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RESUMO 
 
 
SARTORI, T. Efeitos da glutamina e taurina sobre a via de sinalização do NF-κB em 
células Raw 264.7 estimuladas com LPS. 2015. 95f. Dissertação (Mestrado) - 
Faculdade de Ciências, Universidade de São Paulo, 2015. 
 
 
O sistema imunológico preserva a integridade do organismo perante o ambiente que ele 
está inserido. As reações imunológicas são essenciais para controle e eliminação da 
infecção, no entanto se os mecanismos contra regulatórios da resposta imunológica forem 
superados, a homeostasia pode falhar levando a um desequilíbrio no processo de reparo 
do organismo, podendo causar danos, insuficiência de órgão e até a morte. Muitos estudos 
têm demonstrado a interação entre o sistema imunológico e os aminoácidos. Visto que a 
glutamina é utilizada como substrato energético para enterócitos, além de fornecer 
nitrogênio para síntese de purinas e pirimidinas para proliferação celular e a taurina 
participa da hemostasia, estabilização de membranas, mobilização de cálcio, além de ser 
importante agente antioxidante, nos propusemos nesse trabalho investigar os efeitos da 
glutamina e taurina sobre aspectos relacionados a resposta imunológica de células da 
linhagem Raw 264.7. Para tanto foram avaliadas: viabilidade celular; a capacidade 
proliferativa e o ciclo celular; a capacidade de síntese de citocinas: IL-1 α, IL-1β, IL-6, 
IL-10 e TNF-α e a expressão do fator de transcrição NFκB, bem como de seu inibidor 
IκBα. Foi possível observar aumento da viabilidade e proliferação celular para células 
tratadas com glutamina, entretanto não foi observado o mesmo efeito para taurina. 
Quando ambos aminoácidos foram associados, houve prevalência dos efeitos da 
glutamina. Observamos neste trabalho, que houve uma tendência da diminuição de 
expressão da relação de p-NFκB/NFκB quando se aumentou a concentração de glutamina. 
Paralelamente, o mesmo foi encontrado para relação p-IκB/IκB. Esses resultados 
corroboram com os resultados encontrados na produção das citocinas pró-inflamatórias 
IL-1α, Il-1β e TNF-α, uma vez que ao aumentarmos a concentração de glutamina bem 
como glutamina e taurina, observamos menor produção das mesmas. 
Complementarmente, encontramos resultados opostos para a citocina anti-inflamatória 
IL-10, a qual teve maior síntese em resposta ao aumento da concentração dos 
aminoácidos. Portanto concluímos que tanto a glutamina quanto a taurina possuem 
capacidade de modular aspectos da resposta imunológica de células Raw 264.7. 

  

Palavras-chave: Terapia nutricional; glutamina, taurina, resposta imunológica 
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ABSTRACT 
 
 
Sartori, T. Effects of glutamine and taurine on the signaling pathway of NF-kB in 
RAW 264.7 cells stimulated with LPS. 2015. 95F. Dissertação (MS) - Faculty of 
Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, in 2015. 
 
The immune system protect the body's integrity to the environment it is inserted. The 
immune responses are essential for control and elimination of infection, however if the 
mechanisms against regulatory immune response are overcome, homeostasis may fail 
leading to an imbalance in the repair of the body process and may cause damage, organ 
failure and even death. Many studies have demonstrated the interaction between the 
immune system and amino acids. Since glutamine is used as an energy substrate for the 
enterocytes and provides nitrogen to purine and pyrimidine synthesis to cell proliferation 
and taurine participates of hemostasis, stabilization of membranes, calcium mobilization, 
and besides being an important antioxidante, this work aimed to study the effects of 
glutamine and taurine in some aspects of the immune response of RAW 264.7 cell line. 
Therefore, we evaluated: cell viability; the proliferative capacity and the cell cycle phases; 
cytokine synthesis capacity: IL-1 α, IL-1β, IL-6, IL-10 and TNF-α, as well as the 
expression of the transcription factor NFkB and its inhibitor IκBα. It was possible to 
observe increased cell viability as well as proliferation in cells treated with glutamine, but 
was not observed the same effect in cells treated with taurine. When cells were treated 
with both amino acids, there was a prevalence of the effects of glutamine. We observed 
in this study, a trend of decreasing expression of p-NFκB/ NFκB relationship when cells 
were treated with higher concentration of glutamine. In parallel, the same was found for 
p-IκB / IκB relationship. These results corroborate wih the results about the production 
of pro-inflammatory cytokines IL-1α, IL-1β and TNF-α, since by increasing 
concentration of glutamine as well as glutamine and taurine, we observed reduced 
production of this cytokines. In addition, we found opposite results for the anti-
inflammatory cytokine IL-10 which had higher production in response to increased 
concentration amino acids treatment. Therefore we conclude that both glutamine and 
taurine have the capacity to modulate some aspects in the immune response of RAW 
264.7 cell. 

 

Keywords: Nutritional therapy; glutamine, taurine, imune response 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 
 

  A terapia nutricional objetiva a modulação do sistema imune pelo fornecimento 

de nutrientes específicos. É considerada um dos principais pilares para recuperação e 

manutenção do estado de saúde de pacientes enfermos e muitos estudos recentes têm 

avaliado o papel de dietas imunomodulatórias (immunomodulating diets IMDs) e seus 

componentes, que incluem aminoácidos, ácidos graxos, vitaminas, minerais e água 

(FERREIRA et al., 2007; TEIXEIRA et al, 2006). 

Sabe-se que o sistema imunológico é responsável pela defesa do organismo além 

de reparo de tecidos. A resposta imune quando localizada apresenta vantagens ao 

organismo e envolve a eliminação da infecção. Porém, algumas condições 

fisiopatológicas que envolvem estado catabólico intenso e inadequado fornecimento de 

nutrientes, acarretam impacto direto na imunocompetência, aumentando a 

susceptibilidade a infecções (CALDER, 2006). Se os mecanismos contra regulatórios da 

resposta imunológica forem superados, a homeostasia pode falhar levando a um 

desequilíbrio no processo de reparo do organismo, podendo levar a danos, insuficiência 

de órgão e até a morte (WHEELER et al., 1999).  

Muitos estudos têm demonstrado a interação entre o sistema imunológico e os 

aminoácidos (ROGERO, 2007). MARIK e ZALOGA, 2010 demonstraram diminuição 

das complicações e infecções em pacientes que receberam dietas imunomodulatórias. 

No entanto, os mecanismos da suplementação com nutrientes específicos não são 

totalmente claros. 

Muitos estudos acerca desses aminoácidos referem-se a glutamina e a taurina, 

devido ao grande potencial destes aminoácidos na modulação da resposta inflamatória. 
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Na literatura já são muito bem descritos os papeis metabólicos da glutamina, como 

substrato energético para enterócitos, além de fornecer nitrogênio para síntese de 

purinas e pirimidinas para proliferação celular (NEWSHOLME et al., 2001). A taurina 

também já foi muito bem descrita pela sua importante participação da hoemostasia, 

estabilização de membranas, mobilização de cálcio, além de ser importante agente 

antioxidante, atuando no reparo celular aos danos causados por espécies reativas de 

oxigênio (NISHIYAMA e CURI, 2000; PARK et al., 1993; KIM et al., 1996).   

Inúmeros avanços já foram alcançados a respeito da influência que nutrientes 

específicos podem exercer sobre o sistema imunológico, entretanto devido à 

complexidade da resposta imune e todas as vias e mecanismos que nela estão 

envolvidos, diversos aspectos permanecem incompreendidos. 

