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RESUMO

O triptofano € um aminoacido essencial e precursor da sintese de serotonina (5-HT).
Variagdes nos niveis plasmaticos de 5-HT estdo relacionadas com alteragdes de
humor, ansiedade, depressao, sono, fadiga e supresséo de apetite. Neste estudo foi
desenvolvido um método simples, rapido e sensivel para a quantificacdo de
triptofano em plasma e que emprega a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detector diode array (DAD) no comprimento de onda fixo de 267 nm. A
separagao foi realizada em coluna analitica ACE 5 C4s (150 mm x 4,6 mm de
didmetro interno e tamanho da particula de 5 ym), o tempo de corrida foi de 10 min.
A fase movel foi constituida por solugdo de acetato de sddio 5 mM e acetonitrila
(92:8, v/v) e modo de eluigdo isocratica (1 mL min'1). A preparagao da amostra
consistiu na desproteinizacdo do plasma utilizando acido perclérico 8%. O triptofano
foi caracterizado no tempo de retencdo de 5 min. A especificidade foi monitorada
utilizando matrizes normais, lip€micas e hemolizadas, ndo sendo observado nenhum
pico interferente no tempo de retencdo do triptofano. A linearidade do método foi
detectada entre 0,5 a 30,0 ug mL™ e os coeficientes de variagdo do teste de precisdo
foram calculados intra e inter-dia para trés concentragdes (2,5; 5,0 e 15,0 pg mL™)
apresentando variagbes de 0,26 a 1,30% (intra-dia) e 3,07 a 3,97% (inter-dia)
respectivamente. Exatiddo e recuperacao satisfatérias foram obtidas por este
método, além de utilizar pequenas quantidades de solvente organico, caracterizando

a técnica como eficiente e ecologicamente amigavel.

Palavras-chave: Triptofano. Serotonina. Cromatografia liquida



ABSTRACT

Trytophan is an essential amino acid and a serotonin (5-HT) synthesis precursor.
Altered plasma levels of 5-HT are related to humor and behavioral alterations,
anxiety, depression, sleep, fatigue and appetite suppression. In this study, a simple,
fast, sensitive and specific high-performance liquid chromatography (HPLC) method
was developed for determination of tryptophan with diode array detection (DAD)
setting at programmed wavelength (A = 267 nm). The separation was carried out on
an analytical column ACE 5 C+s (150 mm x 4.6 mm internal diameter, 5 ym particle
size) in less than 10 min. Mobile phase consisted of 5 mM sodium acetate and
acetonitrile (92:8, v/v), isocratically eluted (1 mL min™"). Sample preparation consisted
of plasma deproteinization with 8% perchloric acid solution. Tryptophan was
characterized by a retention time of 5 min. Specificity was monitored using lipemic
and hemolysate plasma samples and any peak was observed at the same retention
time of tryptophan. A linear range was detected from 0.5 to 30.0 ug mL" and
coefficients of variation calculated from intra and inter-day from 3 concentration (2.5;
5.0 e 15.0 yg mL") assays precision were 0.26 — 1.30% and 3.07 — 3.97%
respectively. Satisfactory accuracy and recovery were obtained by this method, and
use small amounts of organic solvent, characterizing the technique as an efficient

and eco-friendly.

Keywords: Tryptophan. Serotonin. Liquid chromatography
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1 INTRODUGAO

O triptofano € um acido aminado essencial e atua principalmente como o
precursor da serotonina (5-HT), um importante neurotransmissor com atividade
fisiolégica (ZHANG et al., 2009). Desempenha importantes papéis em processos
fisiolégicos (transmissdo nervosa, resposta imune) e patolégicos (depressao,
estresse, disturbios do sono e do apetite) (MOLNAR-PERL, 2007). Os niveis
plasmaticos de triptofano estdo relacionados com alteracbes no humor,
comportamento, ansiedade, sono, fadiga e a supressao do apetite (DEL BEM, 2005).

Do ponto de vista quantitativo, a proporcdo de triptofano utilizado para a
producao de 5-HT €& muito baixa: menos de 10% é metabolizado em 5-HT. A relacéo
entre triptofano e 5-HT & geralmente considerada como o mecanismo envolvido no
efeito depressivo da dieta baixa de triptofano (LE FLOC'H; SEVE, 2007). Desse
modo, os niveis plasmaticos desse aminoacido tém sido manipulados como um meio
de entendimento da fisiopatologia da depressao (KAPEZINSKI et al., 1998).

Como neurotransmissor, a 5-HT apresenta papel importante nas funcdes
cerebrais de muitas doengas neuropsiquiatricas como: depressao, esquizofrenia,
autismo, agressdo e comportamento suicida. Nos seres humanos que sofrem de
transtornos psiquiatricos, a deficiéncia de triptofano aumenta a ansiedade e
irritabilidade podendo levar a depressao, que € atualmente a quarta causa de
incapacitagdo em nivel mundial, segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS),
(RUSSO et al., 2003).

A literatura apresenta alguns trabalhos baseados na separacdo e na
quantificacdo do triptofano e de seus metabdlitos ativos em sangue e tecidos
empregando a CLAE (LAICH et al., 2002; VIGNAU et al., 2004; WANG; AIGUO,

2006; KAWAI et al., 2007; XIAO et al., 2008; LI; TANG; MU, 2011).
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No entanto, muitos trabalhos que utilizam a técnica de CLAE, relatam a
necessidade de utilizacdo de grandes volumes de amostra, etapas demoradas e
tediosas, emprego de eluigao por gradiente (LAN-GAN et al., 2009) coluna altamente
sensivel e multi-detectores durante uma mesma analise (ZHANG; HE; DING, 2009)
tornando o método nao aplicavel a determinadas instalagdes de laboratérios clinicos
(YUST et al., 2004).

Dada a importancia desse aminoacido em diversas fungdes fisioldgicas, frente
as diversificadas técnicas ja disponiveis na literatura, utilizadas para quantifica-lo,
buscou-se através deste trabalho otimizar uma metodologia simples e rapida para
quantificacdo de triptofano em plasma humano, utilizando a CLAE ecologicamente

correta, com deteccao por arranjo de diodos (DAD).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Hopkins e Cole descobriram a moléula de triptofano no inicio de 1900,
isolando-o a partir da caseina. Pouco tempo depois, Ellinge e Flamand definiram
sua estrutura molecular nomeando-o como acido 2-amino-3-indolpropiénico
(llustragéo 1) (RICHARD et al., 2009). O L-triptofano € um aminoacido essencial (ou
seja, nao é sintetizado no organismo humano e deve ser fornecido através da dieta).
Para todos os aminoacidos, incluindo o L-triptofano, somente o isbmero L é usado

na sintese de proteina (MARKLOVA MAKOVICKOVA; KRAKOROVA, 2000).

llustracgao 1. Estrutura quimica do L-triptofano.
Fonte: IUPAC, 2009.

Nos seres humanos, o nivel de triptofano total no organismo € o mais baixo
dentre todos os aminodcidos. E também o aminoacido encontrado em menor
concentragdo nas proteinas dietéticas: 1% nas proteinas de origem animal e 1,4%
nas proteinas de origem vegetal (ROSSI; TIRAPEGUI, 2004). Enquanto o consumo
tipico de muitas pessoas € aproximadamente de 900 a 1000 mg por dia, a ingestao
diaria recomendada para adultos é estimada entre 250 e 425 mg/dia, o que se
traduz a uma ingestéao de 3,5 a 6,0 mg/kg de peso corporal/dia. Dentre os alimentos

ricos em triptofano, citam-se: o leite, o queijo, a carne de frango, a carne de peru, o
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atum, o amendoim, o chocolate, a aveia, a banana, as ameixas secas e 0 pao
(RICHARD et al., 2009).

No plasma, cerca de 10% do triptofano circula na sua forma livre e 90% esta
ligado, principalmente, a albumina. O triptofano é ativamente transportado para o
cérebro por um carreador que também transporta outros aminoacidos neutros e
ramificados (ROSSI; CASTRO; TIRAPEGUI, 2003). Os niveis de triptofano cerebrais
nao sao influenciados apenas por sua concentragdo no plasma, mas também pelas
concentragdes plasmaticas de outros cinco aminoacidos neutros (leucina, isoleucina,
valina, fenilalanina e tirosina) para seu transporte e sintese de 5-HT cerebral. Dentre
0s aminoacidos competidores, o triptofano possui a menor concentracédo plasmatica
(50 mM), sendo estimada a razao entre triptofano e aminoacidos neutros de 1:100
(ROSSI; TIRAPEGUI, 2004).

Dentre as fungdes do triptofano, podem-se citar: contribuicdo no crescimento
normal e sintese protéica, influéncia no sono, comportamento, fadiga, ingestao
alimentar e precursor de vitamina B3 (niacina). Também estimula a secrecdo de
insulina e hormdnio do crescimento (ROSSI; TIRAPEGUI, 2004).

