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RESUMO

SARTORI, T.Efeitos da glutamina e taurina sobre a via de sinadlacédo do NFkB em
células Raw 264.7 estimuladas com LPS. 20195f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Ciéncias, Universidade de Séao Paul®, 2

O sistema imunoldgico preserva a integridade darosgno perante o ambiente que ele
esta inserido. As reacdes imunologicas sdo essernpasa controle e eliminacdo da
infec¢d@o, no entanto se 0s mecanismos contra tégokda resposta imunologica forem
superados, a homeostasia pode falhar levando asegudilibrio no processo de reparo
do organismo, podendo causar danos, insuficiérciagho e até a morte. Muitos estudos
tém demonstrado a interac&o entre o sistema imgicol@ os aminoacidos. Visto que a
glutamina é utilizada como substrato energética parterdcitos, além de fornecer
nitrogénio para sintese de purinas e pirimidinas paoliferacdo celular e a taurina
participa da hemostasia, estabilizacdo de membraraslizacdo de calcio, além de ser
importante agente antioxidante, nos propusemo riessalho investigar os efeitos da
glutamina e taurina sobre aspectos relacionad@sposta imunologica de células da
linhagem Raw 264.7. Para tanto foram avaliadashilidade celular; a capacidade
proliferativa e o ciclo celular; a capacidade deesie de citocinas: IL-4, IL-1p, IL-6,
IL-10 e TNFe e a expressao do fator de transcricaaB{Fbem como de seu inibidor
IxBo. Foi possivel observar aumento da viabilidadeodifpracdo celular para células
tratadas com glutamina, entretanto nao foi obsen@dnesmo efeito para taurina.
Quando ambos aminoacidos foram associados, houseal@ncia dos efeitos da
glutamina. Observamos neste trabalho, que houve ten@géncia da diminuicdo de
expressao da relacao de p#BANFkB quando se aumentou a concentragéo de glutamina.
Paralelamente, o0 mesmo foi encontrado para relgchd/IxB. Esses resultados
corroboram com os resultados encontrados na prodiggi citocinas pré-inflamatorias
IL-1a, II-1p e TNFe, uma vez que ao aumentarmos a concentracao denghat bem
como (glutamina e taurina, observamos menor produgd@s mesmas.
Complementarmente, encontramos resultados opoatasapcitocina anti-inflamatoéria
IL-10, a qual teve maior sintese em resposta aoeatomda concentracdo dos
aminoacidos. Portanto concluimos que tanto a ginemuanto a taurina possuem
capacidade de modular aspectos da resposta imicehbg células Raw 264.7.

Palavras-chave: Terapia nutricional; glutaminagite) resposta imunologica



ABSTRACT

Sartori, T.Effects of glutamine and taurine on the signalingpathway of NF-kB in
RAW 264.7 cells stimulated with LPS 2015.95F. Dissertacdo (MS) - Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Panl2iL5.

The immune system protect the body's integrityn énvironment it is inserted. The
immune responses are essential for control andreliion of infection, however if the
mechanisms against regulatory immune responsevareane, homeostasis may fail
leading to an imbalance in the repair of the bocess and may cause damage, organ
failure and even death. Many studies have demdadtithe interaction between the
immune system and amino acids. Since glutamineead as an energy substrate for the
enterocytes and provides nitrogen to purine andrpgline synthesis to cell proliferation
and taurine participates of hemostasis, stabibmadi membranes, calcium mobilization,
and besides being an important antioxidante, tloskvaimed to study the effects of
glutamine and taurine in some aspects of the immesigonse of RAW 264.7 cell line.
Therefore, we evaluated: cell viability; the pretfifitive capacity and the cell cycle phases;
cytokine synthesis capacity: IL-d&, IL-1p, IL-6, IL-10 and TNFe, as well as the
expression of the transcription factor NFkB andinisibitor kBa. It was possible to
observe increased cell viability as well as proéifen in cells treated with glutamine, but
was not observed the same effect in cells treaidd taurine. When cells were treated
with both amino acids, there was a prevalence @kffects of glutamine. We observed
in this study, a trend of decreasing expressignNf«B/ NFkB relationship when cells
were treated with higher concentration of glutamineparallel, the same was found for
p-IkB / IkB relationship. These results corroborate wih #sults about the production
of pro-inflammatory cytokines ILd, IL-1p and TNFe, since by increasing
concentration of glutamine as well as glutamine #maine, we observed reduced
production of this cytokines. In addition, we foumgposite results for the anti-
inflammatory cytokine IL-10 which had higher protioa in response to increased
concentration amino acids treatment. Therefore arclade that both glutamine and
taurine have the capacity to modulate some aspedt'e immune response of RAW
264.7 cell.

Keywords: Nutritional therapy; glutamine, taurimaune response
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A terapia nutricional objetiva a modulacéo daesiga imune pelo fornecimento
de nutrientes especificos. E considerada um dosipsis pilares para recuperagéo e
manutencédo do estado de saude de pacientes enfermagos estudos recentes tém
avaliado o papel de dietas imunomodulatorias (inomodulating diets IMDs) e seus
componentes, que incluem aminoacidos, acidos graxtsminas, minerais e agua
(FERREIRAet al., 2007; TEIXEIRAet al, 2006).

Sabe-se que o sistema imunoldgico € responsawetiptdsa do organismo além
de reparo de tecidos. A resposta imune quandoizadal apresenta vantagens ao
organismo e envolve a eliminacdo da infeccdo. Porégumas condicdes
fisiopatoldgicas que envolvem estado catabolicens e inadequado fornecimento de
nutrientes, acarretam impacto direto na imunocoémpé, aumentando a
susceptibilidade a infeccbes (CALDER, 2006). Senesanismos contra regulatorios da
resposta imunolégica forem superados, a homeosfasie falhar levando a um
desequilibrio no processo de reparo do organiswaerndo levar a danos, insuficiéncia
de orgéo e até a morte (WHEELERal., 1999).

Muitos estudos tém demonstrado a interacdo ensist®@ma imunoldgico e os
aminoacidos (ROGERO, 2007). MARIK e ZALOGA, 201hamstraram diminuicao
das complicacfes e infeccdes em pacientes queeraceldietas imunomodulatorias.
No entanto, os mecanismos da suplementacdo cornemas especificos ndo sao
totalmente claros.

Muitos estudos acerca desses aminoacidos refereamggamina e a taurina,

devido ao grande potencial destes aminoacidos mhulagio da resposta inflamatoria.
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Na literatura ja sdo muito bem descritos os papetabdlicos da glutamina, como
substrato energético para enterécitos, além deedemnitrogénio para sintese de
purinas e pirimidinas para proliferacao celular (IWEHOLME et al., 2001). A taurina
também ja foi muito bem descrita pela sua impoetgrticipacdo da hoemostasia,
estabilizacdo de membranas, mobilizacdo de cakdéan de ser importante agente
antioxidante, atuando no reparo celular aos damasatlos por espécies reativas de

oxigénio (NISHIYAMA e CURI, 2000; PARKt al., 1993; KIMet al., 1996).

Inimeros avancos ja foram alcancados a respeiiafid@&ncia que nutrientes
especificos podem exercer sobre o sistema imumodgentretanto devido a
complexidade da resposta imune e todas as vias aanmseos que nela estdo

envolvidos, diversos aspectos permanecem incomghickesn

Considerando que a resposta imunoldgica uma venjdigibrada, pode originar
efeitos deletérios responsaveis pelas complicagdepacientes com doencas graves e
tendo em vista que a literatura ja demonstrou aitépcia metabdlica e funcional dos
aminoacidos glutamina e taurina, porém destacaaedasmbém que os dados da
literatura ainda sdo contraditorios a respeito d@stos protetores, pré ou anti-

inflamatorios que esses aminoacidos podem exercer.

Optamos nesse trabalho pela investigagdo da jpag@&o e associacdo da
glutamina e taurina sobre a via de sinalizacao ador fnuclear Kappa-B (NdB), a
producédo de citocinas, bem como proliferacdo eagéy de células da linhagem Raw

264.7

15



2. OBJETIVO GERAL:

Este trabalho teve como objetivo estudar os efeibdsaminoacidos glutamina e
taurina sobre aspectos relacionados resposta igginal de células linhagem Raw

264.7, estimulados com LPS.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Para tanto, células Raw 264.7 receberem tratameomo os aminoacidos

glutamina e suas associacdes e avaliou-se:

v' viabilidade celular
v a capacidade proliferativa e o ciclo celular;
v’ a capacidade de sintese de citocinasa,|lL11p, IL6, IL10 e TNFo

v a expressao do fator de transcricdaxBFfoem como de seu inibidatBo

16



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 INFLAMACAO E SISTEMA IMUNE

O processo inflamatorio € a principal forma pelalqusistema imune lida com
infeccdes e lesbes teciduais. Corresponde a umastesfundamentalmente protetora
do organismo, que tem o objetivo de eliminar agerdgressores. A imunidade
protetora contra estimulos prejudiciais ao organignmediada pelas reac¢des iniciais da
imunidade inata e pelas respostas posteriores daidade adaptativa (COICO e

SUNSHINE, 2009).

S&o constituintes do sistema imune inato: as lerréisicas e quimicas,
proteinas do sangue, citocinas e células fagamstacomo os neutrofilos e macréfagos
(ABBAS et al.,, 2013). Os macroéfagos, incialmente nomeados comaooaios,
originam-se de um precursor comum na medula ossealam no sangue, sofrem
maturacao e sao ativados nos tecidos. Sao céludadesempenham fungdes centrais no
sistema imunoldégico, destacando-se a ingestao & mermicrorganismos por meio de
fagocitose e producéo de espécies reativas dermaigénitrogénio; ingestao de células
mortas do hospedeiro; também apresentam elevadeidage secretoria, incluindo
producdo de lisozimas, hidrolases acidas, proteasafas, inibidores de enzimas,
elementos do sistema complemento , intermediarios ntetabolismo do acido
araquidonico, fatores de coagulacdo e citocinasnasofagos ainda correlacionam a
imunidade inata com a imunidade adquirida, uma gae atuam como células
apresentadoras de antigenos (APC) aos linfocitéSEER, 1983; NATHAN, 1987;

WERE, 1975; SILVERSTEIN e FRIEDLAND, 1979)..
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A imunidade inata proporciona a linha de defesaahcontra microrganismos,
por meio de mecanismos celulares e bioquimicos ja@existem até mesmo antes da
infeccdo e que estdo prontos para responder rapitama infecgbes. Uma das
estratégias do sistema imune inato € o reconhetimelm padrdo molecular
filogenéticamente conservado associado ao patofmatbogen-associated molecular

patterns - PAMP) (VANDERWALLE, 2008; PASSARE, 2006)

Receptores tipo Toll like (TLR) desempamh um importante papel no
reconhecimento de diversos padrdes molecularesciadss a patdgeno. Esses
receptores sao capazes de reconhecer liganteduesinente diversos, incluindo
produtos de todas as classes de microorganismosNIDERWALLE, 2008;
PASSARE, 2006). Existem nove diferentes TLR funaisrem humanos, denominados
TLR1 a TLR9. Os TLR podem estar localizados tarstanembrana plasmatica quanto
nas membranas intracelulares. Os TLR 1,2,4,5 e b esdpressos na membrana
plasmatica, onde reconhecem diversos PAMP no amebéxtracelular, ja os TLR 3,7,8
e 9 sdo expressos no interior das células, naitetendoplasmatico e nas membranas
endossbmicas, onde detectam diferentes ligantedcide nucleico (ABBASet al.,

2013; BLASIUS e BEUTLER, 2010; AKIRAt al., 2006).

Dessa forma, componentes da parede bacteriana, lggopolissacarideo (LPS)
de bactérias Gram-negativas desencadeiam uma aasdmatoria, via receptor
TLRA4. O lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxinsspnte na membrana de bactérias
Gram-negativas, induz o sistema imune inato a pmiodwspostas ndo-especificas
através do seu reconhecimento via TLR4 (ldétJal., 2004). Uma vez ativado o
complexo TLR-4algumas vias de sinalizacdo podem ser desencadeaaiasMAPK

(do inglésmitogen-activated protein kinase), AP-1 @ctivator protein 1), STAT (signal

18



tranducer and activator of transcription) IRF3 (nterferon (IFN) regulatory factor 3) e

também do fator de transcricdo ®8= (BEUTLER, 2003; KAWAI; AKIRA, 2005).