Considerando que a resposta imunológica uma vez desequilibrada, pode originar 

efeitos deletérios responsáveis pelas complicações em pacientes com doenças graves e 

tendo em vista que a literatura já demonstrou a importância metabólica e funcional dos 

aminoácidos glutamina e taurina, porém destacando-se também que os dados da 

literatura ainda são contraditórios a respeito dos efeitos protetores, pró ou anti-

inflamatórios que esses aminoácidos podem exercer.  

Optamos nesse trabalho pela investigação da participação e associação da 

glutamina e taurina sobre a via de sinalização do fator nuclear Kappa-B (NFκB), a 

produção de citocinas, bem como proliferação e migração de células da linhagem Raw 

264.7 
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2. OBJETIVO GERAL: 

Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos dos aminoácidos glutamina e 

taurina sobre aspectos relacionados resposta imunológica de células linhagem Raw 

264.7, estimulados com LPS.  

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
Para tanto, células Raw 264.7 receberem tratamento com os aminoácidos 

glutamina e suas associações e avaliou-se: 

� viabilidade celular 

� a capacidade proliferativa e o ciclo celular; 

� a capacidade de síntese de citocinas: IL1α, IL1β, IL6, IL10 e TNFα 

� a expressão do fator de transcrição NFκB, bem como de seu inibidor IκBα 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
 
 

3.1 INFLAMAÇÃO E SISTEMA IMUNE  
 

 
O processo inflamatório é a principal forma pela qual o sistema imune lida com 

infecções e lesões teciduais. Corresponde a uma resposta fundamentalmente protetora 

do organismo, que tem o objetivo de eliminar agentes agressores. A imunidade 

protetora contra estímulos prejudiciais ao organismo é mediada pelas reações iniciais da 

imunidade inata e pelas respostas posteriores da imunidade adaptativa (COICO e 

SUNSHINE, 2009). 

São constituintes do sistema imune inato: as barreias físicas e químicas, 

proteínas do sangue, citocinas e células fagocitárias, como os neutrófilos e macrófagos 

(ABBAS et al., 2013). Os macrófagos, incialmente nomeados como monócitos, 

originam-se de um precursor comum na medula óssea, circulam no sangue, sofrem 

maturação e são ativados nos tecidos. São células que desempenham funções centrais no 

sistema imunológico, destacando-se a ingestão e morte de microrganismos por meio de 

fagocitose e produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio; ingestão de células 

mortas do hospedeiro; também apresentam elevada capacidade secretória, incluindo 

produção de lisozimas, hidrolases ácidas, proteases neutras, inibidores de enzimas, 

elementos do sistema complemento , intermediários do metabolismo do ácido 

araquidônico, fatores de coagulação e citocinas, os macrófagos ainda correlacionam a 

imunidade inata com a imunidade adquirida, uma vez que atuam como células 

apresentadoras de antígenos (APC) aos linfócitos (LASSER, 1983; NATHAN, 1987; 

WERE, 1975; SILVERSTEIN e FRIEDLAND, 1979)..  
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A imunidade inata proporciona a linha de defesa inicial contra microrganismos, 

por meio de mecanismos celulares e bioquímicos, que já existem até mesmo antes da 

infecção e que estão prontos para responder rapidamente a infecções. Uma das 

estratégias do sistema imune inato é o reconhecimento do padrão molecular 

filogenéticamente conservado associado ao patógeno (pathogen-associated molecular 

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

          Receptores tipo Toll like (TLR) desempenham um importante papel no 

reconhecimento de diversos padrões moleculares associados à patógeno. Esses 

receptores são capazes de reconhecer ligantes estruturalmente diversos, incluindo 

produtos de todas as classes de microorganismos (VANDERWALLE, 2008; 

PASSARE, 2006). Existem nove diferentes TLR funcionais em humanos, denominados 

TLR1 a TLR9. Os TLR podem estar localizados tanto na membrana plasmática quanto 

nas membranas intracelulares. Os TLR 1,2,4,5 e 6 são expressos na membrana 

plasmática, onde reconhecem diversos PAMP no ambiente extracelular, já os TLR 3,7,8 

e 9 são expressos no interior das células, no reticulo endoplasmático e nas membranas 

endossômicas, onde detectam diferentes ligantes de ácido nucleico (ABBAS et al., 

2013; BLASIUS e BEUTLER, 2010; AKIRA et al., 2006). 

Dessa forma, componentes da parede bacteriana, como lipopolissacarídeo (LPS) 

de bactérias Gram-negativas desencadeiam uma cascata inflamatória, via receptor 

TLR4. O lipopolissacarídeo (LPS), uma endotoxina presente na membrana de bactérias 

Gram-negativas, induz o sistema imune inato a produzir respostas não-específicas 

através do seu reconhecimento via TLR4 (LIU et al., 2004). Uma vez ativado o 

complexo TLR-4 algumas vias de sinalização podem ser desencadeadas como: MAPK 

(do inglês mitogen-activated protein kinase), AP-1 (activator protein 1), STAT (signal 
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tranducer and activator of transcription) IRF3 (interferon (IFN) regulatory factor 3) e 

também do fator de transcrição NFκB. (BEUTLER, 2003; KAWAI; AKIRA, 2005).  

 

 

3.2 ATIVAÇÃO IMUNOLÓGICA E VIA DE SINALIZAÇÃO DO 
NFκB 

 

Descoberto em 1986, o NFκB uma vez ativado por agentes como 

lipopolissacarídeos, possui a capacidade de ligar-se a uma seqüência de 10 pares de 

bases na região promotora do gene que codifica a cadeia leve κ das moléculas de 

anticorpo das células B (κB). O papel mais bem conhecido e estudado desse fator de 

transcrição se dá na resposta imunológica, na qual regula expressão de genes essenciais 

no processo inflamatório, bem como na sobrevivência, proliferação e apoptose (XIAO, 

2004).  

No citoplasma de células não estimuladas, o fator de transcrição NFκB, que se 

apresenta na forma de dímero, encontra-se na forma inativa, devido a sua associação 

com proteínas denominadas inibidoras κB (IκB). A família de proteínas IκB inclui 

IκBα, IκBβ, IκBε, Bcl-3 e aas regiões carboxi terminal do NFκB1 (p105), NFκB2 (p 

100). As proteínas IκB ligam-se com diferentes afinidades e especificidades, para 

diferentes dímeros do NFκB (CAAMAÑO; HUNTER, 2002; LI; VERMA, 2002).  

Existem duas vias descritas para a ativação do fator de transcrição nuclear 

NFκB: clássica (via canônica) e alternativa (via não-canônica). A via clássica é a mais 

comum e está associada à expressão de genes relacionados à inflamação, à resposta 

imunológica inata, à antiapoptose e à sobrevivência celular (XIAO, 2004). Já a via 

alternativa está associada à expressão de genes que atuam no desenvolvimento e 
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manutenção de órgãos linfóides secundários (linfonodos, baço, tonsilas e placas de 

Peyer) (ALCAMO et al., 2002).  

Na via clássica, para que haja ativação do NFκB, o IκB é fosforilado no resíduo 

de serina pelo complexo de proteína quinase IKK. Essa fosforilação é o sinal para a 

ubiquitinação e posterior degradação do IκB pelo proteassoma 26S. No citoplasma um 

conjunto de proteínas adaptadoras e ancoradoras (TRAFs, MyD88 e TIRAP) e quinases 

(RIP, IRAK) formam um complexo quando há um estímulo, facilitando o recrutamento 

da IKK. Após a degradação do IκB os dímeros do NFκB são liberados e migram para o 

núcleo onde atuarão na regulação da transcrição de genes específicos. 