Koopmans e colaboradores (2006) em um estudo conduzido em porcos,
observaram que animais quando tratados com uma dieta suplementada com 0,5%
de triptofano apresentaram aumento nas atividades serotoninérgicas hipotalamicas,
com consequéncias benéficas no trato gastrointestinal e diminuigdo do estresse.

A ingestdo de carboidratos aumenta o triptofano cerebral, promovendo,
consequentemente, um aumento nos niveis de aminoacidos aromaticos no cérebro
em relagdo aos aminoacidos de cadeia ramificada, pois estes vao para os musculos,
devido a liberagao de insulina. Isso ocorre devido ao fato de a insulina estimular o

musculo a captar maior quantidade de aminoacidos de cadeia ramificada,
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desequilibrando assim a concentragao em favor do triptofano (TEFF; YOUNG, 1995;
TAKEDA et al., 2004).

O elevado nivel de triptofano nao-protéico mais facilmente absorvido pode
contribuir para aumentar a variabilidade deste aminoacido no cérebro, influenciando
assim a sintese de 5-HT. Portanto, torna-se relevante conhecer os niveis de
triptofano nao-protéico nos alimentos, considerando que € um dos aminoacidos
limitantes do valor biolégico em proteinas vegetais (COMAI et al., 2007).

A 5-HT pertence ao grupo das aminas biogénicas (neurotransmissores), das
quais fazem parte também as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e
dopamina). E sintetizada a partir da descarboxilacdo de aminoacidos aromaticos
como a fenilalanina, tirosina e triptofano (MEEUSEM; DE MEIRLEIR, 1995).
Conforme a llustragdo 2, o triptofano ao ser hidrolisado pela enzima triptofano
hidroxilase forma o 5-hidroxitriptofano (5-HTP). A velocidade de conversdao de
triptofano em 5-HTP é a etapa limitante na producao de 5-HT e é influenciada por
fatores como deficiéncia de vitamina B6, estresse e hipomagnesemia (PORTER et
al., 2008). Os niveis de 5-HT no cérebro sao correlacionados com a provisdo de 5-
HTP. Este composto pode ser metabolizado em 5-HT fora do cérebro, mas quando
isso acontece, sua contribuicdo para 5-HT cerebral € insignificante. Portanto, a
atividade fisiolégica da 5-HT depende amplamente da sintese da 5-HT no cérebro a
partir de 5-HTP (DAS et al., 2004).

O 5-HTP é um suplemento dietético popular que tem substituido o triptofano
como um auxiliar no tratamento da depressdo, para melhorar sintomas de
fibromialgia, ajudar na perda de peso, prevenir dores de cabega e ajudar pacientes

que sofrem de insdnia (BIRDSALL, 1998; DAS et al., 2004).
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Cerca de 70% da dose oral de 5-HTP vai para a corrente sanguinea e
atravessa facilmente a barreira hematencefalica, aumentando efetivamente a sintese
de 5-HT no sistema nervoso central (SNC) ndo necessitando de um transportador
especifico. Comparado ao transporte de triptofano, o transporte de 5-HTP torna-se
vantajoso, pois o triptofano tem sua passagem para o cérebro prejudicada pela
presenca de outros aminoacidos neutros (MAGNUSSEN; NILSEN-KUDSK, 1980;
DAS et al., 2004).

Apds a acgao da triptofano descarboxilase, o 5-HTP da origem a 5-HT, esta
sofre acdo da enzima monoamina oxidase e forma o 5-hidroxindolacético (5-HIA)

(ROSSI; TIRAPEGUI, 1999).

CUVCH:_EH — COOH Triptofano
N NH,

OH— v triptofano hidroxilase

HO N
| CHz_?H_EDDH 5-hidroxitriptofano
E Iuj NH,

COOH w triptofano descarboxilase

v

MQU—CHZ—EHZHHz serotonina
N

monoaminoxidase

v

mmmz—cﬂz—cnnn S-hidroxindolacético
N

llustragao 2. Reagao de sintese da 5-HT.
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Ersparmer e colaboradores (1930) iniciaram um estudo independente, cujo
objetivo era extrair e caracterizar a substancia que conferia propriedades peculiares
as células enterocromafinicas da mucosa gastrointestinal. Seus experimentos
levaram a descoberta, primeiro na mucosa e depois em outros tecidos, de um fator
estimulador intestinal de natureza basica, o qual foi denominado enteramina. Em
1940, Ersparmer mostrou que esta enteramina presente em muitos tecidos de
vertebrados e invertebrados era uma indolalquilamina. Este composto, ao ser
preparado sinteticamente em 1951, apresentou todas as propriedades da 5-HT
natural. Em 1952, Erspamer e Aservo identificaram a enteramina como 5-
hidroxitriptamina ou 3-(B-aminoetil)-5-hidroxinol. Em meados da década de 1950, foi
sugerido que a 5-HT atua como neurotransmissor no SNC de mamiferos
(SANDERS-BUSCH; MAYER, 2010).

Dentre as acg¢des da 5-HT, mediada por receptores na membrana celular,
destacam-se: a contracdo nas circulacdes esplanica, renal, pulmonar e cerebral
(KATZUNG; JULIUS, 2002). Induz também uma variedade de respostas cardiacas
devido a estimulagdo ou inibicdo da atividade nervosa autbnoma. Exerce também
acdes ionotropicas e cronotropicas positivas sobre o coragdo, que podem ser
atenuadas pela estimulacdo simultdnea de nervos aferentes a partir de
barorreceptores e quimiorreceptores. Sobre as terminagbes do nervo vago produz
reflexo, causando bradicardia extrema e hipotensdo. Como resposta local dos vasos
sanguineos arteriais a 5-HT, pode ocorrer acao inibitéria em decorréncia da sintese
estimulada de éxido nitrico e prostaglandinas (SANDERS-BUSCH; MAYER, 2010).

O triptofano, além de fazer parte de proteinas, € um precursor de compostos
bioativos. Estes compostos sdo formados em duas rotas ou vias metabdlicas

especificas: via serotoninérgica e via das quinureninas. A via serotoninérgica,
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quando ativada em plaquetas e neurénios, converte o triptofano no neurotransmissor
5-HT. Alguns tecidos sdo capazes de utilizar 5-HT para sintese do horménio
melatonina numa rota intermediada por N-acetilserotonina. Na via das quinureninas,
o triptofano é oxidado a N-formil-quinurenina (NFK) que subsequentemente é
transformado em L-quinurenina (KYN). A partir deste udltimo, uma série de
compostos com potencial atividade biolégica, especialmente neurotdxica, € formada
como, por exemplo: 3-hidroxi-quinurenina e o acido quinolinico (STONE, 2001;
WIDNER et al., 2000).

A via metabdlica das quinureninas esta envolvida na patogénese de varios
disturbios neurologicos como: doenca de Alzheimer (BARAN; JELLINGER;
DECCKE, 1999), doenga de Parkinson (MIRANDA et al., 1999; OGAWA et al.,
1992), esquizofrenia (ERHARDT et al., 2001) e esclerose multipla (SAKURAI et al.,
2002).

A razao triptofano-quinurenina no plasma tem sido utilizada como uma
ferramenta de diagndstico em varias condicbes patoldgicas como: leucemia,
sindrome do intestino irritavel e cancer de préstata (JONG et al., 2009).

Em outra rota metabdlica da 5-HT, numa via alternativa, produz-se o horménio
melatonina sintetizado pela glandula pineal. A sintese da melatonina inicia-se com a
serotonina, que é acetilada a N-acetilserotonina, e seguidamente orto-metilada,
resultando na melatonina, conforme demonstrado na llustragdo 3. As enzimas
responsaveis por estas duas fases sao respectivamente: arilalquilamina N-

acetiltransferase e hidroxi-indol-o-metiltransferase (RIBELAYGA et al., 2000).
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llustragao 3. Via de metabolizagdo da 5-HT em melatonina.

A regulacdo da atividade da glandula pineal se da através da via do trato
retino-hipotaldmico, tornando a melatonina como principio fundamental para a
adaptacado do individuo e da espécie as flutuagcdes temporais ciclicas do meio
ambiente (SOARES et al., 2003; MACCHI; BRUCE, 2004). Niveis elevados de 5-HT
sdo detectados em mamiferos durante o dia, decaindo durante a fase noturna.
Concomitantemente, ocorre o0 aumento da melatonina, pela maior conversao da 5-

HT (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005).

2.1 Depressao

A depressdao € uma condigdo médica comum, crbnica e recorrente. Esta
frequentemente associada a incapacitacdo funcional e comprometimento da saude
fisica. Atualmente ¢é abordada por duas diretrizes: International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD) e o Diagnostic and

Statistical Manual of Mental Disorders - 42 revisdo, da American Psychiatry
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Association (DSM-IV, APA, 1994). Este ultimo classifica a depressdo dentro dos
transtornos do humor e também baseia a classificacdo nos episddios depressivos
(DEL-BEN, 2005).