3.2 ATIVACAO IMUNOLOGICA E VIA DE SINALIZACAO DO
NFkB

Descoberto em 1986, o NB uma vez ativado por agentes como
lipopolissacarideos, possui a capacidade de lga-sma sequéncia de 10 pares de
bases na regido promotora do gene que codificadaiacdevex das moléculas de
anticorpo das células BB). O papel mais bem conhecido e estudado dessedat
transcricdo se da na resposta imunologica, narqgala expressao de genes essenciais
no processo inflamatério, bem como na sobrevivémeaiferacédo e apoptose (XIAO,
2004).

No citoplasma de células ndo estimuladas, o fatarahscricdo Ni&B, que se
apresenta na forma de dimero, encontra-se na forati&a, devido a sua associacao
com proteinas denominadas inibidord® (IxB). A familia de proteinaskB inclui
IkBa, 1kBp, IkBe, Bcl-3 e aas regibes carboxi terminal dokBE (p105), NkB2 (p
100). As proteinaskB ligam-se com diferentes afinidades e especifiada para
diferentes dimeros do MB (CAAMANO; HUNTER, 2002; LI; VERMA, 2002).

Existem duas vias descritas para a ativacdo dao fiotranscricdo nuclear
NF«B: classica (via candnica) e alternativa (via nanémica). A via classica é a mais
comum e esta associada a expressdo de genes nmatisoa inflamacdo, a resposta
imunologica inata, a antiapoptose e a sobrevivéoelalar (XIAO, 2004). Ja a via

alternativa esta associada a expressdo de genesitgm® no desenvolvimento e

19



manutencdo de o6rgaos linféides secundarios (lifospbaco, tonsilas e placas de
Peyer) (ALCAMOet al., 2002).

Na via classica, para que haja ativacao deByl kB é fosforilado no residuo
de serina pelo complexo de proteina quinase IKisaHesforilacdo é o sinal para a
ubiquitinacdo e posterior degradacéo B pelo proteassoma 26S. No citoplasma um
conjunto de proteinas adaptadoras e ancoradorasH3,R1yD88 e TIRAP) e quinases
(RIP, IRAK) formam um complexo quando ha um estomédacilitando o recrutamento
da IKK. Apés a degradacédo deBl os dimeros do NdB sé&o liberados e migram para o
nacleo onde atuardo na regulacdo da transcricdo gdees especificos.
(KALTSCHMIDT et al., 2005).

O complexo IKK contém duas subunidades catalitidasominadas IKK
(IKK1) e IKKB (IKK2) e uma subunidade ndo catalitica denomindB&O (do inglés
NFxB essential modulator). Existem diversas combinacfes entre as subursddde
IKK, podendo ser homo ou heterodimeros de dku IKKB, associados ou ndo ao
NEMO (MERCURIO et al., 1999). O mais comumente encontrado é dKKK B-
NEMO SCHEIDEREIT, 2006). Esta via é ativada por uma edade de sinais
inflamatorios, incluindo citocinas proinflamatériegndotoxinas bacterianas, que leva a

ativacédo do complexo IKK (XIAO, 004).
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Via Classica do NF-kB (Via Candnica)

Citocinas pré-inflamatoérias
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Figura 1- llustracdo da via classica, dependenteéEMO (Adaptado de, FRANCO, 2010).

Dessa forma o LPS estimula a sintese de citocindszindo a ativacdo de
vérios fatores de transcricdo como oxBFentre outros como AP-1 e o STAT, os quais
ativam ou reprimem os genes alvo. Estes fatoresrpddmbém intensificar e perpetuar
a expressao de citocinas, visto que as regidesqgtooas de muitas citocinas e seus
genes de receptores revelam numerosos sitios degesa para estes fatores de
transcricdo (CAAMANO; HUNTER, 2002).

A ativagédo da via do N&B leva a produgéo de citocinas IL1, IL6 e Td\F
consideradas mediadores pré-inflamatérios celulguescontrolam a infeccdo através
da liberacdo de mediadores secundarios, da inddgdquimiotaxia e da ativacao,
sobrevivéncia, proliferacdo, maturagdo e/ou mogted@ulas imunolégicas (BEUTLER,

2003; LIMA et al., 2013).
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Desde que as citocinas ndo atuam sozinhas, sendazpdas e liberadas em
rede bem coordenada, os niveis relativos destesefatde transcricAo podem ser
responsaveis pela acao inflamatoria e anti-infl@neafprolongada das citocinas e seus

ativadores (CAAMANO; HUNTER, 2002; LI VERMA, 200BILLACK, 2006).
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4. GLUTAMINA

Em 1955, nos trabalhos realizados por Eagle, surgais primeiras evidéncias
de que a glutamina possuia importantes propriedatssbdlicas. A partir destes
trabalhos, Eagle demonstrou que a glutamina é pedsvel para o crescimento e

manutencéao de células em cultura (EAGLE, 1959).

A glutamina é um dos aminoacidos constituintes plageinas e € o mais
abundante no plasma e nos tecidos, principalmemtadsculo esquelético onde este
aminodacido representa aproximadamente 40-60% dob gmaminoéacidos livres. O
musculo esquelético possui importante papel matabphra este aminoacido, uma vez
que apresenta elevada capacidade de sua sintésgagdo, numa taxa de sintese de
aproximadamente 50mmol/h, sendo maior que qualgoeiro aminoacido
(NEWSHOLME et al., 2003). O principal 6rgdo de utilizacdo de gluteanéno trato
gastrointestinal, sendo o intestino delgado o stiais importante de metabolizac&o
deste aminoacido, onde este, é utilizado como ibstespiratdrio quantitativamente

mais importante para os enterécitos do que a glicos

Normalmente, a glutamina é considerada um amino&tigbensavel, pois pode
ser sintetizada pelo organismo de acordo com seasssidades (NEWSHOLME,
2001). Porém, durante situacdes de estresse, ctrengma, septicemia, cancer e
exercicio fisico extenuante, as concentra¢desudargina no plasma podem diminuir a
niveis abaixo da concentracao fisiologica, resditanuma situacdo de desequilibrio;
nessas condi¢gdes um fornecimento extra de glutamandieta € necessario. Por essa
razdo, este aminoacido pode ser considerado “dondimente indispenséavel”

(NEWSHOLME, 2001; SMITH e WILMORE, 1990).
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Héa duas enzimas responsaveis pela sintese de glatanpartir do glutamato e
por sua degradacdo também em glutamato: a glutasmietase e a glutaminase. A
glutaminase € a enzima que catalisa a hidrolisgld@amina em glutamato e ion
amonio, ja a glutamina sintetase catalisa a coawede glutamato em glutamina,

usando a amoénia como fonte de nitrogénio (VIEIR3VY).

POy’
OH O MNH -
ATP ADE Pi
— = | ?

HE-NH, HO=NH; HC—NH,
O-C o-¢ < o-¢

OH OH OH
ghutamato v-Tosfato Glutammil LT

{ord Tl )

Figura 2- Glutamina sintetase. A aménia livre pmda nos tecidos combina-se com o glutamato,
produzindo glutamina, pela acédo da glutamina-sis&etA reacdo ocorre em duas etapas e requer ATP.
Inicialmente o glutamato e o ATP reagem para foramarintermediarioy- glutamil fosfato), que entéo
reage com a amdnia, produzindo glutamina e fosfatoganico.Adaptado de KING.Introduccion al

metabolismo del nitrégeno. Disponivel

enittp://themedicalbiochemistrypage.org/es/nitrogen-

metabolism-sp.phg.Acesd@jun.2014.

H-C-CHy-CHy-CH-COOH + 0
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#h?";
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NH,

|
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Figura 3 —Glutaminase. Apés ser transportada pel®mnte sanguinea, a glutamina entra no figado, e a
amonia, é liberada na mitocondria pela enzima glitase (conversdo de glutamina em glutamato).
Adaptado de KING. Introduccion al metabolismo delitrdgeno. Disponivel em
http://themedicalchemistrypage/es/nitrogen-metaboisp.phpAcesso 13 jun.2014.

Em um individuo adulto, tanto a concentracdo tedidguanto a concentracéo
sanguinea de glutamina pode ser influenciada dedaccom a atividade de suas

enzimas: glutamina sintetase e glutaminase. Algipos de células, como células do
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sistema imune, rins e intestino, apresentam elegadaade glutaminase, sendo assim
considerados tecidos predominantemente consumidergfutamina (VAN DE POLL,
et al.,, 2004). Por outro lado, os musculos esqueléticospuimdes, o cérebro, e
possivelmente o tecido adiposo, possuem elevadialade glutamina sintetase, sendo
assim considerados tecidos predominantemente isadetes de glutamina (CURt

al.,1999).

Segundo FRISINAet al., 1994 e ROWBOTTOMet al., 1995, a taxa de
utilizacdo de glutamina por macréfagos € similarsoperior a de glicose. Contudo,
apenas pequena parte dos carbonos da moléculacdseg(<10%) e do aminoacido
glutamina (5-25%) sdo completamente oxidados parrdf@gos em meio de cultura.
Sendo assim, a maioria das moléculas de glicosen¢ettida em lactato (glicolise),
enquanto grande parte da glutamina € convertidegletamato, aspartato e lactato
(glutamindlise) (NEWSHOLMEet al., 1999).

A glutamina possui importante influéncia na funaihade celular, destacando
a participacdo na divisdo de células do sistemanémsendo muito utilizada por
linfécitos, que uma vez devidamente estimuladosesgmtam grande capacidade
proliferativa (NEWSHOLMEet al., 2001). Llet al., 2007, relatou que a glutamina é o
maior combustivel para as células do sistema imahegando na proliferacdo de
linfécitos T, na sintese de proteina, producaotdeinas e inibicdo da apoptose.

A glutamina também apresenta capacidade em modudéividade fagocitaria,
apresentacao de antigenos e a diferenciacdo dascétonociticas. Em 1995, Spittler
et al., realizou um estudo com mondcitos humanos e demoongtie a diminuicdo da
concentracdo de glutamina de 2mmol/L (concentrag@imalmente utilizada em meios
de cultura) para 50pmol/L levou a menor expres&iwalias moléculas de superficie

dos mondcitos, como por exemplo HLA-DR. Essa mesxpressado foi paralela a
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menor capacidade desses mondcitos apresentarayaranfiara linfécitos T. ROGERO
et al.,, 2008, também observaram que animais desmamadosatpramente e
suplementados com glutamina apresentaram aumentongdo de macrofagos e na

hemopoese quando estimulados com BCG.

Em estados infecciosos, a manutencéo da respostee ign fundamental para a
sobrevida do paciente, neste contexto a glutamaniéEcpa no processo de proliferacao
de linfocitos e adicionalmente na diferenciacadimfécito B (NEWSHOLME, 2001).
Estudos realizados por (ARDAW al., 1993), mostraram que a resposta proliferativa
de linfocitos, tanto de humanos quanto de ratoaiodependentes de glutamina, bem
como o consumo de glutamina tanto por linfocitoamja por neutréfilos e macrofagos
aumenta intensamente, influenciando a producada®Emas (NEWSHOLME, 2001).

Macrofagos desempenham papel importante na resposiae inata e
adaptativa. Essas células sao caracterizadastpaegirecdo de proteinas, que depende
do aumento da sintese de purinas, pirimidinasasetb-fosfato. Isto caracteriza papel
relevante da glutamina na manutencao de altas texémnscricdo (NEWSHOLME
al., 1996). De acordo com essa hipotese, alguns estéaomvestigado a relacdo entre
secrecdo de TNE IL1 e IL6 que s&o citocinas quantitativamentevahtes sintetizadas
por macrégafos e a concentracdo extracelular dergina, desde que macrofagos
podem ser totalmente dependentes da concentra¢éecednlar de glutamina para
atingirem uma atividade secretoria 6tima (MURPHEWSHOLME, 1999). Segundo
NEWSHOLME et al., 1999, macrofagos peritoniais de camundongos ats/axdon
BCG e incubados em meio de cultura na presencandié @& glutamina apresentam a
capacidade de sintetizarem T&NEm altas taxas quando estimulados por LPS. Além

disso, WALLACE; KEAST 1992 e YASSADet al., 1997; demonstraram,
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respectivamente, que o aumento da secrecao de IlLA gor macrofagos estimulados

por LPS foi dependente da concentracao de glutaexinacelular.