(KALTSCHMIDT et al., 2005).  

O complexo IKK contém duas subunidades catalíticas denominadas IKKα 

(IKK1) e IKKβ (IKK2) e uma subunidade não catalítica denominada NEMO (do inglês 

NFκB essential modulator). Existem diversas combinações entre as subunidades do 

IKK, podendo ser homo ou heterodímeros de IKKα ou IKKβ, associados ou não ao 

NEMO (MERCURIO et al., 1999). O mais comumente encontrado é IKKα-IKK β-

NEMO SCHEIDEREIT, 2006). Esta via é ativada por uma variedade de sinais 

inflamatórios, incluindo citocinas próinflamatórias e endotoxinas bacterianas, que leva a 

ativação do complexo IKK (XIAO, 004).  
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Figura 1- Ilustração da via clássica, dependente de NEMO (Adaptado de, FRANCO, 2010). 

 

Dessa forma o LPS estimula a síntese de citocinas, induzindo a ativação de 

vários fatores de transcrição como o NFκB, entre outros como AP-1 e o STAT, os quais 

ativam ou reprimem os genes alvo. Estes fatores podem também intensificar e perpetuar 

a expressão de citocinas, visto que as regiões promotoras de muitas citocinas e seus 

genes de receptores revelam numerosos sítios reguladores para estes fatores de 

transcrição (CAAMANO; HUNTER, 2002). 

A ativação da via do NFκB leva a produção de citocinas IL1, IL6 e TNFα, 

consideradas mediadores pró-inflamatórios celulares que controlam a infecção através 

da liberação de mediadores secundários, da indução da quimiotaxia e da ativação, 

sobrevivência, proliferação, maturação e/ou morte de células imunológicas (BEUTLER, 

2003; LIMA et al., 2013). 



22 

 

 Desde que as citocinas não atuam sozinhas, sendo produzidas e liberadas em 

rede bem coordenada, os níveis relativos destes fatores de transcrição podem ser 

responsáveis pela ação inflamatória e anti-inflamatória prolongada das citocinas e seus 

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

Em 1955, nos trabalhos realizados por Eagle, surgiram as primeiras evidências 

de que a glutamina possuía importantes propriedades metabólicas. A partir destes 

trabalhos, Eagle demonstrou que a glutamina é indispensável para o crescimento e 

manutenção de células em cultura (EAGLE, 1959). 

A glutamina é um dos aminoácidos constituintes das proteínas e é o mais 

abundante no plasma e nos tecidos, principalmente no músculo esquelético onde este 

aminoácido representa aproximadamente 40-60% do pool de aminoácidos livres. O 

musculo esquelético possui importante papel metabólico para este aminoácido, uma vez 

que apresenta elevada capacidade de sua síntese e liberação, numa taxa de síntese de 

aproximadamente 50mmol/h, sendo maior que qualquer outro aminoácido 

(NEWSHOLME et al., 2003). O principal órgão de utilização de glutamina é o trato 

gastrointestinal, sendo o intestino delgado o sítio mais importante de metabolização 

deste aminoácido, onde este, é utilizado como substrato respiratório quantitativamente 

mais importante para os enterócitos do que a glicose.   

Normalmente, a glutamina é considerada um aminoácido dispensável, pois pode 

ser sintetizada pelo organismo de acordo com suas necessidades (NEWSHOLME, 

2001). Porém, durante situações de estresse, como: trauma, septicemia, câncer e 

exercício físico extenuante, as concentrações de glutamina no plasma podem diminuir a 

níveis abaixo da concentração fisiológica, resultando numa situação de desequilíbrio; 

nessas condições um fornecimento extra de glutamina na dieta é necessário. Por essa 

razão, este aminoácido pode ser considerado “condicionalmente indispensável” 

(NEWSHOLME, 2001; SMITH e WILMORE, 1990). 
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Há duas enzimas responsáveis pela síntese de glutamina a partir do glutamato e 

por sua degradação também em glutamato: a glutamina sintetase e a glutaminase. A 

glutaminase é a enzima que catalisa a hidrolise de glutamina em glutamato e íon 

amônio, já a glutamina sintetase catalisa a conversão de glutamato em glutamina, 

usando a amônia como fonte de nitrogênio (VIEIRA, 1979). 

 

Figura 2- Glutamina sintetase. A amônia livre produzida nos tecidos combina-se com o glutamato, 
produzindo glutamina, pela ação da glutamina-sintetase. A reação ocorre em duas etapas e requer ATP. 
Inicialmente o glutamato e o ATP reagem para formar um intermediário (γ- glutamil fosfato), que então 
reage com a amônia, produzindo glutamina e fosfato inorgânico.Adaptado de KING.Introducción al 
metabolismo del nitrógeno. Disponível em http://themedicalbiochemistrypage.org/es/nitrogen-
metabolism-sp.phg.Acesso 13jun.2014. 

 

 

Figura 3 –Glutaminase. Após ser transportada pela corrente sanguínea, a glutamina entra no fígado, e a 
amônia, é liberada na mitocôndria pela enzima glutaminase (conversão de glutamina em glutamato). 
Adaptado de KING. Introducción al metabolismo del nitrógeno. Disponível em 
http://themedicalchemistrypage/es/nitrogen-metabolism-sp.php. Acesso 13 jun.2014. 

 

Em um indivíduo adulto, tanto a concentração tecidual, quanto a concentração 

sanguínea de glutamina pode ser influenciada de acordo com a atividade de suas 

enzimas: glutamina sintetase e glutaminase. Alguns tipos de células, como células do 
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sistema imune, rins e intestino, apresentam elevada atividade glutaminase, sendo assim 

considerados tecidos predominantemente consumidores de glutamina (VAN DE POLL, 

et al., 2004). Por outro lado, os músculos esqueléticos, os pulmões, o cérebro, e 

possivelmente o tecido adiposo, possuem elevada atividade glutamina sintetase, sendo 

assim considerados tecidos predominantemente sintetizadores de glutamina (CURI et 

al.,1999). 

Segundo FRISINA et al., 1994 e ROWBOTTOM et al., 1995, a taxa de 

utilização de glutamina por macrófagos é similar ou superior à de glicose. Contudo, 

apenas pequena parte dos carbonos da molécula de glicose (<10%) e do aminoácido 

glutamina (5-25%) são completamente oxidados por macrófagos em meio de cultura. 

Sendo assim, a maioria das moléculas de glicose é convertida em lactato (glicólise), 

enquanto grande parte da glutamina é convertida em glutamato, aspartato e lactato 

(glutaminólise) (NEWSHOLME et al., 1999).  

A glutamina possui importante influência na funcionalidade celular, destacando 

a participação na divisão de células do sistema imune, sendo muito utilizada por 

linfócitos, que uma vez devidamente estimulados apresentam grande capacidade 

proliferativa (NEWSHOLME et al., 2001). LI et al., 2007, relatou que a glutamina é o 

maior combustível para as células do sistema imune, atuando na proliferação de 

linfócitos T, na síntese de proteína, produção de citocinas e inibição da apoptose.  

A glutamina também apresenta capacidade em modular a atividade fagocitária, 

apresentação de antígenos e a diferenciação de células monocíticas. Em 1995, Spittler  

et al., realizou um estudo com monócitos humanos e demonstrou que a diminuição da 

concentração de glutamina de 2mmol/L (concentração normalmente utilizada em meios 

de cultura) para 50µmol/L levou a menor expressão de várias moléculas de superfície 

dos monócitos, como por exemplo HLA-DR. Essa menor expressão foi paralela a 
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menor capacidade desses monócitos apresentaram antígeno para linfócitos T. ROGERO 

et al., 2008, também observaram que animais desmamados prematuramente e 

suplementados com glutamina apresentaram aumento na função de macrófagos e na 

hemopoese quando estimulados com BCG.  