Na pratica clinica sugere-se didaticamente, que a depressao seja
considerada de duas maneiras: tipica e atipica. As depressodes tipicas seriam
aquelas que se apresentam através dos episoédios depressivos, consoante as
classificagdes internacionais (DSM-IV e ICD) e as depressdes atipicas aquelas que
se manifestam predominantemente através de sintomas ansiosos (panico, fobia) e
somaticos (http://www.psiqweb.med.br).

Os pacientes deprimidos apresentam limitacdo da suas atividades e bem-estar,
além de uma maior utilizagdo de servigos de saude (FLECK; PERIZZOLO; BERLIM,
2003). A prevaléncia da depressao € duas a trés vezes mais frequente em mulheres
do que em homens, quando considerado estudos realizados em diferentes paises,
em diferentes comunidades e com pacientes que procuram servigos psiquiatricos
(WEISSMAN et al., 1996).

A depressao € o maior fator de risco das doengas cardiovasculares,
aumentando em cinco a vinte vezes o risco em relagdo a maioria da populagao.
Essa prevaléncia dobra a probabilidade de novos infartos do miocardio no periodo
de 12 meses (JOYNT; WHELLAN; O'CONNOR, 2003). Nos pacientes internados por
qualquer doenca fisica, a prevaléncia de depressado varia entre 22 a 33%, em
pacientes que sofreram infarto recente € de 33% e em pacientes com cancer pode
chegar a 47% (FLECK; PERIZZOLO; BERLIM, 2003).

Nos anos 90, a depressao foi estimada como a quarta causa especifica de
incapacitacado, apresentando equivaléncia em relagdo a isquemia cardiaca, através

de uma escala global para comparagédo de varias doencgas. Para o ano de 2020, a
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depressao esta prevista como a primeira causa especifica de incapacitagao, em
paises em desenvolvimento e a segunda em paises desenvolvidos (MURRAY;
LOPEZ, 1997).

Em servigos de atengao primaria e outros servicos medicos gerais, de 30 a
50% dos casos de depressdao nao sao diagnosticados. Os motivos de sub
diagndsticos advém de fatores relacionados a pacientes e médicos, tais como:
preconceito por parte dos pacientes em relagdo ao diagndstico de depresséao e
descrenca em relagdo ao tratamento. Ja os fatores relacionados aos médicos
incluem: falta de treinamento e tempo, reconhecimento apenas dos sintomas fisicos
da depressdao e identificagdo dos sintomas de depressdo como uma reagao
“compreensivel" (DAVIDSON; MELTZER-BRODY, 1999).

O prejuizo da funcao serotoninérgica tem sido implicado na etiologia de varios
transtornos mentais, dentre eles: transtornos de ansiedade, depressao e transtornos
relacionados ao controle do impulso. Isso se deve a alguns achados comuns a
todos, ou pelo menos a parte desses transtornos, como redug¢ao na concentracéo do
produto final do metabolismo de 5-HT, o 5-HIA no liquor (LCR), respostas hormonais
atenuadas e desafios farmacoldgicos com substancias que interferem na fungéo
serotoninérgica e alteragbes nas concentracbes de receptores serotoninérgicos.
Além disso, os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS) tém se
mostrado efetivos no tratamento desses transtornos, o que se acredita ser devido ao

aumento da neurotransmissao serotoninérgica (DEL BEM, 2005).

2.2 Deplegao aguda de triptofano

Os ensaios clinicos para a determinacdo do triptofano no plasma dos

pacientes sdo geralmente realizados através da técnica de deplegcdo aguda de
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triptofano (DTa). Esse procedimento € utilizado para manipular o funcionamento do
sistema serotoninérgico a fim de avaliar os efeitos clinicos dessa intervengao
(HOOD; BELL; NUTT, 2005) em varias condi¢gbes psiquiatricas, particularmente na
depressao (BELL; HOOD; NUTT, 2005).

Essa técnica consiste na administracdo de uma mistura de aminoacidos (sem
triptofano), com um alto conteudo de aminoacidos neutros. A mistura estimula a
sintese de proteinas que requerem triptofano. Ha uma concorréncia entre os niveis
de triptofano e aminoacidos neutros na barreira hematencefalica. O consumo de
triptofano plasmatico no cérebro é, portanto, fortemente associado a proporgéao
triptofano/aminoacidos neutros. Devido a grande quantidade de aminoacidos
concorrentes, menos triptofano cruzara a barreira hematencefalica (RIEDEL;
KLAASSEN; SCHIMITT, 2002). Este método também tem sido aplicado em
investigagdes de varios transtornos psiquiatricos, incluindo: trnstorno bipolar
(QUINTIN et al, 2001), transtorno obcessivo compulsivo (TOC) (BERNEI et al.,
2006), esquizofrenia (SHARMA et al., 1997), bulimia nervosa (KAYE et al., 2000) e
trauma no transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT), (CORCHS, 2008). Embora
esta seja uma técnica amplamente utilizada, a maioria destas pesquisas tem sido
mais especificamente focadas no humor, depressdo, memodria e outras fungdes

cognitivas e ecomportamentais.

2.3 Aspectos analiticos do triptofano

Vaérios esforgos foram feitos para encontrar um método geral aplicavel para

andlise de triptofano. Dentre as principais metodologias desenvolvidas para

quantificagdo do aminoacido em amostra biolégica citam-se: analise
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espectrofotométrica direta, meétodos colorimétricos (YUSTE et al., 2004),
espectrometria de massa com ionizagao por electrospray (YAMADA et al., 2008) e
CLAE. Nesta metodologia, diversos tipos de detectores tém sido descritos, como por
exemplo: espectrémetro de massa (ARVIDSSON et al., 2007; YAMADA et al., 2008;
SCHEFOLD et al., 2009), fluorescéncia (DELGADO-ANDRADE et al., 2006; XIAO et
al., 2008; LUO, et al., 2009; ZHANG et al., 2009; LI, TANG, MU; 2011; SUN et al.,
2011), fluorimétrico (COZZI et al., 2006) e ultravioleta (WANG; AIGUO, 2006; KAWAI
et al., 2007; MA et al., 2009; ZHEN et al., 2011), DAD (BARIONE; BERTOLI,
PISTELLI, 2008; PEDRAS et al., 2009; XU et al., 2009).

Alguns pesquisadores tem proposto meétodos para analises diretas como
espectroscopia de segunda derivada (FLETOURIS et al., 1993) e métodos
colorimétricos que podem sofrer interferéncia da luz ambiente, devido a instabilidade
da coloragao das solugdes. Segundo Yust e colaboradores (2004), a quantificagao
do triptofano envolve a realizacdo de procedimentos demorados, analises tediosas
sob condi¢bes especiais, que incluem uso de acido cloridrico e aditivos como acido
tioglicdlico (ASHWORTH, 1987), o acido mercaptoentanosulfénico (GARDNER;
CYSTEINE, 1984), mercaptoetanol (NG; PASCAUD; PASCAUD, 1987), o fenol
(MURAMOTO; KAMIYA, 1990), a triptamina (PINTER-SZAKAES; MOLNAR-PERL,
1990) ou enzima (GARCIA; BAXTER, 1992). A maioria desses processos envolve as
seguintes etapas basicas: (a) hidrélise alcalina da amostra em ambiente a vacuo a
110 - 125°C por 16 a 20 h, (b) diluigdo do hidrolisado neutralizado ou n&do com acido
cloridrico concentrado a frio, com tampao cromatografico, (c) clarificagdo do
hidrolisado diluido, (d) cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), (e)

determinagao espectrofotométrica ou (f) fluorimétrica, levando-se em conta que
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geralmente estes compostos estdo em baixa concentragdo nas matrizes a serem
analisadas (ARVIDSSON et al., 2007).

Arvidsson e colaboradores (2007) propuseram um método eletroforético com
modificagdo na parede de silica, utilizando o 1-(4-iodobutil)4-aza-
1azoniobiociclo[2,2,2]iédico, também chamado de M7C4l. Este método tem sido
utilizado com sucesso para fundir a silica na parede e promover um fluxo
eletrosmatico estavel.

No entanto, essas praticas analiticas apresentam desvantagens, pois a
determinacao de triptofano apresenta varios problemas analiticos, devido a sua
natureza labil na presencga da luz, sensibilidade frente aos ions hidrogénio e oxigénio
(reacao redox), sendo necessario analisar imediatamente a amostra bioldgica apés o
processo de desproteinizagdo (FRIEDMAN; CUQ, 1988), além de promoverem a
utilizacdo de grande quantidade de solvente organico.

O desenvolvimento das técnicas analiticas associado a implementacgao
tecnoldgica permitiu o avango no meio cientifico e o despertar do interesse para os
conceitos de “Solucdes Verdes para os Problemas Globais”, bem como para a
aplicabilidade das técnicas eco-friendly (NARA, 2006). Tais técnicas visam
principalmente, a redugdo no consumo de solventes organicos e a minimizagao de
desperdicios em ambientes laboratoriais (ROJANARATA et al., 2011), através de
métodos de andlises mais seguros, sem comprometer o seu desempenho,
permitindo maior monitoramento ambiental e consequentemente a promocao da
satde (BULCAO et al., 2008). As técnicas eco-friendly séo hoje consideradas o pilar
da chamada “quimica verde” (ZHU et al., 2009).