No entanto, apesar de muitos estudos demonstraseefedtios benéficos da
suplementacdo com glutamina incluindo o tratameliidco em pacientes com doencas
severas, alguns estudos recentes tém demonstsultades divergentes. HEYLAND
et al., 2013, demonstrou que o aumento da mortalidade gaitientes com doencas

severas, estava associado a suplementacdo commiglata

A literatura apresenta divergéncias em relacdopacidade da glutamina em
melhorar a resposta imune e aumentar a producdmta@nas pro-inflamatorias. A
divergéncia dos dados obtidos pode dever-se aedifas nos métodos utilizads
Vivo e in vitro), nas concentragcdes de glutamina, e nos tipotacetuavaliados nesses

estudos.
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5. TAURINA

Originalmente isolada do acido biliar do boi, arita& ou acido-aminosulfénico,
€ um dos aminodcidos livres mais abundantes emcmem altas concentracdes nos
tecidos dos animais, incluindo mamiferos, apesamd@e ser utilizado na sintese
proteica. A concentracdo intracelular de taurinateecidos de mamiferos esta entre 5 a
10umol/g. as altas concentracdes de taurina regulaitas funcdes celulares, incluindo
volume celular, homeostase, estabilizacdo protemdilizacdo de calcio e imunidade
(FUKUDA et al., 1982; HUXTABLE, 1992; SCHULLER e PARK, 2003).

A taurina € um composto capaz de apresentar cagidiva € negativa no
mesmo atomo (HUXTABLE, 1992). Esta caracteristecadom que a taurina tenha alta
solubilidade em agua e baixa solubilidade em mépidicos, o que explica a alta
impermeabilidade da taurina em membranas bioloégidasido a este fato altas
concentragdes de taurina sdo encontradas em terntethbranas, como é encontrado
na retina por exemplo. Algumas funcfes biologicas taurina, se devem a sua
caracteristica atémica, destacando-se intera¢do cgtimns de calcio, modulacdo de
acoes de membrana e conjugacdo com acidos bilfeit®@sFMANN e LAMBERT
1983, PASANTES-MORALESt al., 1986).

As maiores concentragfes de taurina sdo encontramlaoracdo e cérebro,
porém também ha grande quantidade desse aminoaoglanlsculos. No musculo
esquelético a taurina apresenta importante funigéegndo controle do funcionamento
dos canais ibnicos e homeostase do calcio, atudedta forma na excitacdo de
membranas e contracdo muscular. No coracdo a aaamesenta até 60% do total do
pool de aminoacidos livres (HUXTABLE, 1976). As mi&s concentracdes de taurina
sdo observadas no cérebro em desenvolvimento,agésenvolvimento cerebral, os

niveis de taurina decrescem e em adultos os nieegbrais de taurina chegam a um

28



terco dos niveis encontrados em neonatais (DAVIS HBMMWICH, 1973;
LEFAUCONNIER et al.,1976; HUXTABLE, 1972). Devido a este declinio dagale
desenvolvimento para a fase adulta, muitos estwlg®erem que a taurina seja
importante na fase de desenvolvimento cerebral. éstado realizado com gatos
nascidos de progenitoras deficientes em taurinamodstrou que estes animais
apresentaram menor peso cerebral, além de mordodogirmal do cerebelo e do cortex
visual (STURMANEt al., 1985).

A taurina € sintetizada pelo corpo humano, no figadpartir do metabolismo
dos aminoécidos sulfurados (metionina e cisteinadua sintese, a partir destes
aminoacidos, ocorre através de uma sequéncia ¢géeea&nzimaticas de oxidacdo e
descarboxilagdo, até a producdo de hipotaurinaugnga (HUXTABLE, 1986). A
sintese enddgena de taurina é variavel entre ogidods, uma vez que ela esteja
relacionada com a disponibilidade de cisteina a pst sua vez seja dependente do
equilibrio do metabolismo entre homocisteina e omitia via acido félico e vitamina

B12.

Cisteina

Sulfinato de
cisteina

:

hipotaurina — | TAURINA ]

Fig.4 Via de biossintese de taurina a partir dogn@é@icidos metionima e cisteina. A metionina é
convertida em homocisteina, esta entdo é usada sobstrato para formar cisteina. Ja a cisteina € um
importante precursor para sintese de sulfinatogieica, que é convertida em hipotaurina e porveaa

em taurina. (Adaptado de Sebas#hal., 2009).
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Alguns estudos aplicam a taurina o conceito de @aaido antioxidante, e
segundo esses estudos uma diminuicdo no contelsie aminoacido, dependente e
proporcional ao aumento da idade, levaria ao aaurdal radicais livres, levando a
morte celular, ao longo do envelhecimento (WALLAE@Eal., 1990; EPPLERet al.,
1998).

Dentre as diversas funcfes da taurina, podemaos pritdéecéo celular a leséo
inflamatoria. Nos neutrofilos, a taurina age atewlaea toxicidade do acido hipoclorico
(HOCI), produzido pelo sistema mieloperoxidase. gkeo com HOCI, a taurina é
capaz de gerar um composto mais estavel e menm® tpara as células, conhecido
como taurina-cloramina (TauCl) (WEISS$ al., 1883; GRISHAMet al., 1984). Nas
células a Tau-Cl pode modular a producdo de murtediadores pro-infamatorios,
como oxido nitrico (NO), anions superoxido, TdNAL6 e IL8 e prostaglandinas.

(PARK 1995; MARCINKIEWICZet al., 1998).

Demonstrou-se recentemente que a taurina-clorafha#Cl) é mais do que um
produto final da detoxificacdo do acido hipocléri¢ai determinado também que a
taurina-cloramina possui funcdo de modulador denmicdo, uma vez que culturas de
macrofagos ativados com lipopolissacarideo (LPB)}érferony (INF-y), na presenca
TauCl, tinham inibidas as suas producfes de oxitlican (NO), fator de necrose
tumoral (TNF) e prostaglandinas,EPARK et al., 1993; KIM et al., 1996).

Segundo SUN JANGat al., 2009, o composto TauCl, em um estudo com
macrofagos Raw 264.7, protegeu essas células da ewular induzida por perdxido
de hidrogénio (H202) e ainda ativou enzimas conacdpde antioxidante.

Em um estudo realizado com macréfagos estimuladosldS, determinou-se

que o tratamento com taurina ndo afetou os nieistdto, porém o mesmo tratamento
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com este aminoacido reduziu os niveis d®4hestes macrofagos. A diminui¢céo dos
niveis de HO. mediado pela taurina, possibilitou diminuicdo égrddacdo daB-a e
consequentemente diminuicdo da ativacdo deB\fema vez que o #. pode atuar

como segundo mensageiro para ativagcao ddBNEKARABAY et al., 2008).
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 CULTURA CELULAR

Foram utilizadas culturas de macréfagos da linhaBanv 264,7. Essas células
foram obtidas pelo Banco de Células do Rio de daf@PABCAM), cuja fonte se deu
a partir de ascite por tumor formado apoés injegém girus da leucemia Abselon em
camundongo. O cultivo dessas células foi condueiofrascos de cultura com meio
de cultura DMEM (Meio de Eagle modificado por Dube), suplementado com 10%
de soro bovino fetal e tampédo Hepes (2g/l) com ipldl fentre 7,2 a 7,4. As células
foram adicionadas a incubadora em uma atmosferdificada a 95%, 5% de GCa
37°C, para proliferacao celular e aderéncia a tgarhaicialmente o meio de cultura foi
trocado apds 3 ou 4 dias, passado a fase log deiroento celular. Apds esse periodo
as células foram plaqueadas aproximadamente a2cdideas, para manter a confluéncia
préximo de 70%.

Para avaliacdo dos efeitos dos compostos: tauringlummina, sobre a
proliferacdo das células Raw 264.7, estas forarmadas com glutamina (Sigma-
Aldrich), ou com taurina (Sigma-Aldrich), ou com ambos Kaamento das células
Raw 264.7 com glutamina, as concentragdes escelfodam de Ommol/L, 0,6mmol/L,
2mmol/L e 10mmol/L. A escolha pela concentragcdogtigamina de 0,6 mmol/L
durante o periodo de cultura celular se deve awdassa concentracdo corresponder
aquela observada no plasma de animais adultos\sasidA concentracdo 2 mmol/L é
uma concentracdo padrdo em cultura de células saapesse valor estar acima das
concentracées de glutamina in vivo (0,6 mmol/L)pexkmentalmente 2 mmol/L
propiciaram melhores resultados em condi¢cdes débagdo de células por periodos
prolongados (24-72 horas) (EAGleEal., 1955). A concentragéo de 10 mmol/L- apesar

de significativamente superior aquela utilizadaersaios in vitro com macréfagos — é
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devido ao fato de estudos, que utilizaram outgsstcelulares, tais como enterécitos e
células mononucleares do sangue periférico, teremifioado efeitos opostos da
glutamina sobre a expressdao de genes que codifigara citocinas quando a
concentracdo desse aminoacido foi igual ou supar®rmmol/L (WISCHMEYERet

al., 2003; HUBERT-BURON&t al., 2006).

Para o tratamento com taurina, as concentracodgzadts foram as
concentragdes: 0 mmol/L, 1 mmol/L, 5Smmol/L e 10minolFoi utilizada a
concentracdo de 0O mmol/L como controle negativorescdo, a concentracao de
1mmol/L € menor do que a encontrada em tecidosinsiega literatura, porém estudos
recentes, utilizaram esta concentracao e verificarae ela foi inibitéria da via NiB;

5 mmol/L foi usada como concentracdo intermedigaM et al., 2005). A
concentracdo de 10 mmol/L foi utilizada, pois, setju FUKUDA et al., 1982, as

concentracgdes intracelulares de taurina nos tedidesamiferos sdo de 10- 70mM.

6.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR POR ENSAIO DE  MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio coteétrico MTT, que baseia-se
na capacidade das células viaveis de reduziremboigtamente o sal de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difetatrazélio), por meio da enzima
mitocondrial desidrogenase succinica, em cristaifdnazan de cor azul-purpura, que

se acumula no citoplasma celular (MOSMANN, 1983s&a forma, o ensaio de MTT
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avalia a atividade mitocondrial representativa ékilas viaveis pela quantificacdo da

atividade da desidrogenase.

Foram realizados dois ensaios de MTT, que dif@rireo tempo de estimulo
com 1,25ug/L de LPS (cepa 055:B5), um com 30 mswdi estimulo e outro com 24

horas. Para ambos ensaios foram preparadas pka@ésveklls com 1x10células/well.

Inicialmente, no primeiro ensaio, apos 24 horas edposicdo de 1xT0
células/well a diferentes concentracdes de glutartin 0,6, 2 e 10 mmol/L) e taurina
(0, 1, 5, 10 mmol/L), as células entdo foram edtwhas 30 minutos com LPS. No
segundo ensaio o estimulo com LPS foi de 24 heeagjo realizado ao mesmo tempo

de exposicado aos aminoacidos.

Para ambos 0s ensaios, no préximo passo, aspirau-seio de cultura,
adicionou-se 1Q0L da solucéo de MTT (5mg/mL em PBS) (Sigma-AldficBt. Louis,
EUA) por poco da placa e incubou-se as placas poords a 3%C. Posteriormente,
aspirou-se a solucdo de MTT e adicionou-seullOfe isopropanol por pogo para a
dissolucéo dos cristais de formazan. Finalment@lasas foram incubadasernight,
em temperatura ambiente, e a absorbancia dosicragaformazan dissolvidos em
isopropanol foi medida a 570nm. A leitura foi realia no espectrofotdmetro EL800

Universal Microplate Reader (Bio-T®Hknstrumentals, Winooski, EUA).