Em estados infecciosos, a manutenção da resposta imune é fundamental para a 

sobrevida do paciente, neste contexto a glutamina participa no processo de proliferação 

de linfócitos e adicionalmente na diferenciação de linfócito B (NEWSHOLME, 2001). 

Estudos realizados por (ARDAWI et al., 1993), mostraram que a resposta proliferativa 

de linfócitos, tanto de humanos quanto de ratos, foram dependentes de glutamina, bem 

como o consumo de glutamina tanto por linfócitos quanto por neutrófilos e macrófagos 

aumenta intensamente, influenciando a produção de citocinas (NEWSHOLME, 2001).  

Macrófagos desempenham papel importante na resposta imune inata e 

adaptativa. Essas células são caracterizadas por alta secreção de proteínas, que depende 

do aumento da síntese de purinas, pirimidinas e ribose-5-fosfato. Isto caracteriza papel 

relevante da glutamina na manutenção de altas taxas de transcrição (NEWSHOLME et 

al., 1996). De acordo com essa hipótese, alguns estudos têm investigado a relação entre 

secreção de TNFα, IL1 e IL6 que são citocinas quantitativamente relevantes sintetizadas 

por macrógafos e a concentração extracelular de glutamina, desde que macrófagos 

podem ser totalmente dependentes da concentração extracelular de glutamina para 

atingirem uma atividade secretória ótima (MURPHY, NEWSHOLME, 1999). Segundo 

NEWSHOLME et al., 1999, macrófagos peritoniais de camundongos ativados com 

BCG e incubados em meio de cultura na presença de 2mM de glutamina apresentam a 

capacidade de sintetizarem TNFα em altas taxas quando estimulados por LPS. Além 

disso, WALLACE; KEAST 1992 e YASSAD et al., 1997; demonstraram, 
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respectivamente, que o aumento da secreção de IL1 e IL6 por macrófagos estimulados 

por LPS foi dependente da concentração de glutamina extracelular. 

No entanto, apesar de muitos estudos demonstrarem os efeitos benéficos da 

suplementação com glutamina incluindo o tratamento clinico em pacientes com doenças 

severas, alguns estudos recentes têm demonstrado resultados divergentes. HEYLAND 

et al., 2013, demonstrou que o aumento da mortalidade entre pacientes com doenças 

severas, estava associado a suplementação com glutamina. 

A literatura apresenta divergências em relação à capacidade da glutamina em 

melhorar a resposta imune e aumentar a produção de citocinas pró-inflamatórias. A 

divergência dos dados obtidos pode dever-se a diferenças nos métodos utilizados (in 

vivo e in vitro), nas concentrações de glutamina, e nos tipos celulares avaliados nesses 

estudos. 
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5. TAURINA 
 

Originalmente isolada do ácido biliar do boi, a taurina ou ácido-aminosulfônico, 

é um dos aminoácidos livres mais abundantes encontrado em altas concentrações nos 

tecidos dos animais, incluindo mamíferos, apesar de não ser utilizado na síntese 

proteica. A concentração intracelular de taurina em tecidos de mamíferos está entre 5 a 

10µmol/g. as altas concentrações de taurina regulam muitas funções celulares, incluindo 

volume celular, homeostase, estabilização proteica, mobilização de cálcio e imunidade 

(FUKUDA et al., 1982; HUXTABLE, 1992; SCHULLER e PARK, 2003).  

A taurina é um composto capaz de apresentar carga positiva e negativa no 

mesmo átomo (HUXTABLE, 1992). Esta característica faz com que a taurina tenha alta 

solubilidade em água e baixa solubilidade em meios lipídicos, o que explica a alta 

impermeabilidade da taurina em membranas biológicas, devido a este fato altas 

concentrações de taurina são encontradas em torno de membranas, como é encontrado 

na retina por exemplo. Algumas funções biológicas da taurina, se devem a sua 

característica atômica, destacando-se interação com cátions de cálcio, modulação de 

ações de membrana e conjugação com ácidos biliares (HOFFMANN e LAMBERT 

1983, PASANTES-MORALES et al., 1986).  

As maiores concentrações de taurina são encontradas no coração e cérebro, 

porém também há grande quantidade desse aminoácido nos músculos. No músculo 

esquelético a taurina apresenta importante funções incluindo controle do funcionamento 

dos canais iônicos e homeostase do cálcio, atuando desta forma na excitação de 

membranas e contração muscular. No coração a taurina representa até 60% do total do 

pool de aminoácidos livres (HUXTABLE, 1976). As maiores concentrações de taurina 

são observadas no cérebro em desenvolvimento, após o desenvolvimento cerebral, os 

níveis de taurina decrescem e em adultos os níveis cerebrais de taurina chegam a um 
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terço dos níveis encontrados em neonatais (DAVIS e HIMWICH, 1973; 

LEFAUCONNIER et al.,1976; HUXTABLE, 1972). Devido a este declínio da fase de 

desenvolvimento para a fase adulta, muitos estudos sugerem que a taurina seja 

importante na fase de desenvolvimento cerebral. Um estudo realizado com gatos 

nascidos de progenitoras deficientes em taurina, demonstrou que estes animais 

apresentaram menor peso cerebral, além de morfologia anormal do cerebelo e do córtex 

visual (STURMAN et al., 1985). 

A taurina é sintetizada pelo corpo humano, no fígado, a partir do metabolismo 

dos aminoácidos sulfurados (metionina e cisteína) e sua síntese, a partir destes 

aminoácidos, ocorre através de uma sequência de reações enzimáticas de oxidação e 

descarboxilação, até a produção de hipotaurina e taurina (HUXTABLE, 1986). A 

síntese endógena de taurina é variável entre os indivíduos, uma vez que ela esteja 

relacionada com a disponibilidade de cisteína e esta por sua vez seja dependente do 

equilíbrio do metabolismo entre homocisteina e metionina via ácido fólico e vitamina 

B12. 

 

Fig.4 Via de biossíntese de taurina a partir dos aminoácidos metionima e cisteína. A metionina é 
convertida em homocisteína, esta então é usada como substrato para formar cisteína. Já a cisteína é um 
importante precursor para síntese de sulfinato de cisteína, que é convertida em hipotaurina e por sua vez 
em taurina. (Adaptado de Sebastian et al., 2009). 
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Alguns estudos aplicam a taurina o conceito de aminoácido antioxidante, e 

segundo esses estudos uma diminuição no conteúdo deste aminoácido, dependente e 

proporcional ao aumento da idade, levaria ao acumulo de radicais livres, levando a 

morte celular, ao longo do envelhecimento (WALLACE et al., 1990; EPPLER et al., 

1998).  

Dentre as diversas funções da taurina, podemos citar proteção celular a lesão 

inflamatória. Nos neutrófilos, a taurina age atenuando a toxicidade do ácido hipoclórico 

(HOCl), produzido pelo sistema mieloperoxidase. Reagindo com HOCl, a taurina é 

capaz de gerar um composto mais estável e menos tóxico para as células, conhecido 

como taurina-cloramina (TauCl) (WEISS et al., 1883; GRISHAM et al., 1984). Nas 

células a Tau-Cl pode modular a produção de muitos mediadores pró-infamatórios, 

como oxido nítrico (NO), ânions superóxido, TNFα, IL6 e IL8 e prostaglandinas. 