Entretanto, a CLAE ainda é o método mais utilizado para a determinagao de

triptofano em matrizes bioldgicas (MOLNAR PERL, 1997), logo neste estudo foi
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otimizado e validado um método simples, rapido e sensivel para a quantificacéo de
triptofano em plasma empregando a CLAE eco-friendly com detector DAD. Este
ultimo foi utilizado como método de escolha para a analise, devido a sua velocidade,
eficiéncia e separagao excelentes, tanto para o aminoacido e seus metabdlitos

(MARKLOVA; MAKOVICKOVA; KRAKOROVA, 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Aplicacdo de metodologia analitica para quantificagcao de triptofano em plasma
utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia ecologicamente

correta ou amigavel (eco-friendly).

3.2 Especificos

Otimizagdo dos parametros analiticos e posterior validagdo da metodologia,
utilizando a técnica CLAE ecologicamente correta, com detecg¢ao por arranjo diodos

(DAD).

Aplicar o método validado para quantificagdo de triptofano em amostras de
plasma de pacientes com historico de estresse pds-traumatico, submetidos ao teste

de deplecao aguda de triptofano.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Os voluntarios (pacientes) deste trabalho sdo oriundos de clinicas
psiquiatricas e unidades basicas de saude localizadas na cidade de Sao Paulo, ou,
membros da comunidade que procuraram atendimento médico apos conhecimento
da pesquisa, a qual foi divulgada em veiculos de comunicagdo como internet e
jornais. Inicialmente foram selecionados 123 pacientes com TEPT como: testemunho
de assassinato, tentativa de homicidio, acidente automobilistico, reféns de rebelido
(FEBEM) e assalto. Todos os participantes faziam uso de ISRS, tais como:
fluoxetina, sertralina, paroxetina e citalopram. Apds entrevista prévia foram triados
65 pacientes, sendo que somente 13 deles chegaram a iniciar o procedimento
laboratorial. No entanto, apenas 8 realizaram todas as etapas para execugao do
trabalho (CORCHS, 2008).

Todos os pacientes foram avaliados clinicamente antes dos testes de forma a
garantir condigdes médicas seguras para a realizagdo dos experimentos. Exames
complementares foram realizados quando indicados clinicamente.

Seguindo o padrao de deplecao do triptofano (DELGADO et al., 1990), os
pacientes foram expostos a dois testes separados por uma semana, dentre os quais
a unica diferenga programada foi a presenga (dia controle, DTf) ou auséncia (dia
DTa) de triptofano. Ambos os testes foram precedidos por 24 horas de uma dieta
pobre em triptofano e jejum apds a meia-noite, conforme orientagao fornecida pelo
pesquisador. A ordem dos dias DTa e DTf foi alocada de forma randomizada e os

testes duplo-cegos.
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4.2 Aspectos éticos

Esta pesquisa, em colaboracédo com a Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, foi aprovada pela Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (CEAPPesp — HCFMUSP) sob o numero de protocolo 538/05, conforme

Anexo.

4.3 Amostra bioldgica

Os participantes foram instruidos a tomar suas medicagées normalmente nos
dias dos testes e a chegar & unidade de pesquisa as 8h00 do dia marcado. As 8h
30min coletou-se amostra de sangue para determinar os niveis plasmaticos basais
de triptofano. Depois disso, os participantes descansavam em posicdo semi-supina
na mesma sala de experimentos onde o restante dos procedimentos eram
realizados. Apds se habituarem a essa condigcdo por 30 minutos, as 9h00, as
medidas iniciais dos parametros subjetivos e cardiovasculares foram coletadas e as

9h 30min os pacientes ingeriram a formula de aminoacidos, conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Composigcédo da mistura de aminoacidos.

Ingredientes Quantidade (g)
L-alanina 5,5
L-arginina* 49

L-cisteina HCI H,O*8 3,91
Glicina 3,2
L-histidina 3,2

L-isoleucina 8,0
L-leucina 13,5

L-lisina HCL 11,0

L-metionina* 3,0

L-fenilalanina 57
L-prolina 12,2

L-serina 6,9
L-treonina 6,5

L- tirosina 6,9

L-valina 8,9
Triptofano (dia DTf apenas) 2,3

* - Encapsulados e ingeridos 15 min antes da mistura liquida
6 - Contém L-cisteina 2,7g + HCI + H,O
Fonte: Corchs, 2008.

Essa mistura continha 2,3g de triptotofano (dia controle; DTf) ou nenhum
triptofano (dia DTa). Os aminoacidos fornecidos gentilmente pela Ajinomoto CO.
INC. Os aminoacidos foram misturados a 150 mL de agua e 5g de esséncia em po
nos sabores de baunilha, maracuja ou morango, segundo preferéncia do paciente.
Devido ao sabor extremamente desagradavel, os aminoacidos L-arginina, L-cisteina
e L-metionina foram encapsulados e ingeridos separadamente 15 minutos antes da
mistura liquida com os outros aminoacidos. As pacientes realizaram os testes nas
duas primeiras semanas de seu ciclo menstrual, para diminuir a influéncia de fatores

hormonais sobre os sintomas e ingeriram apenas 80% da quantidade total de
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aminoacidos, por causa do menor peso corporal — esse procedimento leva a niveis
plasmaticos de triptofano semelhantes aos obtidos em homens ao ingerirem 100%
da mistura (CORCHS, 2008).

Durante os testes, os pacientes permaneceram sob dieta hidrica, ao final
destes, as 15h 30min, uma nova amostra de sangue foi obtida para se determinar
ocorréncia ou nao de deplecao dos niveis plasmaticos de triptofano em relagédo as
medidas de linha de base obtida as 8h 30min.

As amostras de plasma foram coletadas em tubos contendo o anticoagulante
EDTA. Posteriormente, o material biologico foi centrifugado (1200 g, 15 min) e as
fragdes de plasma foram colocadas em criotubos, os quais foram armazenados em
freezer a temperatura de - 80°C. O transporte do material biolégico da cidade de Sao
Paulo (SP) até Juiz de Fora (MG), foi realizado em caixas de isopor contendo gelo
seco. No laboratério, as amostras foram acondicionadas em freezer a temperatura

de - 80°C, até o momento da analise.

4.4 Padrao de referéncia

Utilizou-se padrao de referéncia primario de triptofano (teor de pureza de

98%, lote P831C004A), gentilmente doado pela Ajinomoto (Sdo Paulo, Brasil).

4.5 Solventes, reagentes, acessoérios e equipamentos

Para a realizagdo deste estudo, utilizaram-se solventes e reagentes de grau
HPLC ou analitico (p.a.), quando necessario, de diferentes fornecedores: acetonitrila

(Tedia - Fairfield, EUA), metanol (Merck - Darmstadt, Alemanha), acetato de sddio e
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acido perclorico 8% (Merck - Darmstadt, Alemanha). Agua ultrapurificada foi obtida
diariamente pelo sistema de purificacdo de agua Master System da Gehaka (S&o
Paulo, Brasil).

Os acessoérios utilizados, tais como pipetas automaticas com volumes
ajustaveis e balbes volumétricos, foram calibrados por empresa credenciada pela
Rede Brasileira de Calibragao.

Os equipamentos laboratoriais utilizados foram: lavadora ultrassénica Ultra
Cleaner 1400 - Thorton Unique (Sao Paulo, Brasil), balanga analitica HR 200 — A&D
(Califérnia, EUA), vortex Genie 2 — Scientific Industries (New York, EUA), centrifugas
5810R e 5417R - Eppendorf (Hamburgo, Alemanha), pHmetro B474 - Micronal (Séo
Paulo, Brasil), cromatografo Shimadzu (Toquio, Japao) com detector diode array

(SPD-10A vp).

4.6 Métodos

4.6.1 Preparo da amostra bioldqgica

Acrescentou-se a 500 uL da amostra (plasma), 50 uL de &cido perclérico 8%,
para garantir a precipitacdo das proteinas da matriz biolégica.

As amostras foram homogeneizadas em voértex durante 1 minuto, a seguir
foram centrifugadas: 1200 g, 15 min a temperatura de 4°C (Eppendorf 5417R) e o
sobrenadante injetado no sistema cromatografico (Shimadzu). As amostras de
plasma foram submetidas ao mesmo processo de extracdo, independente do

paciente ter sido submetido a ingestdo da mistura (contendo ou ndo aminoacido).