6.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE E MORTE CELULAR

Para a avaliacdo da viabilidade por citometrialaeofforam preparadas placas

de 12 wells com 1xP0células/well. As células da placa foram expostasi@as tanto
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aos aminoacidos glutamina (0; 0,6; 2; 10mM/L) eiteu(0; 1; 5; 10mM/L) quanto a
1,25pg/L de LPS (cepa 055:B5), e mantidas em irdmiaa em uma atmosfera
umidificada a 95%, 5% de G@ 37°C. As placas controle n&do receberam estiowno

LPS.

ApoOs o periodo de cultura e tratamento com os awidos, as células foram

retiradas da placa com uso de tripsina.

Foi adicionado 50ul de tamp&do de anexina em todogubos, incluindo
controles e amostras. A seguir adicionou-se apasaamostras,10,5ul do preparo de
anexina e iodeto de propideo, calculado a partigueEntidade de amostras a serem

analisadas (2,5ul de anexina e 8l de lodeto degieo para uma amostra).

No controle de anexina foi adicionado 2,5ul de arer no controle de iodeto

de propideo foi adicionado 8ul de iodeto de prapide

Os tubos foram mantidos 20 minutos em temperatmaesmte e no escuro. A
seguir foi adicionado 200ul de tampédo de anexindcglos os tubos e estes seguiram
para aquisicdo dos dados por citometria de fludCEcar? BECTON DICKSON,
SAN JOSE, EUA.). A analise foi feita utilizando oftsvare Cell Quest (versédo 3.4,

Becton Dickinson).

6.4 AVALIACAO DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIADE FL UXO

Para a avaliacdo do ciclo celular foram prepargdasas de 12 wells com

1x1® células/well. As células da placa foram expostad@as tanto aos aminoacidos
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glutamina (0; 0,6; 2; 10mM/L) e taurina (0; 1; ®nM/L) quanto a 1,25ug/L de LPS
(cepa 055:B5), e mantidas em incubadora em umasé&naoumidificada a 95%, 5% de

CO, 4 37°C. As placas controle ndo receberam estiomroLPS.

Apos, as células foram retiradas da placa com usotriggsina e entdo
ressuspensas em 50ul de PBS. Em seguida forarorsaticis 200ul de etanol 70% e os
tubos foram mantidos no gelo por 20 minutos, ogsuntado foram centrifugados e o

sobrenadante retirado, permanecendo apenas ormpehiebo.

Ao pellet foi adicionado 2,5ul de RNAse e os tublmam mantidos em 37° C
por 30 minutos. Em seguida adicionou-se aos tupdgid iodeto de propideo e estes
foram mantidos em 37° C por mais 30 minutos. Ap®dutbos foram analisados do
citometro. A analise se deu pela quantificacdo al@gmtagem das regides GO/G1 e
S/G2/M, utilizando os programas CELLQuest® (versiid, Becton Dickinson) e

ModFit 3.0.

6.5 DOSAGEM DE CITOCINAS

Para dosagem de citocinas foram utilizadas plaeaf4 wells com 1x10
celulas/well. Essas células receberam tratamento @® aminoacidos glutamina e
taurina nas concentracfes descritas no item 6Gségair as placas foram mantidas em
incubadora em uma atmosfera umidificada a 95%, B%@, a 37°C por 24 horas.
Apos este periodo 50% dos wells da placa (12 wedtberam estimulo com 1,25ug/L
de LPS (cepa 055:B5) por 30 minutos. Apés, os swlg@ntes foram recolhidos e

acondicionados em uma temperatura de -40°C patarrysiosagem das citocinas.
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A determinagdo da concentracdo dedl(Catdlogo DY400, R&D Systems);
IL1B ( Catalogo DY401, R&D Systems); IL6 (Catdlogo DB4B®R&D Systems), I1L10
(Catalogo DY417, R&D Systems) e ThFCatalogo MTAO0O0, R&D Systems) presente
no sobrenadante das culturas celulares foi reaipmiio método de ELISAEOzyme

Linked ImmnunoSorbent Assay) — kits R&D Systems.

6.6 DETERMINACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS IKB a
TOTAL E FOSFORILAFO e NF kB TOTAL E FOSFORILADO .

Para andlise da expressdo de proteinas foramadtklzplacas de 24 wells com
1x1@® celulas/well. Essas células receberam tratamemoos aminoacidos glutamina e
taurina nas concentragdes descritas no item Gségair as placas foram mantidas em
incubadora em uma atmosfera umidificada a 95%, B%@, a 37°C por 24 horas.
Apos este periodo 50% dos wells da placa (12 wedtberam estimulo com 1,25ug/L

de LPS (cepa 055:B5) por 30 minutos

6.6.1 SDS-PAGE E “WESTERN BLOTTING”
6.6.1.1. PREPARO DO GEL DE POLIACRILAMIDA

Foi procedido conforme protocolo de Sambrook e{1£189) e Harlow & Lane
(1988), descrito sucintamente a seguir. Os géamigrreparados em bicamada, sendo a
camada superior (gel de empacotamento) constitlddecrilamida a 5%, 125 mM Tris

pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% persulfato de amoénio e 0,TEMED. O gel inferior
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(resolutivo) foi preparado com 6 a 10 % de pollaarida, 380 mM Tris.HCI, pH 8,8,

0,1 % persulfato de amoénio e 0,077 % TEMED.

6.6.1.2 PREPARO DE LISADO DE PROTEINAS PARA SDS-PAE
E “WESTERN BLOTTING”

Os lisados foram preparados a partir de ag#ulas em tampao RIPA (0,1 % SDS,
1 % lgepal CA-630, 1 % deoxicolato de sodio, 10 mfié.HCL, pH 7,5, 150 mM NacCl, 2
ug/mL aprotinina, lug/mL leupeptina, 10@g/mL PMSF, 0,5 mM EDTA). O material foi
sonicado (30 segundos), centrifugado por 10 mina@O.000 rpm, e 4°C. o sobrenadante
foi quantificado e um volume correspondente a 2p@i misturado ao tampé&o de amostra
(3 x concentrado, 100 mM Tris.HCL, pH 6,8, 5 % 2rgaptoetanol (v/v), 2 % SDS, 20 %
glicerol, 0,01 % azul de bromofenol), levadas ag Block por 10 minutos a 100°C, para
desnaturacdo das proteinas e submetido a elesef@e®m gel de poliacrilamida. Como
padrdo foi utilizada a mistura pré-corada Specttdtibblor Broad Range Protein Ladder

(THERMO SCIENTIFIC, EUA) (5-1Qug de proteina).

6.6.1.3 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS DO GEL PARA A
MEMBRANA (NITROCELULOSE)

O gel contendo as proteinas fracionadas por eteé®sd foi incubado por 10 min
em tampéo de transferéncia (3 mM glicina, 48 mMs Thase, 0,037 % SDS, 20 %
metanol, pH 8,3). Paralelamente, a membrana deceltrlose foi hidratada e ent&o
também incubada em tampéao de transferéncia. Undugze" foi entdo montado na
seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel 3MM, lbnana, gel, 2 folhas de 3 MM
(Whatman), esponja. Procedeu-se a transferéncieubm de eletroforese, na presenca
de tampé&o de transferéncia, sob corrente de 200p40@or 30-90 min.
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A eficiéncia da transferéncia foi verificada, catarse a membrana por 5-10
min com corante Ponceau (1% Ponceau, 1 % acid@ca@xé&eguida de lavagem com

agua destilada ou TBS (Tris, pH 7,5, 20 mM, Na®I|%).

6.6.1.4 SONDAGENS DAS PROTEINAS COM ANTICORPOS

Os sitios sem proteinas das membranas foram bldgsieam proteinas de leite
desnatado Molico, a 3 %, em tampéo TBS, por 0,B;1gob agitacdo. Os anticorpos
anti-NF«B [ total (Catadlogo SC-33039, Sant Cruz BiotechggloDallas, EUA) e
fosforilado (Catalogo SC-372, Santa Cruz Biotechggl Dallas, EUA)] foram diluidos
em TBST nas seguintes concentracfes: 1:1000 (&miNbtal) e 10:1000 (anti-N&éB
fosforilado), os anticorpos anti-IkB [ total ( Catalogo SC-371, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, EUA) e fosforilado (CatalogeC-101713, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, EUA)] foram ambos diluidos @&BST na concentracdo de
1:1000 com as membranas, por 24 horas, com agjtacé&mperatura ambiente. A
membrana foi entdo lavada 3 vezes, por 10 min, d&8BT. As proteinas foram
sondadas com anticorpo secundario (anti-lgG denooabnjugado com biotina, R&D
Systems, Abingdon, Reino Unido), diluido 1:10000 @®ST, por 3 horas, sob

agitacdo. A membrana foi lavada 3 vezes, por 10 coim agitacao.
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6.6.1.5 REVELACAO COM SISTEMA QUIMIOLUMINESCENTE

A revelacao foi realizada utilizando-se o kit deelacdo ECL (ECL Plus Western
Blotting Detection Reagerits Amerahm Biosciences, Pittsburgh, EUA). Para agali

foi utilizada o digitalizador de Imagem ImageQué0® (GE Helthcare).

6.7 MIGRACAO CELULAR

Os ensaios de migracdo foram realizados com N {Foatonil-leucil-
fenilanina (FMLP) como agente quimioatrativo. Paréeste de migragao utilizou-se
uma placa de 12 wells. Em cada well foi adicionattio DMEM (sem glutamina)
tratado com os aminodacidos glutamina (0; 0,6; 2pMIfL) e taurina (0; 1; 5; 10mM/L),
adicionou-se em seguida ao fundo do well, 1ul/mIENB.P como fator quimiotatico.
Em seguida, em cada well adicionouissert equipado com filtro de poros de 8um,

dentro dos inserts foi adicionado 1Xt6lulas.

A placa entéao foi mantida em incubadora em uma sten® umidificada a 95%,
5% de CQ a 37°C por 48 horas. Apos este periodosert foi retirado e as células que

migraram para o fundo do well foram contadas emacarde neubauer.

7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o progrdBmaphPad Prism for
Windows versdo 2.01. Para analise da acdo da ghdaou taurina ou associacédo de
ambos aminoacidos em diferentes concentracdesmastras foram separadas em

grupos sem estimulo com LPS e com estimulo com ld3Sdados entdo foram
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submetidos andlise estatistica ANOVA. Em seguidaa mnalise da influéncia do
estimulo com LPS, as amostras foram separadas epogyitratados com mesma
concentracdo de aminoéacido, porém um com estimolatre sem, em seguida foram
submetidos a analise estatistica do teste t. Qssdatam considerados estatisticamente

significativos quando o g 0,05.
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8. RESULTADOS

8.1 MTT 30 MINUTOS ESTIMULO DE LPS

Buscando avaliar a viabilidade das células da tjiphaRaw 264.7 expostas aos
aminodacidos glutamina e taurina, realizou-se oierd®MTT, inicialmente o estimulo
de LPS aplicado foi de 30 minutos. Como mostranguiids 5 -A, B e C) néao
encontramos para este tempo de estimulo, diferestgéisticamente significativa para

0s tratamentos com 0s aminoacidos tanto na pres@agdo na auséncia de LPS.
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Figura 5. Resultados expressos em média + desvio padrdao do (A) MTT realizado com 30 minutos de
estimulo de LPS e concentragGes diferentes de glutamina: 0OmM; 0,6mM; 2mM e 10mM. (B) MTT com 30
minutos de estimulo com LPS e concentragdes diferentes de taurina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM. (C)
MTT com 30 minutos de estimulo com LPS e combinacées de concentracdes diferentes de glutamina e
taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM (P<0,05; ANOVA e teste t). Em casa ponto avaliado foi
utilizado (n=3 placas).
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8.1 MTT 24 HORAS COM ESTIMULO DE LPS