(PARK 1995; MARCINKIEWICZ et al., 1998).  

Demonstrou-se recentemente que a taurina-cloramina (TauCl) é mais do que um 

produto final da detoxificação do ácido hipoclórico. Foi determinado também que a 

taurina-cloramina possui função de modulador de inflamação, uma vez que culturas de 

macrófagos ativados com lipopolissacarídeo (LPS) e intérferon-γ (INF-γ), na presença 

TauCl, tinham inibidas as suas produções de oxido nítrico (NO), fator de necrose 

tumoral (TNFα) e prostaglandinas E₂ (PARK et al., 1993; KIM et al., 1996).  

Segundo SUN JANG et al., 2009, o composto TauCl, em um estudo com 

macrófagos Raw 264.7, protegeu essas células da morte celular induzida por peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e ainda ativou enzimas com capacidade antioxidante.  

Em um estudo realizado com macrófagos estimulados com LPS, determinou-se 

que o tratamento com taurina não afetou os níveis de nitrito, porém o mesmo tratamento 
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com este aminoácido reduziu os níveis de H2O2 nestes macrófagos. A diminuição dos 

níveis de H2O2 mediado pela taurina, possibilitou diminuição da degradação do IκB-α e 

consequentemente diminuição da ativação do NFκB, uma vez que o H2O2 pode atuar 

como segundo mensageiro para ativação do NFκB. (KARABAY et al., 2008). 
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6. MATERIAL E MÉTODOS 
 

6.1 CULTURA CELULAR 
 

Foram utilizadas culturas de macrófagos da linhagem Raw 264,7. Essas células 

foram obtidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (APABCAM), cuja fonte se deu 

a partir de ascite por tumor formado após injeção com vírus da leucemia Abselon em 

camundongo.  O cultivo dessas células foi conduzido em frascos de cultura com meio 

de cultura DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco), suplementado com 10% 

de soro bovino fetal e tampão Hepes (2g/l) com pH final entre 7,2 a 7,4. As células 

foram adicionadas a incubadora em uma atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO₂ á 

37°C, para proliferação celular e aderência a garrafa. Inicialmente o meio de cultura foi 

trocado após 3 ou 4 dias, passado a fase log de crescimento celular. Após esse período 

as células foram plaqueadas aproximadamente a cada 2 dias, para manter a confluência 

próximo de 70%.  

Para avaliação dos efeitos dos compostos: taurina e glutamina, sobre a 

proliferação das células Raw 264.7, estas foram tratadas com glutamina (Sigma-

Aldrich), ou com taurina (Sigma-Aldrich), ou com ambos No tratamento das células 

Raw 264.7 com glutamina, as concentrações escolhidas foram de 0mmol/L, 0,6mmol/L, 

2mmol/L e 10mmol/L. A escolha pela concentração de glutamina de 0,6 mmol/L 

durante o período de cultura celular se deve ao fato dessa concentração corresponder 

àquela observada no plasma de animais adultos saudáveis. A concentração 2 mmol/L é 

uma concentração padrão em cultura de células e apesar desse valor estar acima das 

concentrações de glutamina in vivo (0,6 mmol/L), experimentalmente 2 mmol/L 

propiciaram melhores resultados em condições de incubação de células por períodos 

prolongados (24-72 horas) (EAGLE et al., 1955). A concentração de 10 mmol/L- apesar 

de significativamente superior àquela utilizada em ensaios in vitro com macrófagos – é 
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devido ao fato de estudos, que utilizaram outros tipos celulares, tais como enterócitos e 

células mononucleares do sangue periférico, terem verificado efeitos opostos da 

glutamina sobre a expressão de genes que codificam para citocinas quando a 

concentração desse aminoácido foi igual ou superior a 2 mmol/L (WISCHMEYER et 

al., 2003; HUBERT-BURON et al., 2006).  

Para o tratamento com taurina, as concentrações utilizadas foram as 

concentrações: 0 mmol/L, 1 mmol/L, 5mmol/L e 10mmol/L. Foi utilizada a 

concentração de 0 mmol/L como controle negativo da reação, a concentração de 

1mmol/L é menor do que a encontrada em tecidos, segundo a literatura, porém estudos 

recentes, utilizaram esta concentração e verificaram que ela foi inibitória da via NFκB; 

5 mmol/L foi usada como concentração intermediária (KIM et al., 2005). A 

concentração de 10 mmol/L foi utilizada, pois, segundo FUKUDA et al., 1982, as 

concentrações intracelulares de taurina nos tecidos de mamíferos são de 10- 70mM. 

 

 

 

6.2 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR POR ENSAIO DE MTT 
 

 A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT, que baseia-se 

na capacidade das células viáveis de reduzirem metabolicamente o sal de MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazólio), por meio da enzima 

mitocondrial desidrogenase succínica, em cristais de formazan de cor azul-púrpura, que 

se acumula no citoplasma celular (MOSMANN, 1983). Dessa forma, o ensaio de MTT 
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avalia a atividade mitocondrial representativa de células viáveis pela quantificação da 

atividade da desidrogenase.  

 Foram realizados dois ensaios de MTT, que diferiram no tempo de estímulo 

com 1,25µg/L de LPS (cepa 055:B5), um com 30 minutos de estímulo e outro com 24 

horas. Para ambos ensaios foram preparadas placas de 96 wells com 1x104 células/well. 

Inicialmente, no primeiro ensaio, após 24 horas de exposição de 1x104 

células/well a diferentes concentrações de glutamina (0, 0,6, 2 e 10 mmol/L) e taurina 

(0, 1, 5, 10 mmol/L), as células então foram estimuladas 30 minutos com LPS. No 

segundo ensaio o estímulo com LPS foi de 24 horas, sendo realizado ao mesmo tempo 

de exposição aos aminoácidos.  

Para ambos os ensaios, no próximo passo, aspirou-se o meio de cultura, 

adicionou-se 100µL da solução de MTT (5mg/mL em PBS) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, 

EUA) por poço da placa e incubou-se as placas por 2 horas a 37oC. Posteriormente, 

aspirou-se a solução de MTT e adicionou-se 100µL de isopropanol por poço para a 

dissolução dos cristais de formazan. Finalmente, as placas foram incubadas overnight, 

em temperatura ambiente, e a absorbância dos cristais de formazan dissolvidos em 

isopropanol foi medida a 570nm. A leitura foi realizada no espectrofotômetro EL800 

Universal Microplate Reader (Bio-Tek® Instrumentals, Winooski, EUA). 

 

 

6.3 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE E MORTE CELULAR 

 

Para a avaliação da viabilidade por citometria de fluxo foram preparadas placas 

de 12 wells com 1x106 células/well. As células da placa foram expostas 24 horas tanto 
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aos aminoácidos glutamina (0; 0,6; 2; 10mM/L) e taurina (0; 1; 5; 10mM/L) quanto a 

1,25µg/L de LPS (cepa 055:B5), e mantidas em incubadora em uma atmosfera 

umidificada a 95%, 5% de CO₂ á 37°C. As placas controle não receberam estímulo com 

LPS. 

Após o período de cultura e tratamento com os aminoácidos, as células foram 

retiradas da placa com uso de tripsina. 

Foi adicionado 50µl de tampão de anexina em todos os tubos, incluindo 

controles e amostras. A seguir adicionou-se apenas às amostras,10,5µl do preparo de 

anexina e iodeto de propídeo, calculado a partir da quantidade de amostras a serem 

analisadas (2,5µl de anexina e 8µl de Iodeto de propídeo para uma amostra).  