37

4.6.2. Condicoes cromatograficas para analise de triptofano

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em sistema
cromatografico Shimadzu (Tdéquio, Japao), equipado com: bombas LC-10AT Vp;
controlador SCL-10A vp, amostrador automatico SIL-10AF vp, detector de arranjo de
diodos (DAD) SPD-10A vp fixado em 267 nm, desgaseificador DGU-14A e alca de
amostragem de 25 pL de capacidade. A separagéao foi realizada em coluna ACE 5
C1s (150 x 4,6 mm, tamanho de particula 5 um) - Nova Analitica (Sao Paulo, Brasil),
mantida a temperatura ambiente. A fase mével (pH = 7,15) consistiu de uma solugao
aquosa de acetato de sédio (AcNa) 5 mM e acetonitrila (ACN) (92:8, v/v). A fase
movel foi previamente filtrada em filtro Millipore 0,22 um, degaseificada em
equipamento ultra-sénico por 15 min e armazenada a 4°C no prazo maximo de 15
dias apos preparacdo. A vazado foi ajustada para 1 mL min™ em modo de eluicéo
isocratico. Os cromatogramas foram obtidos e analizados através do software

CLASS-Vp Shimadzu (Téquio, Japao), verséo 5.42.

4.6.3 Validacdo do método cromatografico para quantificacdo de triptofano

Dentre as técnicas de validacdo que envolvem CLAE, podem-se destacar 4
diretrizes, internacionais: US Food and Drug Administration (FDA), US
Pharmacopeia (USP), International Conference on Harmonization (ICH) e a diretriz
nacional estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
segundo RDC n° 899 de 2003. A diferenca basica entre as diretrizes USP e o ICH
resume-se a uma questdo de semantica. Tecnicamente, a USP faz consideragbes

acerca de metodologia que envolve cromatografia em uma sessao separada, ao
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passo que o ICH considera a parte de adequacéao do sistema como parte integrante
da validacdo do método (SHABIR, 2003).

A Tabela 2 mostra uma relacdo de parametros descritos pelas diretrizes
(internacional e nacional) para execugao do processo de validagdo, que adotam a
técnica de CLAE para analise de substancias, drogas, produtos farmacéuticos e

medicamentos.

Tabela 2. Parametros de validagdo adotados pelas agéncias nacional e internacional.

PARAMETROS AGENCIA
Linearidade ICH, USP, ANVISA
Limite de deteccéao ICH, USP, ANVISA
Limite de quantificacao ICH, USP, ANVISA
Exatidao ICH, USP, ANVISA
Precisao ICH, USP, ANVISA
Precisao intermediaria ICH, USP, ANVISA
Repetibilidade ICH, USP ANVISA
Reprodutibilidade ICH, USP, FDA
Especificidade ICH, USP, FDA, ANVISA
Intervalo ICH, USP
Estabilidade FDA, ANVISA
Recuperacao FDA, ANVISA
Robustez FDA, ANVISA
Adequacgao do sistema FDA

A validagdo da metodologia para quantificacdo de triptofano realizada de
acordo com a Resolugdo n° 899 de 2003 da ANVISA abordou os seguintes
parametros: linearidade, limite de deteccao, limite de quantificacao, especificidade,

precisdo, exatidao, estabilidade, recuperacéao, robustez.

4.6.3.1 Linearidade

A linearidade pode ser definida como a capacidade de um método analitico em

demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragao
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do analito na amostra. A linearidade do método foi avaliada através da preparagao
das solugdes padrao de triptofano em concentragées de 0,5; 7,5; 15,0; 25,0 e 30,0
Mg mL", a fim de avaliar uma relagao linear entre as concentragdes de triptofano e
as areas dos picos obtidos. Dentro deste objetivo, os valores de cada nivel de
concentragcado foram analisados estatisticamente pelo teste de analise de variancia
(ANOVA) (MONTGOMERY, 2004; NETTO; SCARMINIO; BRUNS, 2010), a fim de

se obter o valor do coeficiente de correlacdo da curva analitica.

4.6.3.2 Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacédo (LQ)

O LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas, devendo ser de 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha
de base. Tal parametro foi determinado através da analise de solu¢des-padrdo com
concentracbes conhecidas e decrescentes de triptofano, até o menor nivel
detectavel.

O LQ é a menor quantidade do analito, presente em uma amostra, que pode
ser determinada com precisdo e exatiddao aceitaveis, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas, devendo ser, no minimo, 5 vezes superior a qualquer
interferéncia da amostra branco no tempo de retengao do analito.

Estes parametros foram determinados por meio da analise de solucbes
contento concentracdes conhecidas e decrescentes de triptofano até o menor nivel
determinavel com precisao e exatidao aceitaveis.

O LD e o LQ foram determinados a partir de trés curvas de calibragao padrao e

foram calculadas conforme mostrado na Equagéao (1) e na Equacgao (2).
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LD:S§

(1) a
10

LQ=S—

(2) Q=57

onde a é ainclinagcéo da curva de calibracdo e S é o desvio padréo do intercepto y.

4.6.3.3 Especificidade

Especificidade pode ser definida como sendo a capacidade que o método
possui de medir exatamente um composto na presenca de outros componentes tais
como impurezas, produtos de degradagado e componentes da matriz.

Este parametro foi determinado a partir da comparagdo dos cromatogramas
das solugdes-padréo de triptofano com o das amostras bioldgicas. Picos bem
resolvidos e simétricos demonstraram a especificidade do método.

Para a determinacao da especificidade do método bioanalitico, foram utilizadas
amostras de plasma brancos obtidas de individuos sadios, sendo tais amostras
classificadas em: normais, lipémicas e hemolisadas. Os resultados foram

comparados com aqueles obtidos com solugéo aquosa do analito.

4.6.3.4 Precisao

Segundo a ANVISA (Resolugdo n°® 899 de 2003), precisdo € a avaliagdo da
proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem
multipla de uma mesma amostra. O estudo da precisao incluiu a repetibilidade
(precisédo intra-dia) e a precisdo intermediaria (precisdo inter-dia). A precisdo do

método foi determinada através da analise das amostras plasmaticas contendo
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triptofano, em trés concentracdes diferentes: 2,5; 5,0; 15,0 ug mL™". As analises
realizadas no mesmo dia determinaram a precisdo intra-dia com o numero de
réplicas igual a 5 para cada concentragdao e as analises realizadas em 3 dias
diferentes e consecutivos determinaram a precisao inter-dia com um numero de

réplicas igual a 15 para cada concentragéao.

4.6.3.5 Exatidao

A exatidao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
meétodo em estudo em relagdo ao valor real, devendo ser determinada apds o
estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo.

A exatiddo do método foi avaliada utilizando-se 3 concentragdes: baixa (2,5
ug mL™"), média (5,0 uyg mL™") e alta (15,0 pg mL™") contemplando a faixa de variacédo
do procedimento, realizando-se 5 determinacdes por concentragao.

Determinou-se a exatidao conforme a utilizada no ensaio de precisdo, sendo
expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente
e a concentragao teodrica correspondente, de acordo com a Equacgao (3):

Concentragdao média experimental
(3) Exatidédo = x 100

Concentragao tedrica

4.6.3.6 Estabilidade

De acordo com as normas estabelecidas no processo de validacdo de métodos

bioanaliticos (Resolugédo n°® 899 de 2003 da ANVISA), o analito em questdo devera
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ter seu estudo de estabilidade avaliado em matriz biolégica e em solugao-padrao, de
acordo com o0s seguintes parametros: armazenamento de curta duragao
(temperatura ambiente), armazenamento de longa duragdo (congelamento) e ciclos
de congelamento e descongelamento.

No estudo da estabilidade de curta duracgao, utilizou-se 3 amostras controle nas
seguintes concentragdes: baixa (5,0 pg mL™), média (10,0 pg mL™") e alta (25,0 ug
mL'1), cada amostra permaneceu a temperatura ambiente por periodo de 4 a 24
horas e, posteriormente, analisadas.

No estudo da estabilidade de longa duragao utilizou-se 3 amostras controle nas
seguintes concentracdes: baixa (5,0 ug mL™), média (10,0 uyg mL™") e alta (25,0 pg
mL™) mantidas & temperatura nas temperaturas de 4°C, - 20°C e -80°C por 7, 15 e
30 dias apos a data do preparo.

Na estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento utilizou-se 3
amostras nas concentragdes: baixa (2,5 ug mL™), média (5,0 uyg mL™") e alta (15,0 ug
mL™") submetidas as seguintes condicdes de armazenamento: 4°C, -20°C e -80°C
mantidas por 24h e, posteriormente, submetidas ao descongelamento a temperatura
ambiente. Quando completamente descongeladas, as amostras foram novamente
congeladas a temperatura indicada para o armazenamento por mais 24h e assim
sucessivamente até a finalizacdo de 3 ciclos consecutivos. Ao final de cada etapa,
as amostras foram analisadas.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos na analise das amostras
preparadas inicialmente. As amostras foram consideradas estaveis quando nao se
observar desvio padrdo superior a 10% do valor obtido nas amostras recém

preparadas.
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4.6.3.7 Recuperagao

A recuperagao corresponde a eficiéncia do procedimento de extracdo de um
método analitico dentro de um limite de variacdo, sendo expressa como a
porcentagem de recuperagdo do analito obtido apds analise comparativa com o
padrao puro ndo submetido ao pré-tratamento.

Porcentagens de recuperacdo do analito préximos a 100% sao desejaveis,
porém admite-se valores superiores ou iguais a 85%.