No segundo ensaio de MTT, decidiu-se aplicar maorpo de estimulo com
LPS, tempo este que foi paralelo a exposicdo dataséda linhagem Raw 264.7 aos
aminodacidos glutamina e taurina, portanto as cglideam expostas 24 horas ao LPS e
juntamente aos aminoacidos. Para este tempo dmudsti pode-se observar (A),
aumento da viabilidade nas células estimuladas kB na presenca de 10mM de
glutamina quando comparada ao grupo que recebel Iinglutamina, porém ausente
de LPS, observamos também uma tendéncia no aumi@mabilidade celular paralelo
ao aumento da concentragdo de glutamina quandoatamps aos grupos controles 0O
mM de glutamina. Para este ensaio ndo analisamfeseniga estatisticamente
significativa para as células expostas a taurinean@o as células foram expostas aos
dois aminoacidos (C), observamos o mesmo efeit@utaento de viabilidade nos
grupos com 2/5mM e 10/10mM de glutamina e tauriagoresenca de LPS, quando
comparados aos grupos que receberam o mesmo esti@imM e 10/10mM

glutamina/taurina, porém ausentes de LPS.
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Figura 6. Resultados expressos em média + desvio padrdo do (A) MTT realizado com 24 horas de
estimulo de LPS e concentragGes diferentes de glutamina: 0OmM; 0,6mM; 2mM e 10mM. (B) MTT com 24
horas de estimulo com LPS e concentragGes diferentes de taurina: 0OmM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) MTT
com 24 horas de estimulo com LPS e combinag¢des de concentrac¢des diferentes de glutamina e taurina:
0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

sem estimulo e com estimulo de LPS e mesma concentracdo de aminoacido (P<0,05; ANOVA e teste t).
Em casa ponto avaliado foi utilizado (n=3 placas).
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8.2 VIABILIDADE E MORTE CELULAR AVALIADA POR CITOME TRIA DE
FLUXO (ANEXINA E IODETO DE PROPIDEO)

Buscando uma analise detalhada sobre a viabilidatldar ao expor as Raw
264.7 a glutamina e taurina, realizamos o ensaicienetria de fluxo utilizando
anexina e iodeto de propideo (Pl). A marcacdo éagas com anexina-V conjugada
com FITC (a qual se liga a fosfatidilserina quextemalizada durante o processo de
morte por apoptose) e Pl (que se intercala entsesbdo DNA de células com a
membrana rompida, caracteristica da morte celutar mecrose. No ensaio de
viabilidade por citometria de fluxo, observamos @)mento da viabilidade celular
paralelo ao aumento da concentragédo de glutamipaesanca de LPS, 2mM e 10mM,
guando comparados as células que receberam OmBh#MOde glutamina. Na figura
(B) observamos que o grupo tratado com 10mM dein@auna presenca de LPS,
apresentou diminuicdo da viabilidade quando congoar@o grupo que recebeu a
mesma concentracdo de taurina , porem na ausénd¢iBSl J& em (C) quando os dois
aminoacidos foram associados pode-se observarndnirda viabilidade celular tanto
nos grupos com LPS quanto nos grupos sem LPS, questds foram comparados aos

controles (OmM de glutamina e taurina).
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Figura 7. Resultados expressos em média + desvio padrdo do (A) ensaio de viabilidade por citometria
realizado com 24 horas de estimulo de LPS e concentragdes diferentes de glutamina: OmM; 0,6mM;
2mM e 10mM. (B) MTT com 24 horas de estimulo com LPS e concentragGes diferentes de taurina: OmM;
1mM; 5mM e 10mM. (C) MTT com 24 horas de estimulo com LPS e combinac¢des de concentragbes
diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e com estimulo de LPS e mesma
concentracdao de aminoacido. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados com diferentes concentragdes de aminoacidos e com mesmo estimulo, ou seja, apenas
na presenca de LPS ou apenas na auséncia de LPS. (P<0,05; ANOVA e teste t). Em casa ponto avaliado foi
utilizado (n=3 placas).
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8.3 CICLO CELULAR AVALIADO POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para analisarmos se o0s tratamentos com 0s amineagldtamina e taurina
teriam alguma influéncia na progressdo do ciclaulaeldas células Raw 264.7,
guantificou-se a porcentagem de células na fas&G@ S/G2/M do ciclo celular.
Demonstrou-se nesse ensaio, que a exposi¢cao déssdehw 264.7 a glutamina (0,6; 2
e 10mM) na presenca de LPS, (24 horas de estifavo) a uma menor porcentagem
de células fase GO/G1 do ciclo celular em relag@ cantrole (OmM) e
consequentemente levou a uma maior porcentageréldas a fase S/G2/Mitose do

ciclo, portanto, aumento de células em divisdolaellrigura 8-A).

Na Figura 8-B, observamos nos grupos tratados coi & 10mM de taurina
na presenca de LPS, apresentaram aumento da @geente células em fase GO/G1,
bem como diminuicdo da porcentagem de células am $#G2/M do ciclo quando
comparados aos grupos que receberam a mesma cagéentlo aminoacido, porém

ausentes de LPS (Figura 8-B).

N&o encontramos diferenca estatisticamente sigtifi para a exposicdo a

ambos aminoacidos glutamina/taurina (Figura 8- C).
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Figura 8. Resultados expressos em média + desvio padrdo do (A) ensaio de ciclo celular por citometria
realizado com 24 horas de estimulo de LPS e concentragdes diferentes de glutamina: OmM; 0,6mM;
2mM e 10mM. (B) concentragdes diferentes de taurina: OmM; 1ImM; 5mM e 10mM. (C) Combinagdes de
concentracdes diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e com estimulo de LPS e mesma
concentracdao de aminoacido. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados com diferentes concentragdes de aminoacidos e com mesmo estimulo, ou seja, apenas
na presenca de LPS ou apenas na auséncia de LPS (P<0,05; ANOVA e teste t). Em casa ponto avaliado foi

utilizado (n=3 placas)
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8.4 DOSAGEM DE CITOCINAS: IL1 @, IL1B, TNFe, IL6 E IL10

8.4.1 IL1a

Com objetivo de analisar a producéo de citocinésrdtamatorias, as células da
linhagem Raw 264.7 foram expostas aos aminoaciddangina e taurina por 24 horas
e foram estimuladas com LPS por 30 minutos. Pasagkm ILk, observamos uma
tendéncia a menor sintese desta citocina ao auneetancentracdo de glutamina, na
presenca de LPS, como ilustrado na figura houvereiif;a estatistica entre os grupos
estimulados e os ndo estimulados, porém ndo eacoodr diferenca estatisticamente

significativa para as diferentes concentracdedutargina (Figura 9-A).

Em relacé@o as células cultivadas na presenca deda&ncontramos 0 mesmo
efeito para grupos estimulados quando comparadososogrupos nao estimulados na

Figura 9-B, porém ndo houve diferenca entre asatifes concentragdes de taurina.

Quando os aminoéacidos foram associados observdgitis@ LPS nos grupos
0/0mM glutamina/taurina, o grupo que recebeu edtinde LPS teve aumento da
sintese da citocina quando comparado ao grupo $8n figura 9-C, ndo observamos
diferenca estatisticamente significativa para adereintes concentracbes dos

aminoacidos.
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Figura 9. Resultados expressos em média * desvio padrdo da dosagem da citocina IL1a (A) realizado com
30 minutos de estimulo de LPS e concentragdes diferentes de glutamina: OmM; 0,6mM; 2mM e 10mM.
(B) concentragdes diferentes de taurina: OmM; 1ImM; 5mM e 10mM. (C) combinag¢Ges de concentragdes
diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e com estimulo de LPS e mesma
concentracdao de aminoacido. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados com diferentes concentra¢des de aminoacidos e com mesmo estimulo, ou seja, apenas
na presenca de LPS ou apenas na auséncia de LPS (P<0,05; ANOVA e teste t). Em casa ponto avaliado foi
utilizado (n=3 placas)
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8.4.2 IL1p

Ao analisarmos a sintese de flLdbservamos que no grupo estimulado com LPS
0 aumento da concentracdo de glutamina 2mM e 10evdul a uma diminuicdo da
sintese da citocina quando comparada aos grupos &®}dmM de glutamina, figura
10-A. Observamos também que os grupos estimuladtzlds com OmM e 0,6mM de
glutamina apresentaram maior sintese de citociaadpcomparados aos grupos sem

estimulo e expostos a mesma concentragdo do andopfigura 10-A.

Para exposicdo das células com taurina, foi pdseh&ervar que nos grupos
estimulados com LPS as células expostas a OmM, 5enMOmM de taurina
apresentaram maior sintese da producdo dg, ilando comparadas aos grupos sem

LPS e expostas a mesa concentracao do aminoégidia 10-B.

A exposicdo a ambos aminoacidos também levou a mmer@or sintese da
citocina, figura 10-C, isso foi observado nos gsipom LPS e tratados com 2/5mM e
10/10mM de glutamina/taurina quando comparados gropos 0/0mM e 0,6/1mM

glutamina/taurina.
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Figura 10. Resultados expressos em média + desvio padrdo da dosagem da citocina IL1B (A) realizado
com 30 minutos de estimulo de LPS e concentragGes diferentes de glutamina: OmM; 0,6mM; 2mM e
10mM. (B) concentrag¢des diferentes de taurina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinagbes de
concentracdes diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e com estimulo de LPS e mesma
concentragdo de aminodcido. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados com diferentes concentragdes de aminoacidos e com mesmo estimulo, ou seja, apenas
na presenca de LPS ou apenas na auséncia de LPS (P<0,05; ANOVA e teste t). Em casa ponto avaliado foi
utilizado (n=3 placas).
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8.4.3 TNFu

Na dosagem da sintese da citocina aBservamos que os grupos com LPS e
tratados com 0,6mM; 2mM e 10mM de glutamina aptasam menor sintese da
citocina quando comparados ao controle OmM de miuz, figura 11-A. Também foi
observado que o grupo estimulado apresentou maness da citocina quando

comparado ao grupo nao estimulado.

Observamos nas células que foram expostas a taumaatendéncia a menor
sintese da citocina TNE- que foi paralela ao aumento da concentracio wada os
grupos estimulados apresentaram maior sintese ¢he. €8 relacdo aos grupos sem

estimulo, figura 11-B.

Demonstrou-se que no tratamento com ambos amimascids ceélulas
estimuladas que receberam maiores concentracogtutdenina e taurina 10/10mM
apresentaram menor sintese de @Mfuando comparadas as ceélulas que receberam
0/0mM; 0,6/1mM e 2/5mM, figura 11-C. Neste grafmoada observamos que o efeito
do LPS levou a um aumento da sintese da citociaecélalas tratadas com 0/0mM;

0,6/2mM e 2/5mM guando comparadas as células quesggberam estimulo por LPS.
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Figura 11. Resultados expressos em média + desvio padrdo da dosagem da citocina TNFa (A) realizado
com 30 minutos de estimulo de LPS e concentracdes diferentes de glutamina: OmM; 0,6mM; 2mM e
10mM. (B) concentragdes diferentes de taurina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinagbes de
concentragdes diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e com estimulo de LPS e mesma
concentragdo de aminodcido. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados com diferentes concentragdes de aminoacidos e com mesmo estimulo, ou seja, apenas
na presenca de LPS ou apenas na auséncia de LPS (P<0,05; ANOVA e teste t) . Em casa ponto avaliado
foi utilizado (n=3 placas)
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8.4.41L6

Para citocina IL6 nao encontramos diferenca e8tatmente significativa,
perante as diferentes concentragfes dos aminoatEdus para células tratadas com

glutamina, taurina ou para associa¢cao dos aminogcid

N&o observamos também influéncia do LPS na sintedke6 para nenhum dos

tratamentos aos quais as células foram expostas.
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Figura 12. Resultados expressos em média + desvio padrao da dosagem da citocina IL6 (A) realizado com
30 minutos de estimulo de LPS e concentragdes diferentes de glutamina: OmM; 0,6mM; 2mM e 10mM.
(B) concentragdes diferentes de taurina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinagGes de concentragdes
diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. Em casa ponto avaliado foi
utilizado (n=3 placas)
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8.4.51L10

Além da dosagem de citocinas proé-inflamatérias,btamm analisamos a sintese
da citocina anti-inflamatoria IL10. Para célulaseqeceberam 2mM e 10mM de
glutamina na presenca de LPS houve um aumentdaane, quando comparados aos
grupos OmM e 0,6mM. Os grupos com LPS 2mM e 10nmivbtan mostraram aumento
na sintese de IL10 quando comparados aos grupos reggberam a mesma

concentracdo do aminoacido ausentes de LPS.

