].
Myeloperoxidase (MPO) is the most abundant peroxidase in
humans, especially in neutrophils [28].

Based on our previous studies showing that indole ring
compounds are oxidized by peroxidases to products analogous
to kynurenine [15], we studied the oxidation of DMT by two
frequently used peroxidase systems: horseradish peroxidase
(HRP)/H,0- and activated human neutrophils. HRP is commercial-
ly available and is extensively used as a peroxidase model in kinetic
and mechanistic studies. The addition of H,O, to the native
enzyme leads to the formation of compound I, which is active and
capable of oxidizing different molecules, such as TRP [27] and
melatonin [15,16]. Indole ring-opening products are observed in
the oxidation of both molecules. The consumption of DMT and the
generation of new peaks were observed by LC/UV analysis and
were totally dependent on the addition of HRP and H,0, (Fig. 5A
and B). From the HPLC analysis, we were able to further
characterize peaks 1 and 2. The products were identified by LC/
MS-MS; the m/z 189 signal and other three ions, m/z 205
(corresponding to peak 1), m/z 221 (corresponding to peak 2)
and m/z 193, correspond to DMT.

Fragmentation analyses of the m/z 205 ion (Fig. 6A) showed the
same profile for the known hallucinogens bufotenin (5-OH-DMT)

and psilocin (4-OH-DMT) [29]. Because in our experiment it was
not possible to identify the real position of the hydroxyl group on
the aromatic ring, it was generically named OH-DMT. MS/MS
analyses of ion m/z 221 showed a neutral loss of dimethylamine
(C2H7N) and dimethylethylamine (C4H;{N), and the m/z 193 ion
(loss of CO) was also detected. This result suggests that this
compound was an indole ring-opened DMT, designated here as
DMFK (Fig. 6B). The m/z 193 ion showed the same neutral loss of
DMT, OH-DMT and DMFK, and the spectrum indicated the
presence of the deformylated form of DMFK, DMK (Fig. 6C). The
elemental composition of these three DMT metabolites were
confirmed by high-resolution mass spectrometry (Micro TOF) by
direct injection after HPLC separation (Fig. 7A and B).

3.4. Reaction of DMT with activated neutrophils

Neutrophils have two important features that characterize
them as a good biochemical system for peroxidase-catalyzed
reactions. When activated, neutrophils organize the NADPH
oxidase system to ensure an adequate supply of superoxide
anion (O,7) and H,0;, [30,31]. Furthermore, they are the cells
with the highest level of MPO [32]. Neutrophils can be activated
by physiological and non-physiological stimuli. Here, we used
the non-physiological stimulus phorbol myristate acetate (PMA).
Similar to what was observed in the presence of HRP/H,0,, PMA-
activated neutrophils oxidized DMT to OH-DMT, DMFK and
DMK. Because of the relatively low yield of the reaction, the
products were analyzed only by iontrap mass spectrometry and
confirmed by high resolution MicroTOF (Fig. 5). The kinetics of
DMT consumption and the products formed are presented in
Fig. 8.

As in previous studies on the oxidation of melatonin [15] and
lysergic acid diethylamide [33] by activated neutrophils, various
inhibitors were added to neutrophils to establish the mechanism
by which the cells form DMFK and OH-DMT (Fig. 9). The
production of DMFK and OH-DMT was almost abolished when
NADPH oxidase was inhibited by diphenyliodonium (DPI), show-
ing that superoxide and/or H,0, must be produced by neutrophils
before they can oxidize DMT. Azide, an inhibitor of MPO,
profoundly affected DMFK and OH-DMT production, thus empha-
sizing the need for an active peroxidase to oxidize DMT.

In terms of the response to reactive oxygen species scavengers,
DMFK production was affected more by superoxide dismutase
(SOD) than OH-DMT (72% versus 43% inhibition). SOD has a
stronger inhibitory action than catalase on the formation of DMFK.
However, the production of OH-DMT was not affected by the
addition of catalase [34].