A recuperagao foi estimada através da quantificacdo prévia de um pool de
plasma in natura e posteriormente fortificado com solugdo padrao de triptofano nas
concentragdes de 5,0; 10,0 e 25,0 ug mL™.

A recuperacgdo da amostra foi expressa como: {[(concentracdo experimental - a

concentracao do pool de plasma) / quantidade fortificada] x 100}.

4.6.3.8 Robustez

A robustez de um método analitico pode ser definida como a medida de sua
capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagdbes dos parametros
analiticos indicando sua confianca durante o uso normal. A robustez do método foi
avaliada através de variaveis, tais como: fase movel, taxa de fluxo e tipo de coluna

cromatografica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacado de triptofano em plasma através da utilizacdo da CLAE
tornou-se o método de escolha para determinacdo deste aminoacido (YUST et al,;
2004; VIGNAU et al.; 2004; DELGADO-ANDRADE et al.; 2006; WANG, TANG; 2006;
LAN-GAN et al.; 2009; ZHANG et al., 2009; ZHANG; HE; DING, 2009).

Em CLAE por fase reversa, € comum a utilizagcdo de solventes organicos
como ACN e metanol, para promog¢ao da eluicdo e melhor separagao do analito
(JEN; HSIAO; LIU, 2002). No entanto, os residuos gerados no processo
cromatografico nem sempre sao tratados para posterior descarte, provocando no
meio ambiente o acumulo de substancias que contribuem para o aumento do
impacto ambiental.

Dentro deste contexto, o método proposto foi otimizado com o objetivo de
utilizar a menor quantidade de solvente organico. Assim, apds a extragdo de
triptofano do plasma com acido perclorico 8%, a separagao foi realizada em
cromatoégrafo empregando coluna de fase reversa e fase movel composta por
solugcdo 5 mM de AcNa e ACN (92:8, v/v).

Durante os testes, detectou-se que pequenas quantidades de ACN interferem
no desempenho do método, podendo até mesmo impedir a detecgdao do pico
cromatografico. Logo, a composi¢cado da fase movel contendo apenas 8% de ACN
pbdde ser considerada uma técnica eco-friendly, quando comparada com outros
trabalhos, que descrevem a quantificacdo de triptofano por CLAE. Dentre esses
trabalhos citam-se: a quantificagao de triptofano e outros metabdlitos em plasma por
CLAE acoplada a espectrémetro de massa com detecgao por electrospray ionization

e fase mével composta por 3 solugdes: A (2,1% acido férmico), B (2,1% &acido
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formico e 40% ACN) e C (2,1% acido férmico e 90% ACN) (AMIRKHANI et al;
2002), a determinacdo de triptofano e seus metabdlitos por CLAE utilizando
deteccgdo por UV e fluorescéncia com derivatizagcao pré-coluna utilizando como fase
movel as solugdes: A (0,1 M acetato de sddio) e B (0,1 M AcNa, ACN e metanol)
nas razdes de volume (44/46/10, viv) (MOLNAR-PERL; PRESITS, 2003), a
quantificacado de triptofano em suplementos esportivos e ingredientes a base de leite
empregando CLAE com detecgéao por fluorescéncia tendo como composi¢ao da fase
movel: ACN e agua (25:75, viv) (ANDRADE et al.; 2006), e a quantificacdo de
triptofano em cultura de células através da CLAE acoplada a espectrémetro de
massa com detecgdo por electrospray ionization tendo como fase mével: solugado 5
mM de formiato de aménio e metanol (50:50, v/v) (YAMADA et al.; 2008).

De acordo com a descrigdo acima, observa-se que o consumo destes
solventes é elevado, pois contribuem com cerca de 25 a 90% de ACN e 10 a 50% de
metanol como constituinte da fase modvel, valores que colocam em questdo a
contaminagdo ambiental gerada nessas analises, bem como a exposi¢ao
ocupacional do analista.

A andlise do triptofano requer atencdo especial, principalmente, quando
considerado fatores como: os baixos niveis em fluidos biolégicos, a necessidade de
tratamento das amostras antes da inje¢cdo no sistema CLAE e a labilidade. Com
relagado ao tratamento prévio das amostras, ha uma variabilidade de procedimentos
que descrevem a desproteinizagdo de amostras bioldgicas através do uso de acido
perclorico, acido acético ou hidroxido de sédio (ZHANG et al.; 2009; WANG; AIGUO,
2006; JONG, 2009).

A labilidade do triptofano refere-se a perda das caracteristicas fisico-quimicas

do aminoacido, logo o processo de analise deve ser realizado sob condigbes que
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nao prejudiquem a eluigao do analito, e ndo comprometam a detecgdo do mesmo no
sistema cromatografico, pois o triptofano € sensivel as interagbes redox,
especialmente em meios fortemente acidos (MOLNAR-PERL, 2007). Para tanto,
torna-se necessario que as etapas prévias para preparo da amostra biologica, assim
como a analise cromatografica, tenham um tempo de execugao pré-definidos de
acordo com a técnica a ser adotada. Nesse trabalho, a corrida cromatografica
ocorreu num intervalo de 10 min, tendo o analito um tempo de retencgao (tr) de 5,1
min, demonstrando que o tr do triptofano mostrou-se inferior, ou seja com eluigao
prévia num tempo menor, quando comparado com outros trabalhos descritos que
tiveram como tr do triptofano os seguintes valores: 9,83 min (MOLNAR-PERL,
2003), 11,94 min (YAMANDA, 2008), 9,5 min (LI; TANG; MU, 2011), 6,6 min (ZHEN
et al., 2011).

A llustracédo 4, mostra um cromatograma tipico, obtido a partir da extragao de
uma amostra de plasma acrescida com triptofano, demonstrando o tempo de

retencao (tr) do analito em 5,1 min.

trp
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Area (mAu)

llustragao 4. Perfil cromatografico da solugao-padréo de triptofano (15 ug mL™).
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Antes da aplicagdo do método em plasma de humanos, executou-se a
validagao da metodologia aqui proposta. A linearidade foi avaliada em uma curva de
calibragdo da concentragdo do triptofano versus a area do pico (x = ug mL™, y =
mAu). A curva de calibracdo foi obtida através de experimentos realizados em
duplicata, tendo a seguinte equacao: y (x 3.591,22) = 29.976,76 (+ 86,79) x -
1026,19 (+ 1.649,75), com R? = 0,99993. A linearidade do método foi também

avaliada através da analise de variancia, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Analise de variancia para o ajuste do modelo de previsao para o0 modelo de

validacao.
Fonte de variacdo Soma Quadratica Numeros de graus Média Quadratica
(SQ) de liberdade (MQ)
Modelo 1,06 x 10" 1 1,06 x 10™
Residuos 7,10 x 10’ 8 8,88 x 10°
Falta de ajuste 5,46 x 107 3 1,82 x 10’
Erro puro 1,64 x 107 5 3,28 x 10°
Total 1,06 x 10" 9 1,06 x 10"

% de variagao explicada pela regressao: 99,99

% maxima de variagao explicavel: 99,99

O teste de significancia da regressdo remete um valor de Fcaiculado (MQ Modelo / MQ
Residuo) = 119289.08, maior do que Feitico 0,05 vi = 1, v2 = 8 = 5,32, 0 que confirma a
existéncia de uma relagao linear significativa entre as duas variaveis, com 95%. O
teste de falta de ajuste de valor Fcaicuiado (MQ Falta de ajuste / MQ Erro puro) = 9,95, maior do
que Feritico 0,05, vi = 3, v2 = 5 = 5,41, com 95% de confianga. Através destes resultados,
pode-se observar que ha falta de ajuste no método, no entanto, a porcentagem de
variagao explicada € muito proxima (matematicamente igual) ao valor maximo que

pode ser aplicado pelo modelo, logo recomenda-se o uso da curva analitica, pois de



48

acordo com a equacgao obtida, prevé-se que a quantificagdo dos niveis de triptofano
nas amostras biologicas estarao muito préximas dos valores reais.
Assim, os resultados gerados quando se usa a equagao do modelo para
prever os niveis de triptofano nas amostras serdo muito préximos dos valores reais.
O LD foi de 0,27 pg mL™" de triptofano com DP = 0,027 e CV = 10,09%. O LQ
foi de 0,50 yg mL™, com DP = 0,011 e CV = 1,98%, para cinco repeticdes.

A especificidade do método foi obtida através da comparacédo entre os
cromatogramas da amostra de plasma normal, lip€émico e hemolisado, conforme
recomendacgao da RDC 899, ndo sendo observado nenhum pico cromatografico no
tempo de retencéao do triptofano, conforme llustragcao 5. As amostras foram injetadas
no cromatografo individualmente e acrescidas de triptofano nas seguintes
concentracdes: amostra lipémica (7,5 ug mL™" ), hemolisada (7,5 ug mL™") e amostra

normal (2,5 ug mL™).
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llustragao 5. Perfil cromatografico de amostras de plasma: normal, lipémico e hemolisado.

A precisao do método foi calculada intra e inter-dia, a partir de trés

concentragodes (2,5; 5,0 e 15,0 ug mL'1), como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4. Precisao intra-dia e inter-dia para determinacao de triptofano plasmatico.