Células que receberam tratamento com taurina endstide LPS tiveram
aumento da producédo de IL10 quando foram exposi&sé do aminoécido, quando

comparadas ao grupo controle OmM.

Na associacdo dos aminoacidos os grupos 2/5mM &0rhdA com LPS
apresentaram maior sintese de 1L10 quando compa@md grupos que receberam a

mesma concentracdo do aminoacido, porém ausentd3Xie
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Figura 13. Resultados expressos em média + desvio padrdo da dosagem da citocina IL10 (A) realizado
com 30 minutos de estimulo de LPS e concentracdes diferentes de glutamina: OmM; 0,6mM; 2mM e
10mM. (B) concentrag¢des diferentes de taurina: OmM; 1ImM; 5mM e 10mM. (C) combinagbes de
concentracdes diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e com estimulo de LPS e mesma
concentragdo de aminodcido. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados com diferentes concentragdes de aminoacidos e com mesmo estimulo, ou seja, apenas
na presenca de LPS ou apenas na auséncia de LPS (P<0,05; ANOVA e teste t). Em casa ponto avaliado foi
utilizado (n=3 placas)
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8.5 RELACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS DO NFB
(TOTAL E FOSFORILADO)

Observamos uma tendéncia da diminuicdo da relaghiF«B/NFxB ao
aumentarmos a concentracdo de glutamina, indiceretemr expressdo da proteina de
NFkB ativa (fosforilada), figura 14-A. Esta tendéntéambém foi observada para a
exposicdo das Raw 264.7 a ambos aminoacidos, fijdr@., Porém isso nédo foi
demonstrado para o tratamento apenas com tauritde 0otou-se que ha maior
expressdo da proteina do ®- fosforilado em células ativadas, porém nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre #derehtes concentragbes de taurina,

figura 14-B.

p-NFB [l ik o TR - B _ e

NFkB | |
SIS TR [ ————
LPS = B . o= o - &
GILN(mM) O O 06 06 2 2 10 10
A
1.0q9
s s/LPs
0.8+ Bl C/LPS
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wA

in ﬁ,i ﬁi =0

Glutamina (mM)

Figura 14-A. Resultados expressos em média + desvio padrdo da expressdo pNF-kB/NF-kB (A) realizado
com 30 minutos de estimulo de LPS e concentracdes diferentes de glutamina: OmM; 0,6mM; 2mM e
10mM. (B) concentragdes diferentes de taurina: OmM; 1ImM; 5mM e 10mM. (C) combinagbes de
concentracdes diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e com estimulo de LPS e mesma
concentragdo de aminoacido. (P<0,05; ANOVA e teste t).
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Figura 14-B. Resultados expressos em média * desvio padrdo da expressdo pNF-kB/NF-«kB (A)
realizado com 30 minutos de estimulo de LPS e concentragées diferentes de glutamina: 0OmM;
0,6mM; 2mM e 10mM. (B) concentracgdes diferentes de taurina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM.
(C) combinacdes de concentracdes diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM,;
2/5mM e 10/10mM. * indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos sem
estimulo e com estimulo de LPS e mesma concentracdo de aminoacido. (P<0,05; ANOVA e
teste t).
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Figura 14-C. Resultados expressos em média *+ desvio padrdo da expressdo pNF-kB/NF-kB (A)
realizado com 30 minutos de estimulo de LPS e concentragées diferentes de glutamina: 0OmM;
0,6mM; 2mM e 10mM. (B) concentracgdes diferentes de taurina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM.
(C) combinacdes de concentracdes diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM,;
2/5mM e 10/10mM. * indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos sem
estimulo e com estimulo de LPS e mesma concentragdo de aminoacido. (P<0,05; ANOVA e
teste t).
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8.6 RELAC}AO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS DO IKB-a

(TOTAL E FOSFORILADO)

Observamos uma tendéncia da diminuicdo da reladd®/pxB ao aumentarmos a
concentracdo de glutamina 10mM, indicando menoresgado da proteina deBl ativa
(fosforilada), figura 15-A. Esta tendéncia també@ndbservada para a exposicdo das
Raw 264.7 a taurina 10mM, figura 15-B e igualmgyaea associacdo dos aminoacidos

10/10mM, figura 15-C.
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Figura 15-A. Resultados expressos em média + desvio padrdo da expressdo plkB/IkB (A) realizado com 30
minutos de estimulo de LPS e concentragdes diferentes de glutamina: OmM; 0,6mM; 2mM e 10mM. (B)
concentracGes diferentes de taurina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinac¢des de concentragdes
diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e com estimulo de LPS e mesma
concentragdo de aminoacido. (P<0,05; ANOVA e teste t).
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Figura 15-B. Resultados expressos em média + dgsaivdo da expressdoxpBllkB (A)
realizado com 30 minutos de estimulo de LPS e caragbes diferentes de glutamina: OmM,;
0,6mM; 2mM e 10mM. (B) concentracdes diferentegadegina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM.
(C) combinac@es de concentracdes diferentes dangjld e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM
e 10/10mM.* indica diferenga estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e
com estimulo de LPS e mesma concentragdo de aminoacido. (P<0,05; ANOVA e teste t).
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Figura 15-C. Resultados expressos em média + dgmdodo da expressaoxBllkB (A)
realizado com 30 minutos de estimulo de LPS e ctragbes diferentes de glutamina: OmM;
0,6mM; 2mM e 10mM. (B) concentracdes diferentegadgina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM.
(C) combinacdes de concentrac¢des diferentes dangiia e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM
e 10/10mM.* indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos sem estimulo e
com estimulo de LPS e mesma concentragdo de aminoacido. (P<0,05; ANOVA e teste t).
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8.7 MIGRACAO CELULAR

No ensaio de migracédo celular utilizamos FMLP coquomioatraente. Os
primeiros ensaios foram realizados com 24 horasstienulo com FMLP, porém néo
foi observado migragéo celular. Decidiu-se real@aro ensaio, neste, as células foram
expostas 48 horas ao FMLP bem como aos aminoddtlidamina, taurina ou
glutamina/taurina. Observamos menor porcentagem cdkilas migrando nas
concentracdes 0,6 e 2mM de glutamina, figura 18gka taurina observamos aumento,
dose-dependente, da porcentagem de células quearamgrcom o aumento das
concentracbes de taurina 5 e 10mM, figura 16-B.pdém associagcdo de ambos
aminoacidos ndo encontramos diferenca estatistit@meignificativa entre o0s

diferentes tratamentos com os aminoacidos, figé&.1

66



A

20—
a
S 15—
N
1 % 10- b
——
5-
(@] T T
o O@ v ,p
Glutamina (mM)
B)
50+
40—
S
N 30-
1
% 204 a a
10—
(@] T T
o » o Ke)
Taurina (mM)
<©
30—
ﬁ 8 20+
N
10—
C 1) L)
O 4 7
o) P2 > «9&

Glutamina/Taurina (mM)

Figura 16. Resultados expressos em média + desvio padrdo da migracdo celular (A) realizado com 48
horas de estimulo de FMLP e concentragées diferentes de glutamina: 0OmM; 0,6mM; 2mM e 10mM. (B)
concentracGes diferentes de taurina: OmM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinac¢des de concentragGes
diferentes de glutamina e taurina: 0/OmM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados com diferentes concentragdes de
aminodcidos e com mesmo estimulo, ou seja, apenas na presencga de LPS ou apenas na auséncia de LPS
(P<0,05; ANOVA). Em cada ponto avaliado foi utilizado (n=3 placas)
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9.DISCUSSAO

O sistema imunoldgico preserva a integridade darosgno perante o ambiente
que ele esta inserido, de forma a defendé-lo detegeagressores. O processo
inflamatorio apresenta papel crucial na eliminagésses agentes, destacando-se para
esta func&o os mondcitos e macrofagos, que afimri@sas naturais da pele e mucosas,
constituem a primeira linha de defesa contra irifesg apresentando papel chave na
resposta imune (ABBASt al., 2013). Essas células apresentam importante papel d
fagocitar e destruir microrganismos, apresentdgents, fato que coloca essas células
como importantes mediadores da resposta imune iispe® também de sintetizar
diversas substancias que atuam como mediadoresnatfbrios, como por exemplo as

citocinas (CAVALLOet al., 1994; ADAMS, 1992).

As reacdes imunoldgicas sao essenciais para tomteliminacdo da infeccao,
porém ao mesmo tempo se essa resposta ocorrerrda fiemasiada, um estado de
desequilibrio pode se instalar, levando a lesdeados, faléncia de 6rgaos e até morte

do individuo (AKAMINE et al., 1994).

Sabe-se que ha muitos anos, o uso de nutrientesisps € aplicado com o
objetivo de modular o sistema imune em pacientésrmios (CALDER, 2003). Esta

intervencao € conhecida como imunonutricao ou igragtricional.

Utilizada para evitar o agravamento de doencas, bemo, prevenir que o
estado de subnutricAo se estabeleca, a terapieciondt tem papel central na
recuperacdo e manutencdo do estado de saude @mtpacenfermos, uma vez que
possui capacidade de fornecer quantidades adequigdasacro e micro nutrientes

(FERREIRAEet al., 2007; TEIXEIRAet al., 2006).
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Os principais alvos da terapia nutricional sdairegéio da barreira de mucosas, a
defesa celular e a inflamac&o local ou sistémiaea Banto, os nutrientes mais utilizados
sdo: arginina, glutamina, aminoacidos de cadeidfita, 6mega 3 e nucleotideos

(CALDER, 2003).

Como ja mencionado, os mondcitos e macréfagos élibas que apresentam
diversas funcdes no sistema imune, incluindo ekevaapacidade de secretar grande
namero de compostos, como por exemplo: enzimaseipes plasmaticas, espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, prostaglandieasitocinas. Para realizarem suas
funcdes, essas células possuem elevada taxa deag##d de aminoacidos,
especialmente quando ativadas. Dentre esses amtiopagodemos ressaltar a
importancia da glutamina e taurina. Ha tempos gliteratura ja demonstra a evidente
importancia destes aminoacidos para o metabolismimineionalidade celular. A
glutamina vem sendo descrita como importante fete@ de energia para células
intestinais e células do sistema imune, fornecedenaitrogénio para sintese de purinas
e pirimidinas, substrato para gliconeogénese nadtige também atua no equilibrio
acido-basico nos rins. Ja a taurina possui imp@tagdo osmorregulatéria, capacidade
antioxidativa, controle da sinalizacédo e homeoatdsicalcio, além do papel classico na
conjugacdo de acidos biliares (W& al., 1992; FROSINIet al., 2003). Ambos

aminoacidos ainda apresentam influéncia na proddeaoediadores inflamatorios.

Por este contexto, no estudo presente optamosnyestigacdo de aspectos da
capacidade imunomodulatéria dos aminoacidos gluarnaitaurina em macréfagos da

linhagem Raw 264.7.

Inicialmente foi avaliada a viabilidade celular peesenca dos aminoacidos
glutamina e taurina, sobre as Raw 264.7 estimuledlasLPS, pelo ensaio de MTT. No

primeiro ensaio, escolhnemos 30 minutos para estiias células com LPS. Trabalhos
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do nosso grupo, utilizando macréfagos peritoniai€a@mundongos, demonstraram que
o tempo de 30 minutos foi suficiente para estimalproducéo de citocinas sem levar a
morte celular (FOCKet al., 2007). Porém, no atual trabalho, ndo encontsamo
diferencas estatisticamente significativa nos @ssde MTT, quando as células foram
estimuladas com LPS por 30 minutos. Dessa formaglideos realizar outro ensaio de
MTT com tempo de estimulo de LPS de 24 horas, meempo de exposi¢cdo das
células aos aminoacidos, glutamina ou taurina ataglina/taurina. Para este segundo
ensaio, observamos que o aumento da concentracgputdenina para 10mM, na
presenca de LPS, levou a um aumento da viabilidatlidar quando comparado com
mesma concentragdo, porém ausente de LPS. O mesme quando 0os aminoacidos
sdo associados, nas concentracbes 2/5mM e 10/10mMjldamina e taurina

respectivamente.