No controle de anexina foi adicionado 2,5µl de anexina e no controle de iodeto 

de propídeo foi adicionado 8µl de iodeto de propídeo. 

Os tubos foram mantidos 20 minutos em temperatura ambiente e no escuro. A 

seguir foi adicionado 200µl de tampão de anexina em todos os tubos e estes seguiram 

para aquisição dos dados por citometria de fluxo (FACScan®, BECTON DICKSON, 

SAN JOSE, EUA.). A análise foi feita utilizando o software Cell Quest (versão 3.4, 

Becton Dickinson).  

 

 

6.4 AVALIAÇÃO DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FL UXO 

 

 Para a avaliação do ciclo celular foram preparadas placas de 12 wells com 

1x106 células/well. As células da placa foram expostas 24 horas tanto aos aminoácidos 
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glutamina (0; 0,6; 2; 10mM/L) e taurina (0; 1; 5; 10mM/L) quanto a 1,25µg/L de LPS 

(cepa 055:B5), e mantidas em incubadora em uma atmosfera umidificada a 95%, 5% de 

CO₂ á 37°C. As placas controle não receberam estímulo com LPS. 

Após, as células foram retiradas da placa com uso de tripsina e então 

ressuspensas em 50µl de PBS. Em seguida foram adicionados 200µl de etanol 70% e os 

tubos foram mantidos no gelo por 20 minutos, os tubos então foram centrifugados e o 

sobrenadante retirado, permanecendo apenas o pellet no tubo. 

Ao pellet foi adicionado 2,5µl de RNAse e os tubos foram mantidos em 37° C 

por 30 minutos. Em seguida adicionou-se aos tubos 4µl de iodeto de propídeo e estes 

foram mantidos em 37° C por mais 30 minutos. Após os tubos foram analisados do 

citometro. A análise se deu pela quantificação da porcentagem das regiões G0/G1 e 

S/G2/M, utilizando os programas CELLQuest® (versão 3.4, Becton Dickinson) e 

ModFit 3.0. 

 

 

6.5 DOSAGEM DE CITOCINAS 

 

Para dosagem de citocinas foram utilizadas placas de 24 wells com 1x106 

celulas/well. Essas células receberam tratamento com os aminoácidos glutamina e 

taurina nas concentrações descritas no item 6.1, a seguir as placas foram mantidas em 

incubadora em uma atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO₂ á 37°C por 24 horas. 

Após este período 50% dos wells da placa (12 wells) receberam estímulo com 1,25µg/L 

de LPS (cepa 055:B5) por 30 minutos. Após, os sobrenadantes foram recolhidos e 

acondicionados em uma temperatura de -40°C para posterior dosagem das citocinas. 
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A determinação da concentração de IL1α (Catálogo DY400, R&D Systems); 

IL1β ( Catálogo DY401, R&D Systems); IL6 (Catálogo DY406, R&D Systems), IL10 

(Catálogo DY417, R&D Systems) e TNFα (Catálogo MTA00, R&D Systems) presente 

no sobrenadante das culturas celulares foi realizada pelo método de ELISA (Enzyme 

Linked ImmnunoSorbent Assay) – kits R&D Systems. 

 

 

6.6 DETERMINAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS IKB α 
TOTAL E FOSFORILAFO e NF κB TOTAL E FOSFORILADO . 

 

Para análise da expressão de proteínas foram utilizadas placas de 24 wells com 

1x106 celulas/well. Essas células receberam tratamento com os aminoácidos glutamina e 

taurina nas concentrações descritas no item 6.1, a seguir as placas foram mantidas em 

incubadora em uma atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO₂ á 37°C por 24 horas. 

Após este período 50% dos wells da placa (12 wells) receberam estímulo com 1,25µg/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 et al. (1989) e Harlow & Lane 

(1988), descrito sucintamente a seguir. Os géis foram preparados em bicamada, sendo a 

camada superior (gel de empacotamento) constituída de acrilamida a 5%, 125 mM Tris 

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

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

 

6.6.1.2 PREPARO DE LISADO DE PROTEÍNAS PARA SDS-PAGE 
E “WESTERN BLOTTING”  
 

Os lisados foram preparados a partir de 1x106 células em tampão RIPA (0,1 % SDS, 

1 % Igepal CA-630, 1 % deoxicolato de sódio, 10 mM Tris.HCL, pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 

µg/mL aprotinina, 1 µg/mL leupeptina, 100 µg/mL PMSF, 0,5 mM EDTA). O material foi 

sonicado (30 segundos), centrifugado por 10 minutos, a 20.000 rpm, e 4°C. o sobrenadante 

foi quantificado e um volume correspondente a 200 µg foi misturado ao tampão de amostra 

(3 x concentrado, 100 mM Tris.HCL, pH 6,8, 5 % 2-mercaptoetanol (v/v), 2 % SDS, 20 % 

glicerol, 0,01 % azul de bromofenol), levadas ao Dry block por 10 minutos a 100°C, para 

desnaturação das proteínas e submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida. Como 

padrão foi utilizada a mistura pré-corada Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder 

(THERMO SCIENTIFIC, EUA) (5-10 µg de proteína). 

 

6.6.1.3 TRANSFERÊNCIA DE PROTEÍNAS DO GEL PARA A 
MEMBRANA (NITROCELULOSE)  
 

O gel contendo as proteínas fracionadas por eletroforese foi incubado por 10 min 

em tampão de transferência (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 % SDS, 20 % 

metanol, pH 8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi hidratada e então 

também incubada em tampão de transferência. Um "sanduíche" foi então montado na 

seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel 3MM, membrana, gel, 2 folhas de 3 MM 

(Whatman), esponja. Procedeu-se à transferência em cuba de eletroforese, na presença 

de tampão de transferência, sob corrente de 200-400 mA, por 30-90 min.  
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A eficiência da transferência foi verificada, corando-se a membrana por 5-10 

min com corante Ponceau (1% Ponceau, 1 % ácido acético), seguida de lavagem com 

água destilada ou TBS (Tris, pH 7,5, 20 mM, NaCI 0,9 %). 

 

 

6.6.1.4 SONDAGENS DAS PROTEÍNAS COM ANTICORPOS  
 
 

Os sítios sem proteínas das membranas foram bloqueados com proteínas de leite 

desnatado Molico, a 3 %, em tampão TBS, por 0,5-14 h, sob agitação. Os anticorpos 

anti-NF-κB [ total (Catálogo SC-33039, Sant Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) e 

fosforilado (Catálogo SC-372, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA)] foram diluídos 

em TBST nas seguintes concentrações: 1:1000 (anti-NFκB total) e 10:1000 (anti-NFκB 

fosforilado), os anticorpos anti-IKBα [ total ( Catálogo SC-371, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, EUA) e fosforilado (Catálogo SC-101713, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, EUA)] foram ambos diluídos em TBST na concentração de 

1:1000 com as membranas, por 24 horas, com agitação, à temperatura ambiente. A 

membrana foi então lavada 3 vezes, por 10 min, com TBST. As proteínas foram 

sondadas com anticorpo secundário (anti-IgG de coelho conjugado com biotina, R&D 

Systems, Abingdon, Reino Unido), diluído 1:10000 em TBST, por 3 horas, sob 

agitação. A membrana foi lavada 3 vezes, por 10 min, com agitação. 
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6.6.1.5 REVELAÇÃO COM SISTEMA QUIMIOLUMINESCENTE  
 
 
A revelação foi realizada utilizando-se o kit de revelação ECL (ECL Plus Western 

Blotting Detection Reagents®, Amerahm Biosciences, Pittsburgh, EUA). Para análise 

foi utilizada o digitalizador de Imagem ImageQuant 400 (GE Helthcare). 