The formation of both products identified here, DMFK and OH-
DMT, may occur through a peroxidase cycle that includes
tryptophan [27], melatonin [15,16] and LSD [33]. Compound I of
the peroxidases reacts with DMT to generate the radical DMT®,
which reacts with molecular oxygen or the superoxide anion to
create a dioxetane intermediate that is cleaved to produce DMFK.
The hydroxylated product could be formed by an alternative
pathway involving the compound III (Fig. 10) [34].

4. Discussion

Biochemical and toxicological studies with trace amines have
attracted attention because of their numerous effects on cognition,
perception, satiety, and its possible participation in psychiatric [6]
and neurodegenerative disorders [35,36], and even in the social/
religious framework utilizing hallucinogenic drinks prepared from
plants rich in these compounds, such as Ayahuasca tea. In this
study, we describe an alternative metabolic pathway for DMT that
has not been previously identified in human cells. DMT-OH, DMFK
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ESI was operated in positive mode.

and DMK were found as DMT metabolites in peroxidase-catalyzed
reactions, suggesting a role for peroxidases or peroxidase-like
enzyme activities in DMT metabolization. Furthermore, we
detected DMT and DMFK in the supernatant of a melanoma cell
line. The significance of this finding is not yet known, but it is
apparent that DMT is present in a previously unsuspected variety
of cells.

In recent years, knowledge of the storage, receptors and
metabolism of DMT has increased. Riba et al. [37] measured DMT
metabolites in volunteers who received DMT orally and concluded
that oxidative deamination of DMT by MAO may not be the sole
metabolic pathway in humans. In vitro and animal studies have
found endogenous psychedelic tryptamines in humans [38] and
also found tryptamine metabolites in the pineal gland [39]. In
addition to DMT, 5-hydroxy-DMT (bufotenin, HDMT) and 5-
methoxy-DMT (MDMT) have been reported as endogenous
substances in humans. Mcllhenny et al. [40] described N-oxidation,
N-demethylation and cyclization as alternative DMT metabolic
routes. Full characterization of DMT metabolites is required for cell
biochemical and biology studies and also from pharmacological
and toxicological points of view given the increasing interest in the
potential medical applications of Ayahuasca [41]. This study
addressed whether DMFK and DMT-OH are representative or
minor metabolites of DMT in vivo. The presence of DMFK, but not
IAA, in the supernatants of cultured melanoma cells under basal

conditions suggests that DMFK may be a central DMT metabolite,
at least for some cell types.

Another aspect that deserves to be considered is the possibility
that the hallucinogenic activity of DMT, either endogenously
produced or ingested, may be correlated with its oxidation by
peroxidases, because hydroxylated compounds such as psilocin
and/or bufotenin, which are known hallucinogens, are formed. It is
interesting that DMT has been related to schizophrenia [42,43],
and bufotenin was found in the urine of patients with schizophre-
nia and other mental illnesses [44,45]. DMT and psilocin have been
shown to have anxiolytic activity [6,46].

Chemically, the metabolic pathway described here is similar to
that described for other natural indolic compounds such as MLT
[15], TRP [48] and SER [49], and for the hallucinogen lysergic acid
diethylamide [33]. The common characteristic of the peroxidase-
catalyzed oxidation of these indolic compounds is the indole ring-
opening similar to the products formed by the action of the enzyme
indolamine 2,3 dioxygenase. However neither MLT [47] nor DMT
[14] seems to be IDO substrates. Products from the metabolism of
TRP have been described as neuroprotectants and neurotoxins.
Indole ring-opening products formed from TRP and MLT, i.e., KYN
and AFMK, respectively, have a strong effect on the immune
system. KYN plays a central role in tolerance [17,50], and AFMK/
AMK is implicated in immune regulation [ 19]. DMT metabolization
by peroxidases may thus be relevant in homeostasis, and especially
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in diseases in which inflammation is present. Peroxidase activity is
broadly found in tissues and cells, and in inflammatory conditions.
Neutrophils, monocytes and macrophages may thus provide a
source of peroxidases.
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