Utilizando também 24 horas de estimulo com LPSgssltados da viabilidade
celular avaliados por citometria de fluxo igualneedemonstraram, que na presenca de
LPS o aumento da concentracdo de glutamina 2mMreMQlevou a um aumento da

viabilidade celular.

Acreditamos que este fato possa ser explicado pefmrtante papel da
glutamina na proliferacao celular. A literatura mnagjue isso também ja foi observado
em outros tipos celulares, como por exemplo: lind&¢ enterdcitos e células tumorais
(NEWSHOLME e CALDER, 1997; OBRADOR al.,2001; MATESet al., 2002).

Em 1984, ENGSTROM e ZETTERBERG demonstraram queodugdo de
purinas e pirimidinas foi estimulada pela admiaigiio extracelular de glutamina. O
primeiro passo para a sintese de novo de purigas;eocom a conversao de glutamina
fosforibosilfosfato em ribose-5-fosfato. Assim comaintese de pirimidinas se inicia

com a producdo de carbamail fosfato, a partir deagiina, dioxido de carbono e
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adenosina trifosfato. ARDAWt al., 1983, demonstraram aumento da proliferacao de
linfécitos de ratos, em até quatro vezes apos adigdglutamina ao meio de cultura.
Neste trabalho encontramos resultados semelhaoisgrvamos menor numero de
células em fase GO/G1 do ciclo celular na preselcglutamina (0,6; 2 e 10 mM)
guando comparado com o controle negativo 0 mM deaglina e paralelamente,
observamos que um nimero maior de células se eacemt estagio G2/S/M, ou seja,
em divisao celular, na presenca de glutamina.

Outra hip6tese se deve ao fato da glutamina estacionada com reparo e
defesa celular. A glutamina pode modular a ativalgiproteinas de estresse ou choque
térmico feat schock proteins - HSPs), que estdo relacionadas com a resposta
antiapoptotica celular. As HSPs desencadeiam respogracelulares quando a célula é
exposta a algum estresse. Atuando de forma col@opara o reparo de estruturas na
molécula proteica, bem como na identificacdo e daf@onento de proteinas
danificadas durante uma situacdo de estresse. dsstlaservaram que quando 2 a
10mM de glutamina € adicionado ao meio de cultoéauym aumento da protecdo de
enterdcitos submetidos a lesdes do tipo oxidaiViSCHMEYEREet al., 1997).

Em relagdo a exposicdo a taurina, ndo observanieemifa estatisticamente
significativa para os ensaios de MTT tanto com 30Quitos quanto com 24 horas de
exposi¢do ao LPS. Porém no ensaio de viabilidadeifmmetria de fluxo, encontramos
um numero menor de células vidveis quando aumestammoncentracdo de taurina
(10mM) na presenca de LPS. Observamos tambémiaadlire 10mM) na presenca de
LPS quando comparado ao grupo de mesma concentpag@&om sem estimulo, leva a
um numero menor de células em fase G2/S/Mitosedim eelular, portanto um menor
namero de células em divisdo. Para estes resujtadsdipotetizamos que possa haver

influéncia da taurina na indugéo da apoptose aibgé@o de proliferacao celular.
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A literatura mostra que a taurina tem propriedaal@gumorais, porém estes
mecanismos ainda ndo sao completamente elucidedaglos demonstraram em uma
analise bioquimica, aumento da expressdo da paot@im-apoptotica “B-cell
lymphoma-2-associated X (Bax) ” com o aumento dasesl de taurina (ZANG et
al.,2014). Segundo Neary PM et al., 2010, a tautamabém atuar como agente
antitumoral pela diminuicdo da expressdo de maeatalemase 2 e aumentando a
expressao de N-acetilgalactosaminiltransferasero®utstudos demonstraram que a
taurina foi capaz de induzir apoptose em célulasaheer de colon de humanos, pelo
aumento da expresséao do gene modulador de apoPtdstA (ZANG X et al., 2014).

Quando macréfagos sdo estimulados por WiPgtro, ha sintese de citocinas,
como por exemplo TNE essa capacidade de sintese, deve-se ao fatoSlodrBeguir
ativar essas células por meio da sua ligacdo dsipas CD14 e TLR4, presentes na
membrana plasmatica (MIYAKE, 2003). Isso leva &agtfio de moléculas envolvidas
na transdugéo do sinal com a fosforilagdo do ioibab NFB, IkB-a, que resulta na
degradacdo dacB-a e a subsequente liberacdo e migracdo doBNFara o ndcleo da
célula, onde este promove a ativacdo de genegsegirs 0s que codificam a sintese de
citocinas (BEUTLERet al., 2006).

Observamos neste trabalho, que houve uma tendé&weiaiminuicdo de
expressdo da relacdo de p«BANFxB quando se aumentou a concentracdo de
glutamina, portanto ha menor expressao da protives, aquela capaz de migrar para o
nacleo. A mesma tendéncia foi observada quando eho@ssociacdo de
glutamina/taurina. Paralelamente, o0 mesmo foi emnada para relacdo peB/IxB, ou
seja, ha menor expressdo de proteina inibitériea aie NkB fosforilada, p-kB.
Concluimos, portanto, qgue a 0s aminoacidos glutareinaurina quando em maiores

concentracées (10mM) podem levar a diminuicdo ddoftacdo do NkB, fazendo
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com que se tenha menor migracao deste para o néictemor transcricdo de genes de
citocinas pro-inflamatarias.

Esses resultados corroboram com os resultadositeados na producdo das
citocinas pro-inflamatorias Ilol 1113 e TNFi, uma vez que ao aumentarmos a
concentracdo de glutamina e taurina, observamosomprodugdo das mesmas.
Complementarmente, encontramos resultados opoatasapcitocina anti-inflamatoria
IL-10, a qual teve maior sintese em resposta a@atouos aminoacidos.

Em nosso grupo j& foram encontrados resultadosisantes, segundo LIMAt
al., 2012, células de macrofagos peritoneais, quandtovanlas com glutamina em
concentracdes de 2 ou de 10 mmol/L, apresentardotde da proteina fosforilada
IxBa e também diminuicdo da expressédo deBlfosforilado, bem como reducgéo na
producéo de citocinas proé-inflamatérias como &AL 1a.

Também em concordancia com nossos resultados, WWEYHR et al., 2003,
relatou que a suplementagcdo com glutamina aciménaaol/L possui capacidade de
diminuir a producdo de TNF em células mononucleares do sangue periférico
estimuladasn vitro com LPS, enquanto CRUZA al., 2009 demonstroun vivo que a
suplementacdo com glutamina na forma livre ou cdipeptideo diminui a liberacéo de
TNF-0 imediatamente apds o exercicio intenso..

Alguns estudos revelam que a glutamina diminuicalpcdo de IL1, IL6 e IL8 e
aumenta a producdo de IL10 na mucosa duodenal oaros (COEFFIER al.,
2001). Segundo HUBERT-BUROIMMt al., 2006, os efeitos no pré tratamento com
glutamina reduz a produc¢éo de citocinas pro inftanes.

Em contrapartida, WALLACE e KEAST, 1992 e YASSA& al.,, 1997,
demonstraram que o0 aumento da secrecao de IL1 poilacrofagos estimulados por

LPS é dependente da concentracdo de glutamina eEROG@t al., 2010 demonstrou
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gue macrofagos peritoneais, quando estimulados ld®& e tratados com glutamina,
apresentam reducdo na expressado das proteinaf KIKBa, levando a um aumento
da expressao do MB e consequentemente aumentando também a sinteBdFde
Segundo NEWSHOLMEEt al., 1999, macrofagos peritoneais de camundongoschtsy
com BCG e incubados em meio de cultura na preselec&mM de glutamina
apresentam a capacidade de sintetizaremoTéf altas taxas quando estimulados por
LPS.

Um possivel mecanismo da a¢do imunomodulatériaai@nt, foi demonstrado
pelo autor LINet al., 2015, em um trabalho que utilizou ratos com m#igdo hepatica
cronica, este autor observou que a taurina init8inalizacao da via TLR-4/ MyD88 e
IkB/NFxB p65, suprimindo dessa forma proteinas associadaamacéo e também
citocinas, melhorando o quadro de inflamacgéo hepaétidnica.

Sabe-se que a taurina tem atividade antioxidantea wez que atenua a
toxicidade do acido hipoclérico, pois ao reagir ceste, produz o composto taurina-
cloramina Tau-Cl, que é mais estavel e menos tgxdra as células, capaz de protege-
las do dano oxidativo causado por moléculas reatisamo o perdxido de hidrogénio,
H20:.

Segundo KARABAY et al., 2008 o peroxido de hidrogénio pode atuar como
sinalizador intracelular, ativando o K e regulando a expressao e atividade da enzima
INOS, conferindo ao ¥D> funcdo de segundo mensageiro para ativagcao dd.NF
Demonstraram neste mesmo estudo que o tratameniotaixina foi eficiente para
diminuir os niveis de peréxido de hidrogénio em mfagos estimulados com LPS,
consequentemente levando a uma menor ativagao ic&. NF

Outros estudos também avaliaram os efeitos dantawtoramina Tau-Cl em

macrofagos estimulados com LPS. O LPS, conhecidmdondutor da via do MAPK, e
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este por sua vez capaz fosforilar e degradaBa,lativando e translocando o K&
para o nucleo. KIM e KIM , 2005 demonstraram quiaa-Cl inibiu a ativagéo via de
sinalizacdo do MAPK induzida pelo LPS, portantdindo a ativacdo do NdB.

Observamos na associa¢do dos aminoacidos glutaraaina, uma tendéncia
da prevaléncia dos efeitos da glutamina. Ha naatitea alguns trabalhos que
correlacionam ambos aminoacidos. BOELE&@I., 2002, realizaram um estudo com
pacientes com multiplos traumas e com ratos eragiitude estresse. Foi demonstrado
por estes autores que 0s niveis plasmaticos dmdaanmentaram apoOs dieta enteral
enriquecida com glutamina, sugeriu-se que a gluandtuaria como substrato e
facilitador da disponibilidade plasmatica de taari@onsequentemente melhorando os
distarbios osmaticos observados péds trauma, bemo comlhorando o quadro dos
pacientes.

Considerada uma propriedade singular do sistemandhagico, a migragcéo
celular, € 0 movimento constante e altamente rdgula componentes celulares através
do sangue aos tecidos, sendo um processo esgea@alesenvolvimento, homeostasia
e cicatrizacao de tecido. A migracdo € mediadaupta combinacdo de processos
quimicos, mecéanicos e moleculares (ALVES-FILH®D al., 2008), sendo que a
participacdo de agentes quimiotrativos sdo imptetapara esse processo recrutando
subpopulacdes especificas de leucdcitos paradotediamado (MULLER, 2003).

Para o presente estudo foi utilizado FMLP com ageqiimioatrativo das
células Raw 264.7, uma vez que nao obtivemos négraelular nos ensaios em que
utilizamos LPS.

Alguns estudos na literatura descrevem a capacidadglutamina modular a
funcionalidade de alguns tipos celulares. ROGER@., 2008 demonstrou que uma

dieta suplementada com glutamina conseguiu revartiemcionalidade (aumento da
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capacidade de adesao, sintese de N, HTNFu, IL1B e IL6) de macréfagos de

animais prematuramente desmamados, quando compasadtmcrofagos de animais
prematuramente desmamados que receberam dietaeawdseglutamina. Entretanto,

neste trabalho ndo encontramos efeito da glutasobee a migracédo das células Raw
264.7.