Concentragdo Média (ug mL™) DP CV (%)
Intra-dia (n=5)
2,5 2,60 0,007 0,26
5,0 4,98 0,036 0,72
15,0 15,11 0,196 1,30
Inter-dia (n=15)
2,5 2,54 0,10 3,97
5,0 4,88 0,16 3,29
15,0 14,80 0,45 3,07

A exatiddo do método mostrou-se 104,13% no nivel de 2,5 ug mL™", 99,54% no
nivel de 5,0 pg mL™" e 100,78% no nivel de 15,0 Mg mL™, em relagdo a quantidade
de triptofano nas amostras. A variagdo na porcentagem encontrada relaciona-se
com os possiveis erros analiticos de preparagdo da amostra biolégica, como
dificuldade de pipetagem da matriz plasmatica devido a sua viscosidade, bem como
a utilizacdo de um mesmo pool de plasma do inicio ao fim de todas as analises.

A recuperacdo do método foi estimada pelo acréscimo de solugdo padrao de
triptofano no plasma em concentragdes de 5,0 ug mL™, 10,0 Mg mL"e 25,0 Mg mL™,
A Tabela 5 mostra os resultados de recuperacdo para as amostras dentro da faixa

de 94,32 a 99,80% (CV < 2,00%).

Tabela 5. Porcentagem de recuperagao de triptofano.

Recuperagao (n=3) Média (%) DP CV.(%)
5,0 ug mL™ 99,80 0,05 0,99
10,0 pg mL™" 96,40 0,05 0,56
25,0 ug mL™" 94,32 0,25 1,08

n=numero de réplicas para cada concentragdo; DP= desvio-padrao; CV= coeficiente de
variagao.



50

Com relacao a estabilidade, foram consideradas estaveis solugées-padrdo em
fase movel e plasma, que apresentaram perda de teor de triptofano < 10% (Tabela
6). As solugbes-padrao de triptofano em fase mével mantiveram-se estaveis durante
6 horas a temperatura ambiente e a -20 °C por 7 dias. No plasma, a estabilidade foi
verificada por um periodo de 2 horas a temperatura ambiente. Em -20 °C e -80°C, o
triptofano nao apresenta estabilidade, pois houve perda = 10% no valor da
concentracdo da amostra, quando comparado com o valor medido antes do
armazenamento. As solugbes também n&o apresentam estabilidade durante os
ciclos de congelamento e descongelamento (Tabela 7). Esses resultados
confirmam que o triptofano € uma substancia instavel, principalmente no meio
reativo, sendo necessario monitorar o tempo de manipulacdo do analito para

posterior analise.

Tabela 6. Estabilidade do triptofano.

Padrao Tempo Temperatura de Meio Concentragao Perda (%)
armazenamento
0 TA FM 4,62 7,60
2 TA FM 4,57 8,60
4 TA FM 4,55 9,00
6 TA FM 4,55 9,00
7 dias 4°C FM 4,25 15,00
15 dias 4°C FM 4,20 16,00
30 dias 4°C FM 3,41 31,80
7 dias -20°C FM 4,58 8,40
15 dias -20°C FM 4,15 17,00
5ugmL" 30 dias -20°C FM 4,07 18,60
30 dias -80°C FM 3,91 21,80
0 TA Plasma 4,87 2,60
2 TA Plasma 4,55 9,00
4 TA Plasma - -
6 TA Plasma - -
7 dias 4°C Plasma 4,11 17,80
7 dias -20°C Plasma 4,23 15,40

30 dias -80°C Plasma 4,33 13,40
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Padrao Tempo Temperatura de Meio Concentracéao Perda (%)
armazenamento

0 TA FM 9,31 6,90
2 TA FM 9,21 7,90
4 TA FM 9,3 7,00
6 TA FM 9,09 9,10
7 dias 4°C FM 8,97 10,30
15 dias 4°C FM 8,75 12,50
30 dias 4°C FM 6,45 35,50
7 dias -20°C FM 9,37 6,30
15 dias -20°C FM 8,77 12,30
10 yg mL”" 30 dias -20°C FM 7,36 26,40
30 dias -80°C FM 7,93 20,70
0 TA Plasma 9,61 3,90
2 TA Plasma 9,31 6,90

4 TA Plasma - -

6 TA Plasma - -
7 dias 4°C Plasma 8,76 12,40
7 dias -20°C Plasma 9,00 10,00
30 dias -80°C Plasma 8,55 14,50
0 TA FM 24,13 3,48
2 TA FM 24,01 3,96
4 TA FM 23,80 4,80
6 TA FM 23,35 6,60
7 dias 4°C FM 18,25 27,00
15 dias 4°C FM 17,19 31,24
30 dias 4°C FM 15,88 36,48
7 dias -20°C FM 23,13 7,48
15 dias -20°C FM 20,82 16,72
25 ugmL”" 30 dias -20°C FM 17,34 30,64
30 dias -80°C FM 21,00 16,00
0 TA Plasma 24,00 4,00
2 TA Plasma 22,75 9,00

4 TA Plasma - -

6 TA Plasma - -
7 dias 4°C Plasma 19,78 20,88
7 dias -20°C Plasma 20,99 16,04
30 dias -80°C Plasma 19,45 22,20

TA: temperatura ambiente; FM: fase mével

(-) amostras com coloragao branca leitosa e consisténcia de gelatina ndo submentidas a

injecao no cromatografo.
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52

Padrao Ciclo Temperatura de Meio Concentragao Perda (%)
armazenamento
0 TA FM 2,47 1,20
1° 4°C FM 2,12 15,20
2° 4°C FM 1,66 33,60
3° 4°C FM 1,17 53,20
1° -20°C FM 2,22 11,20
2° -20°C FM 2,10 16,00
3° -20°C FM 1,78 28,80
1° -80°C FM 2,15 14,00
2° -80°C FM 1,96 21,60
2,5 ug mL™ 3° -80°C FM 0,78 68,80
0 TA Plasma 2,46 1,60
1° 4°C Plasma 2,01 9,60
2° 4°C Plasma 1,97 1,20
3° 4°C Plasma 0,99 60,40
1° -20°C Plasma 2,21 11,60
2° -20°C Plasma 1,87 25,20
3° -20°C Plasma 1,02 59,20
1° -80°C Plasma 2,22 11,20
2° -80°C Plasma 1,94 22,40
3° -80°C Plasma 1,33 46,80
0 TA FM 4,62 7,60
1° 4°C FM 4,15 17,00
2° 4°C FM 3,98 20,40
3° 4°C FM 3,24 35,20
1° -20°C FM 4,15 17,00
2° -20°C FM 4,07 18,60
3° -20°C FM 3,87 22,60
1° -80°C FM 4,58 8,40
2° -80°C FM 4,25 15,00
5,0 uyg mL™ 3° -80°C FM 3,98 20,40
0 TA Plasma 4,87 2,60
1° 4°C Plasma 4,11 17,80
2° 4°C Plasma 3,58 28,40
3° 4°C Plasma 2,25 55,00
1° -20°C Plasma 4 55 9,00
2° -20°C Plasma 4,19 16,20
3° -20°C Plasma 4,05 19,00
1° -80°C Plasma 4,56 8,80
2° -80°C Plasma 4,38 12,40
3° -80°C Plasma 3,94 21,20
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Padrao Ciclo Temperatura de Meio Concentracéo Perda (%)
armazenamento
0 TA FM 14,87 0,86
1° 4°C FM 14,22 5,20
2° 4°C FM 13,25 11,67
3° 4°C FM 12,15 19,00
1° -20°C FM 14,37 4,20
2° -20°C FM 13,92 7,20
3° -20°C FM 12,65 15,67
1° -80°C FM 14,11 5,93
2° -80°C FM 13,69 8,73
15,0 pug mL”’ 3° -80°C FM 12,56 16,27
0 TA Plasma 14,67 2,20
1° 4°C Plasma 14,03 6,47
2° 4°C Plasma 13,27 11,53
3° 4°C Plasma 11,99 20,07
1° -20°C Plasma 14,36 4,27
2° -20°C Plasma 13,68 8,80
3° -20°C Plasma 13,01 13,27
1° -80°C Plasma 14,23 5,13
2° -80°C Plasma 13,39 10,73
3° -80°C Plasma 13,00 13,33

TA: temperatura ambiente; FM: fase mével

Para avaliar a robustez, os seguintes parametros foram testados: o efeito do

teor de solvente organico na fase mével, o efeito da taxa de fluxo da fase movel e o

tipo de coluna cromatografica. A Tabela 8 mostra os resultados do estudo de

robustez.
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Tabela 8. Parametros para avaliacado do teste de robustez do método proposto.