 

6.7 MIGRAÇÃO CELULAR 
 

Os ensaios de migração foram realizados com N -Formilmetionil-leucil-

fenilanina (FMLP) como agente quimioatrativo. Para o teste de migração utilizou-se 

uma placa de 12 wells. Em cada well foi adicionado meio DMEM (sem glutamina) 

tratado com os aminoácidos glutamina (0; 0,6; 2; 10mM/L) e taurina (0; 1; 5; 10mM/L), 

adicionou-se em seguida ao fundo do well, 1µl/mL de FMLP como fator quimiotático. 

Em seguida, em cada well adicionou-se insert equipado com filtro de poros de 8µm, 

dentro dos inserts foi adicionado 1x105 células.  

A placa então foi mantida em incubadora em uma atmosfera umidificada a 95%, 

5% de CO₂ á 37°C por 48 horas. Após este período o insert foi retirado e as células que 

migraram para o fundo do well foram contadas em câmara de neubauer. 

 

7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Os resultados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism for 

Windows versão 2.01. Para análise da ação da glutamina ou taurina ou associação de 

ambos aminoácidos em diferentes concentrações, as amostras foram separadas em 

grupos sem estímulo com LPS e com estímulo com LPS, os dados então foram 
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submetidos análise estatística ANOVA. Em seguida, para análise da influência do 

estímulo com LPS, as amostras foram separadas em grupos tratados com mesma 

concentração de aminoácido, porém um com estímulo e outro sem, em seguida foram 

submetidos à análise estatística do teste t. Os dados foram considerados estatisticamente 

significativos quando o p ≤ 0,05. 
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8. RESULTADOS 
 

8.1 MTT 30 MINUTOS ESTÍMULO DE LPS 
 

Buscando avaliar a viabilidade das células da linhagem Raw 264.7 expostas aos 

aminoácidos glutamina e taurina, realizou-se o ensaio de MTT, inicialmente o estímulo 

de LPS aplicado foi de 30 minutos. Como mostram (Figuras 5 -A, B e C) não 

encontramos para este tempo de estímulo, diferença estatisticamente significativa para 

os tratamentos com os aminoácidos tanto na presença quanto na ausência de LPS. 
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Figura 5. Resultados expressos em média ± desvio padrão do (A) MTT realizado com 30 minutos de 

estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 10mM. (B) MTT com 30 

minutos de estímulo com LPS e concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) 

MTT com 30 minutos de estímulo com LPS e combinações de concentrações 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 ESTÍMULO DE LPS 
 

No segundo ensaio de MTT, decidiu-se aplicar maior tempo de estímulo com 

LPS, tempo este que foi paralelo a exposição das células da linhagem Raw 264.7 aos 

aminoácidos glutamina e taurina, portanto as células foram expostas 24 horas ao LPS e 

juntamente aos aminoácidos. Para este tempo de estímulo, pode-se observar (A), 

aumento da viabilidade nas células estimuladas com LPS na presença de 10mM de 

glutamina quando comparada ao grupo que recebeu 10mM de glutamina, porém ausente 

de LPS, observamos também uma tendência no aumento da viabilidade celular paralelo 

ao aumento da concentração de glutamina quando comparamos aos grupos controles 0 

mM de glutamina. Para este ensaio não analisamos diferença estatisticamente 

significativa para as células expostas a taurina. Quando as células foram expostas aos 

dois aminoácidos (C), observamos o mesmo efeito de aumento de viabilidade nos 

grupos com 2/5mM e 10/10mM de glutamina e taurina na presença de LPS, quando 

comparados aos grupos que receberam o mesmo estímulo, 2/5mM e 10/10mM 

glutamina/taurina, porém ausentes de LPS. 
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Figura 6. Resultados expressos em média ± desvio padrão do (A) MTT realizado com 24 horas de 

estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 10mM. (B) MTT com 24 

horas de estímulo com LPS e concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) MTT 

com 24 horas de estímulo com LPS e combinações de concentrações diferentes de glutamina e taurina: 

0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

sem estímulo e com estimulo de LPS e mesma concentração de aminoácido (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 PROPÍDEO)  

 
Buscando uma análise detalhada sobre a viabilidade celular ao expor as Raw 

264.7 a glutamina e taurina, realizamos o ensaio de citometria de fluxo utilizando 

anexina e iodeto de propídeo (PI). A marcação das células com anexina-V conjugada 

com FITC (a qual se liga à fosfatidilserina que é externalizada durante o processo de 

morte por apoptose) e PI (que se intercala entre bases do DNA de células com a 

membrana rompida, característica da morte celular por necrose. No ensaio de 

viabilidade por citometria de fluxo, observamos (A) aumento da viabilidade celular 

paralelo ao aumento da concentração de glutamina na presença de LPS, 2mM e 10mM, 

quando comparados as células que receberam 0mM e 0,6mM de glutamina. Na figura 

(B) observamos que o grupo tratado com 10mM de taurina na presença de LPS, 

apresentou diminuição da viabilidade quando comparado ao grupo que recebeu a 

mesma concentração de taurina , porem na ausência de LPS. Já em (C) quando os dois 

aminoácidos foram associados  pode-se observar aumento da viabilidade celular tanto 

nos grupos com LPS quanto nos grupos sem LPS, quando estes foram comparados aos 

controles (0mM de glutamina e taurina). 
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Figura 7. Resultados expressos em média ± desvio padrão do (A) ensaio de viabilidade por citometria 

realizado com 24 horas de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 

2mM e 10mM. (B) MTT com 24 horas de estímulo com LPS e concentrações diferentes de taurina: 0mM; 

1mM; 5mM e 10mM. (C) MTT com 24 horas de estímulo com LPS e combinações de concentrações 

diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e com estimulo de LPS e mesma 

concentração de aminoácido. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos tratados com diferentes concentrações de aminoácidos e com mesmo estímulo, ou seja, apenas 

na presença de LPS ou apenas na ausência 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 os tratamentos com os aminoácidos glutamina e taurina 

teriam alguma influência na progressão do ciclo celular das células Raw 264.7, 

quantificou-se a porcentagem de células na fase G0/G1 e S/G2/M do ciclo celular. 

Demonstrou-se nesse ensaio, que a exposição das células Raw 264.7 a glutamina (0,6; 2 

e 10mM) na presença de LPS, (24 horas de estímulo) levou a uma menor porcentagem 

de células fase G0/G1 do ciclo celular em relação ao controle (0mM) e 

consequentemente levou a uma maior porcentagem de células a fase S/G2/Mitose do 

ciclo, portanto, aumento de células em divisão celular (Figura 8-A). 

Na Figura 8-B, observamos nos grupos tratados com 1mM e 10mM de taurina 

na presença de LPS, apresentaram aumento da porcentagem de células em fase G0/G1, 

bem como diminuição da porcentagem de células em fase S/G2/M do ciclo quando 

comparados aos grupos que receberam a mesma concentração do aminoácido, porém 

ausentes de LPS (Figura 8-B). 