Observamos aumento dose-dependente da migracdaragm o aumento da
concentracdo de taurina. A literatura tem demodstgue a taurina inibe a migracao
celular. Estudo realizado com células de cancemdma demonstrou que a taurina
reduziu a migracao dessas células, bem como redweipressédo de genes relacionados
a migracdo. Os mecanismos da acédo da taurina sobnegracdo ainda ndo estao
totalmente elucidados, sugerindo que mais estu@eend ser direcionados a esta

guestdo (CHO&t al., 2015).
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10. CONCLUSAO

Nossos resultados de viabilidade celular indicamBoacgprotetora da
suplementacdo com glutamina, entretanto ndo comsegudemonstrar 0 mesmo para
suplementacao com taurina.

As células Raw 264.7 deste trabalho quando tratzamtasmnaiores concentracdes
de glutamina na presenca de LPS, apresentaram mapmacidade proliferativa.
Demonstramos também que a exposicdo das ceélulasriaa levou a uma menor
proliferacéo celular.

Nosso trabalho demonstra que macréfagos da linhadgam 264.7 quando
suplementados com glutamina ou glutamina e ta@stismulados com LPS, apresentam
menor producao das citocinas #,1IL13 e TNFu. E apesar de ndo encontrarmos
diferenca estatisticamente significativa, obserantendéncia na diminuicdo da
expressao da relacao p-RB/NF«B.

Em relacdo a migragdo celular ndo observamos difar@as células tratadas
com glutamina. J4 a suplementacdo com taurina awstumento da migracdo em
dose-dependente.

Concluimos que tanto a glutamina quanto a tauribesyem capacidade de

modular aspectos da resposta imunoldgica de céRaas264.7.
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ANEXOS

ANEXO |

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduacao

Informacgdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

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

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

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

3. A sessdo de defesa serd aberta ao publico.

4. Terminada a argiiicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacdo ou
reprovacado do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argticdo.

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

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

5. Dlvidas poderdo ser esdareddas junto a Secretaria de Pos-
Graduacado: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

530 Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidadavédrsitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP Fone:
(11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-nmaiffarma@usp.br

90



ANEXO II- HISTORICO ESCOLAR

- Sistema Administrativo da Pés-Graduagdo

JFanus

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 8720690/1 - Talita Sartori

Email: sartori_40@usp.br
Data de Nascimento: 14/10/1986
Cédula de Identidade: RG - 248839275 -
SP
Local de Nascimento: Estado de Sao
Paulo
Nacionalidade: Brasileira
Graduag&o: Bacharel em Biomedicina - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas - Sao

Paulo - Brasil - 2009

Curso: Mestrado

Programa: Farmécia (Analises
Clinicas)

Area: Anélises Clinicas

Data de Matricula: 04/07/2013

Inicio da Contagem de Prazo: 04/07/2013

Data Limite para o Deposito: 04/01/2016

Orientador: Prof(a). Dr(a). Ricardo Ambrosio Fock - 04/07/2013 até o presente. E.Mail:
hemato@usp.br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em
04/07/2013

Data de Aprovagao no Exame Aprovado em
de Qualificagéo: 12/08/2014

Data do Deposito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao
da Banca:

Data de Aprovacéo da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histdrico de Ocorréncias: Ingressou no Mestrado em 04/07/2013
Matricula Regular em 17/07/2014

Aluno matriculado no Regimento da Pds-Graduag&o USP (Resolugéo n°® 5473 em vigor de 18/09/2008 até 19/04/2013)
Ultima ocorréncia: Matricula Regular em 17/07/2014
Impresso em: 29/10/14 20:05:55
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- Sistema Administrativo da
Pés-Graduagdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 8720690/1 - Talita Sartori

Horari

Trato Gastrointestinal: Imunomodulagédo da Colonizagéo e

FBC5719-3/1 Infeccao Bacteriana 02/08/2013 14/11/2013 Concluida
FBC5757-4/2 Tépicos em Andlises Clinicas Il 06/08/2013 18/11/2013 15 1 100 A N Concluida
BMB5818-1/4 Praticlar)do Anéli;e dg ProteinasM(Instituto de Ciéncias 07/08/2013 04/09/2013 60 o 0 : N Plté-matrlicula
Biomédicas - Universidade de S&o Paulo) indeferida
EDM5102-3/5 Prgparagéo Pedagfigica PAE (Faculdade de Educagéo - 20/08/2013 30/09/2013 60 o 0 : N P(é—matrjcula
Universidade de S&o Paulo) indeferida

. Principios Basicos de Biologia Molecular Aplicada (Instituto de a Pré-matricula

IMT5110-2/1 Medicina Tropical de Sdo Paulo - Universidade de S&o Paulo) 16/10/2013 19/11/2013 90 0 0 N indeferida

Sistema Complemento: Ativagdo, Funcdes Bioldgicas,

BMI5856-5/1 Mecanismos Efetores e Regulatérios (Instituto de Ciéncias 29/10/2013 29/11/2013 75 5 100 B N Concluida
Biomédicas - Universidade de S&o Paulo)

FBC5780-2/2 Analise de Dados Aplicados as Pesquisas Biol6gicas 10/03/2014  20/04/2014 90 0 0 - N C"gﬁgécl;[';
FBCST9% T6picos em Analises Clinicas | 11/03/2014  23/06/2014 15 1 80 A N Concluida
Metabolismo Celular e sua Regulagéo (Instituto de Ciéncias B
BMB5760-5/1 Biomédicas - Universidade de Sdo Paulo) 17/03/2014 27/04/2014 60 4 93 A N Concluida
QBQ5751-9/1 B|~0qmm|ca Avancada (Instituto de Quimica - Universidade de 25/04/2014 17/07/2014 180 0 0 : N Matricula
Séo Paulo) cancelada
BMI5898-1/1 (e] Engnol de Imunf)lgg|a para Cur§os de Graguagao (Instituto 14/05/2014 26/06/2014 120 0 0 : N Matricula
de Ciéncias Biomédicas - Universidade de S&o Paulo) cancelada
FBC5722-2/3 Controle Hormonal da Resposta Inflamatdria 02/09/2014 22/09/2014 60 4 90 A N Concluida
Conexdes das Vias de Ativagdo dos Processos Inflamatdrios B
FBC5772-2/1 Periféricos e Centrais 22/09/2014 12/10/2014 60 4 100 A N Concluida
Ciclo Celular e Apoptose (Instituto de Ciéncias Biomédicas - Pré-matricula
BMF5862-4/1 Universidade de S&o Paulo) 03/11/2014 23/11/2014 90 0 0 - N aErh

I Créditos minimos exigidos
Para exame de Para depdsito da
qualificacdao dissertacdo

|D|SC|pI|nas

|Estagios: | | |

Total: | 0 | 25 | 25

Créditos Atribuidos a Dissertacéo: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.
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ANEXO Ill- CURRICULO LATTES
Talita Sartori

. Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/7461700008745564
e Ultima atualizagdo do curriculo em 04/11/2015

Graduacdo em Biomedicina pelo CENTRO UNIVERSITARIO UNIFMU (2008). Atualmente mestranda do laboratério
de hematologia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de Sdo Paulo USP. Tem experiéncia na area
de Biologia Geral, com énfase em biologia molecular, atuando principalmente no seguinte tema: hepatite c; bem como
experiéncia na area de analises clinicas, com énfase em hematologia, atuando principalmente em mecanismos de

transcrigdo, inflamagdo e imunologia. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome

Talita Sartori

Nome em citagoes bibliograficas
SARTORI, T.

Endereco

Endereco Profissional

Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Cidade Universitaria

Butanta

05508900 - Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 30913639

Formagao académica/titulacao

2005 - 2008

Graduacao em Biomedicina.

CENTRO UNIVERSITARIO UNIFMU, UNIFMU, Brasil.

Titulo: AVALIACAO DA PRESENCA DO VHC EM AMOSTRAS DE LEITE DE MAES COM HEPATITE C.
Orientador: Dra. Norma de Paula Cavalheiro.

Bolsista do(a): Fundacdao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo, FAPESP, Brasil.

Atuacao Profissional

Hospital Sirio-Libanés, SIRIO-LIBANES, Brasil.

Vinculo institucional

2008 - 2008

Vinculo: Estagiaria, Enquadramento Funcional: Estagiario, Carga horaria: 30

Outras informagoes

Atividades: exames de imagem, como tomografia computadorizada e ressonancia magnética. Participacdo de
seminarios e aulas teoricas em radiologia

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Vinculo institucional

2013 - Atual
Vinculo: Mestranda, Enquadramento Funcional: Mestranda, Carga horaria: 30
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Outras informacgoes
Realizagdo do projeto de mestrado, intitulado como "Efeitos da glutamina e taurina sobre a via de sinalizagao do
NFkB em células Raw 264.7 estimuladas com LPS"

Vinculo institucional
2007 - 2008
Vinculo: iniciacdo cientifica, Enquadramento Funcional: iniciacdo cientifica, Regime: Dedicacdo exclusiva.

Vinculo institucional
2006 - 2008
Vinculo: Estagiario, Enquadramento Funcional: Estagiario, Carga horaria: 20

Projetos de pesquisa

2013 - Atual
Efeitos da glutamina e taurina sobre a via de sinalizacdo do NFkB em células Raw 264.7 estimuladas com LPS

Descricdo: Sabendo-se que os aminoacidos glutamina e taurina apresentam papel importante na modulagdo da
sintese de citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-q, IL-1 e IL-6, pretendemos nesse trabalho investigar a
participacdo da glutamina, da taurina e suas associagdes sobre a via de sinalizacdo do fator nuclear Kappa-B
(NF-xB) (principal via da resposta inflamatéria e imune) e a producdo de citocinas pré e anti inflamatdrias em
macréfagos estimulados com LPS (Lipopolissacarideo)..

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Talita Sartori - Coordenador / Ricardo Fock - Integrante.

2007 - 2008
AVALIACAO DA PRESENGA DO VHC EM AMOSTRAS DE LEITE DE MAES COM HEPATITE C

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Talita Sartori - Coordenador.
Financiador(es): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo - Bolsa.

Areas de atuacao

1.
Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Biologia Geral.

2.
Grande &rea: Ciéncias da Satde / Area: Medicina.

3.
Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Bioquimica.

4,
Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Genética.

5.
Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Imunologia.

6.
Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Microbiologia.

Idiomas

Inglés
Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.

Producoes
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Producao bibliografica

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1.
SBAN. 2015. (Congresso).

2.
Progress on alternative in vitro methods for the safety assessment of chemicals and their impact on human
health: international and Brazilian views. 2015. (Outra).

3.
Jornada Paulista de Radiologia. 2008. (Outra).

4.
Sétimo Congresso Nacional de Iniciagdo Cientifica e Quinto Congresso Internacional de Iniciagdo Cientifica.
AVALIACAO DA PRESENCA DO VHC EM AMOSTRAS DE LEITE DE MAES COM HEPATITE C. 2007. (Congresso).

5.
Terceiro Simposio de Avancos em Pesquisas Médicas dos Laboratodrios de Investigacdo Médica do Hospital das
Clinicas da FMUSP. 2007. (Simpdsio).

6.
Curso sobre Hepatites Virais. 2006. (Outra).

7.
Feiras da Saude.trabalho voluntario. 2005. (Outra).

8.
Curso de coleta de materiais bioldgicos- Biosciences.aluna. 2005. (Outra).

Orientacoes

Orientacoes e supervisoes em andamento

Dissertacao de mestrado
1.

Talita Sartori. Efeitos da glutamina e taurina sobre a via de sinalizagdo do NFkB em células Raw 264.7
estimuladas com LPS. Inicio: 2013. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade de Sao
Paulo. (Orientador).

Orientacoes e supervisoes concluidas
Iniciacdo cientifica
1.
Talita Sartori. AVALIACAO DA PRESENCA DO VHC EM AMOSTRAS DE LEITE DE MAES COM HEPATITE C. 2008.
Iniciagdo Cientifica - Universidade de Sdo Paulo, Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo.
Orientador: Talita Sartori.
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