Fluxo Tempo de
Composicao da fase movel Coluna 4 retencao
(mL min™) .
(tr, min)
Tampao AcNa (pH=7) Cis 1,0 -
Tampao AcNa : ACN (99:1, v/v) Cis 1,0 -
Tampao AcNa : ACN (99:1, v/v) Cis 1,5 -
Tampao AcNa : ACN (98:2, v/v) Cis 1,0 8,0
Tampao AcNa : ACN (98:2, v/v) Cis 1,5 6,0
AcNa 5 mM : ACN (92:8, v/v) Cis 0,8 5,2
AcNa 5 mM : ACN (92:8, v/v) Cis 1,0 5,1
AcNa 5 mM : ACN (92:8, v/v) Cis 1,2 5,0
AcNa 5 mM : ACN (92:8, v/v) CN 1,0 -

AcNa = acetato sédio, ACN = acetonitrila, CN = cianonitrila
(-) = nenhum pico cromatografico foi observado, nas condi¢des testadas

As solucdes-padrao de triptofano foram preparadas e analisadas utilizando a
fase movel contendo diferentes quantidades de ACN (1, 2 e 8%). Com o aumento
da quantidade de ACN, o tempo de reteng¢do do analito diminuiu. Usando a fase
movel contendo 8% de ACN, a area do pico cromatografico foi aumentada, mas a
fase mével contendo tampé&o acetato ou apenas 1% de ACN nio promoveu eluicéo
do triptofano. O tempo de retengdo do analito foi diminuido, aumentando a vazao
para 1,5 mL min™, entretanto, houve aumento da pressao do sistema cromatografico
(de 145 para 235 Kdf), podendo colocar o sistema de cromatografia em risco e/ou
reduzir a vida média da coluna cromatografica. Nenhum pico cromatografico foi
observado ao utilizar a coluna analitica CN.

Com base nesses resultados, observou-se que pequenas variagdes dos
parametros analiticos podem tornar a analise de triptofano por CLAE uma pratica
dificil e, consequentemente, comprometer os resultados alcangados com o método.
Assim, a fase mével composta de solugdo de AcNa 5 mM : ACN (92:8, v/v), vazéo

de 1 mL min”' e coluna analitica C4s foram caracterizados como as melhores
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condi¢des para a aplicacao do meétodo analitico, devido a sua seletividade, precisao
e exatiddao aceitaveis. Além disso, enfatiza o consumo de uma pequena
porcentagem de ACN, em comparagao com outros métodos robustos ja descritos,
que utilizam grandes quantidades de solvente organico. Assim sendo, este método
pode ser considerado ecologicamente correto ou amigavel (eco-friendly).

Apods o processo de validagdo, as amostras de plasma dos pacientes foram
submetidas a quantificacdo dos niveis de triptofano. Os pacientes que foram
submetidos a ingestao da mistura que nao cotinha triptofano, ou seja, deplecao de
triptofano (DT), tiveram suas concentragdes plasmaticas variando entre 3,08 - 7,81
ug mL™ (08h30min) e entre 0 - 4,79 ug mL™" (15h30min). Os pacientes que ingeriram
a mistura que continha triptofano tiveram suas concentragbes plasmaticas variando
entre 3,02 - 8,90 pg mL™ (08h30min) e 5,69 - 18,70 ug mL™" (15h30min). A Tabela 8
mostra os resultados individuais dos niveis plasmaticos de triptofano dos pacientes.

Ao compararmos os dados referentes a baixa estabilidade do triptofano frente
ao tempo de armazenamento das amostras bioldgicas, observa-se que os valores
absolutos da concentracdo do aminoacido foram subestimados, mas em relagao aos
valores relativos ndo houve perda consideravel na concentragdo do aminoacido,
pois todas as amostras foram coletadas simultaneamente, estocadas sob as
mesmas condi¢des e tratadas de maneira uniforme.

A Tabela 9 mostra os resultados individuais dos niveis plasmaticos de
triptofano dos pacientes e a llustragcdo 6, mostra os cromatogramas de um dos

pacientes submetido ao teste de DT.
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Tabela 9. Determinacéo dos niveis plasmaticos de triptofano em pacientes.

Mistura de aminoacidos sem

Mistura de aminoacidos com

triptofano triptofano
Pacientes Nivel plasmatico Nivel plasmatico Nivel plasmatico Nivel plasmatico
(ug mL™") (ug mL™) (ug mL™) (ug mL™)
08h30min 15h30min 08h30min 15h30min
1 5,66 2,97 8,90 18,70
2 3,08 1,13 4,39 9,29
3 6,83 4,79 3,98 5,69
4 6,30 nio detectavel 5,93 8,22
5 2,25 nao detectavel 8,87 14,98
6 7,81 nao detectavel 6,83 10,12
7 442 nao detectavel 3,02 7,28
8 5,05 nao detectavel 6,25 9,07
a b
a i
—— -
C d
A .

Tempo {min)

Tempo (min}

llustragao 6. Perfis cromatograficos de plasma de paciente para comparagdo dos valores

basais (a, c), com os valores obtidos apds ingesta de mistura de aminoacidos

contendo o triptofano (b) e sem triptofano (d).
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Neste estudo, os resultados dos niveis plasmaticos de triptofano em pacientes
submetidos a DT mostraram diferengas significativas em relagdo aos dois horarios
programados no teste. Os pacientes que ingeriram a mistura de aminoacidos que
nao continha triptofano tiveram seus niveis plasmaticos reduzidos ou mesmo nao
detectaveis, comparados aos pacientes que ingeriram a mistura que continha o
triptofano. Esses dados mostram que, ao controlar os niveis plasmaticos de
triptofano permite-se fazer uma analise indicativa dos niveis de 5-HT, pois a baixa
biossintese no cérebro afeta a qualidade de vida dos pacientes que sofrem de
transtorno de humor, apetite, sono e até depressdao (CORCHS, 2008). Estas
descobertas estdo de acordo com a literatura, tendo em vista que alguns trabalhos
tém sido realizados para demonstrar a diminuicdo da concentragao de triptofano em
pacientes que foram submetidos ao teste DT (VAN DER DOES, 2001), ou mesmo
em pacientes com histérico de doengcas como TOC (BELLODI, 1997). Nos estudos
de Shansis (1998), foi observado que no teste de DT os niveis de triptofano
sofreram decréscimo de aproximadamente 80% apds 5h da administracdo da
mistura.

A técnica de DT ja havia sido aplicada para avaliar o papel da 5-HT na
sensibilidade a estimulos relacionados ao trauma no TEPT, remitido com ISRS
(CORCHS, 2008). Segundo este estudo, os niveis plasmaticos de triptofano apos a
ingestdo da mistura de aminoacidos sem triptofano diminuiu 66,5% no dia em que
0s pacientes ingeriram a mistura que continha este aminoacido. Esta diminui¢gdo nos
niveis de triptofano mostrou que a deplecdo da 5-HT aumenta a
resposta de ansiedade, o TEPT com ISRS.

Observa-se portanto, que a determinagao dos niveis plasmaticos de triptofano

pode ser usada com sucesso para entendimento da fisiopatologia da depressao
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(MAES et al., 2011) assim como abre novos horizontes para investigar os
transtornos psiquiatricos, além de permitir que sejam feitas avaliagbes acerca do
conteudo nutricional da dieta de pacientes, que tém uma predisposicdo ao baixo

nivel plasmatico de 5-HT.
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6 CONCLUSAO

A metodologia analitica proposta neste trabalho mostrou-se capaz de
quantificar o triptofano em plasma, empregando a técnica de cromatografia

liquida de alta eficiéncia ecologicamente amigavel ou correta (eco-friendly).

A otimizacdo dos parametros analiticos e posterior validagdo da metodologia,
apresentou um meétodo simples, rapido e preciso, que nao esta sujeito a
interferéncia de outras moléculas que absorvem na regido do ultravioleta,
além de consumir um pequeno volume de solvente organico, fato que
proporciona uma maior economia, reduz o impacto ambiental e caracteriza a

técnica como ecologicamente correta.

A metodologia validada demonstrou ser aplicavel para quantificar e monitorar
as variagbes dos niveis plasmaticos de triptofano, em plasma de pacientes
com historico de estresse pds-traumatico, submetidos ao teste de deplegao

aguda de triptofano.
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7 PERSPECTIVAS

Como previsdo para futuros trabalhos, ressalta-se a importancia da aplicacéo
e otimizagdo de metodologias para quantificagdo de triptofano em outras matrizes
bioldgicas, como por exemplo em plasma de animais (bovinos, caprinos, bubalinos),
pois a manipulacdo dos niveis plasmaticos desse aminoacido em funcdo da
alimentagdo desses animais, influencia diretamente a producdo de melatonina,
permitindo um maior controle, a fim de satisfazer a demanda comercial exigida pelo

mercado.
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b
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A Comissde de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, em sessdo de 25.08.05, APROVOU o Protocolo de Pesquisa
n® 538/05, intitulado: “Estudo sobre a precipitacdo de sintomas em pacientes com
transtorno do estresse pés-traumdtice remitidos com inibidores seletivos de
recaptura de serotonina através da reducdo abrupta de triptofanc”, apresentado
pelo Departamento de PSIQUIATRIA, inclusive Termo de Consentimento Livre e
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196 de 10.10.1996, inciso IX.2, letra "c").
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