Não encontramos diferença estatisticamente significativa para a exposição a 

ambos aminoácidos glutamina/taurina (Figura 8- C). 
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Figura 8. Resultados expressos em média ± desvio padrão do (A) ensaio de ciclo celular por citometria 

realizado com 24 horas de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 

2mM e 10mM. (B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) Combinações de 

concentrações diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e com estimulo de LPS e mesma 

concentração de aminoácido. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos tratados com diferentes concentrações de aminoácidos e com mesmo estímulo, ou seja, apenas 

na presença de LPS ou apenas na ausência 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 α, IL1β, TNFα, IL6 E IL10  
 

 

8.4.1 IL1α 
 

Com objetivo de analisar a produção de citocinas pró-inflamatórias, as células da 

linhagem Raw 264.7 foram expostas aos aminoácidos glutamina e taurina por 24 horas 

e foram estimuladas com LPS por 30 minutos. Para dosagem IL1α, observamos uma 

tendência a menor síntese desta citocina ao aumentar a concentração de glutamina, na 

presença de LPS, como ilustrado na figura houve diferença estatística entre os grupos 

estimulados e os não estimulados, porém não encontramos diferença estatisticamente 

significativa para as diferentes concentrações de glutamina (Figura 9-A).  

Em relação as células cultivadas na presença de taurina. Encontramos o mesmo 

efeito para grupos estimulados quando comparados com os grupos não estimulados na 

Figura 9-B, porém não houve diferença entre as diferentes concentrações de taurina.  

Quando os aminoácidos foram associados observamos efeito do LPS nos grupos 

0/0mM glutamina/taurina, o grupo que recebeu estímulo de LPS teve aumento da 

síntese da citocina quando comparado ao grupo sem LPS, figura 9-C, não observamos 

diferença estatisticamente significativa para as diferentes concentrações dos 

aminoácidos. 
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Figura 9. Resultados expressos em média ± desvio padrão da dosagem da citocina IL1α (A) realizado com 

30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 10mM. 

(B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinações de concentrações 

diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e com estimulo de LPS e mesma 

concentração de aminoácido. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos tratados com diferentes concentrações de aminoácidos e com mesmo estímulo, ou seja, apenas 

na presença de LPS ou apenas na ausência 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 IL1β 
 

Ao analisarmos a síntese de IL1β observamos que no grupo estimulado com LPS 

o aumento da concentração de glutamina 2mM e 10mM levou a uma diminuição da 

síntese da citocina quando comparada aos grupos 0mM e 0,6mM de glutamina, figura 

10-A. Observamos também que os grupos estimulados tratados com 0mM e 0,6mM de 

glutamina apresentaram maior síntese de citocina quando comparados aos grupos sem 

estímulo e expostos a mesma concentração do aminoácido, figura 10-A. 

Para exposição das células com taurina, foi possível observar que nos grupos 

estimulados com LPS as células expostas a 0mM, 5mM e 10mM de taurina 

apresentaram maior síntese da produção de IL1β, quando comparadas aos grupos sem 

LPS e expostas a mesa concentração do aminoácido, figura 10-B. 

A exposição a ambos aminoácidos também levou a uma menor síntese da 

citocina, figura 10-C, isso foi observado nos grupos com LPS e tratados com 2/5mM e 

10/10mM de glutamina/taurina quando comparados aos grupos 0/0mM e 0,6/1mM 

glutamina/taurina. 
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Figura 10. Resultados expressos em média ± desvio padrão da dosagem da citocina IL1β (A) realizado 

com 30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 

10mM. (B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinações de 

concentrações diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e com estimulo de LPS e mesma 

concentração de aminoácido. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos tratados com diferentes concentrações de aminoácidos e com mesmo estímulo, ou seja, apenas 

na presença de LPS ou apenas na ausência 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 TNFα 
 

Na dosagem da síntese da citocina TNFα observamos que os grupos com LPS e 

tratados com 0,6mM; 2mM e 10mM de glutamina apresentaram menor síntese da 

citocina quando comparados ao controle 0mM de glutamina, figura 11-A. Também foi 

observado que o grupo estimulado apresentou maior síntese da citocina quando 

comparado ao grupo não estimulado. 

Observamos nas células que foram expostas a taurina uma tendência a menor 

síntese da citocina TNFα, que foi paralela ao aumento da concentração de taurina, os 

grupos estimulados apresentaram maior síntese de TNFα em relação aos grupos sem 

estímulo, figura 11-B. 

Demonstrou-se que no tratamento com ambos aminoácidos, as células 

estimuladas que receberam maiores concentrações de glutamina e taurina 10/10mM 

apresentaram menor síntese de TNFα quando comparadas as células que receberam 

0/0mM; 0,6/1mM e 2/5mM, figura 11-C. Neste gráfico ainda observamos que o efeito 

do LPS levou a um aumento da síntese da citocina nas células tratadas com 0/0mM; 

0,6/1mM e 2/5mM quando comparadas as células que não receberam estímulo por LPS. 
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Figura 11. Resultados expressos em média ± desvio padrão da dosagem da citocina TNFα (A) realizado 

com 30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 

10mM. (B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinações de 

concentrações diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e com estimulo de LPS e mesma 

concentração de aminoácido. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos tratados com diferentes concentrações de aminoácidos e com mesmo estímulo, ou seja, apenas 

na presença de LPS ou apenas na ausência de LPS (P≤0,05; ANOVA e teste t) .  Em casa ponto avaliado 

foi utilizado (n=3 placas) 
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8.4.4 IL6 
 

Para citocina IL6 não encontramos diferença estatisticamente significativa, 

perante as diferentes concentrações dos aminoácidos tanto para células tratadas com 

glutamina, taurina ou para associação dos aminoácidos. 

Não observamos também influência do LPS na síntese de IL6 para nenhum dos 

tratamentos aos quais as células foram expostas. 
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Figura 12. Resultados expressos em média ± desvio padrão da dosagem da citocina IL6 (A) realizado com 

30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 10mM. 

(B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinações de concentrações 

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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8.4.5 IL10 
 

 

Além da dosagem de citocinas pró-inflamatórias, também analisamos a síntese 

da citocina anti-inflamatória IL10. Para células que receberam 2mM e 10mM de 

glutamina na presença de LPS houve um aumento da citocina, quando comparados aos 

grupos 0mM e 0,6mM. Os grupos com LPS 2mM e 10mM também mostraram aumento 

na síntese de IL10 quando comparados aos grupos que receberam a mesma 

concentração do aminoácido ausentes de LPS. 

Células que receberam tratamento com taurina e estimulo de LPS tiveram 

aumento da produção de IL10 quando foram expostas a 10mM do aminoácido, quando 

comparadas ao grupo controle 0mM. 

Na associação dos aminoácidos os grupos 2/5mM e 10/10mM com LPS 

apresentaram maior síntese de IL10 quando comparados aos grupos que receberam a 

mesma concentração do aminoácido, porém ausentes de LPS. 

 

 

 

 

 



59 

 

0
0,
6 2 10

0

100

200

300

400
-LPS
+LPS

a b,*

b,*

L-Glutamina (mM)

co
nc

en
tra

çã
o

IL
10

 p
g/
m
l

 

0 1 5 10
0

100

200

300
-LPS
+LPS

a

a,b a,b

b,*

Taurina (mM)

co
nc

en
tra

çã
o

IL
10

pg
/m

l

 

 

0/
0

0,
6/
1

2/
5

10
/1
0

0

50

100

150

200

250
-LPS
+LPS

b

b

LGlut/Tau (mM)

co
nc

en
tra

çã
o

IL
10

 p
g/

m
l

 

Figura 13. Resultados expressos em média ± desvio padrão da dosagem da citocina IL10 (A) realizado 

com 30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 

10mM. (B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinações de 

concentrações diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e com estimulo de LPS e mesma 

concentração de aminoácido. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos tratados com diferentes concentrações de aminoácidos e com mesmo estímulo, ou seja, apenas 

na presença de LPS ou apenas na ausência de LPS (P≤0,05; ANOVA e teste t).  Em casa ponto avaliado foi 

utilizado (n=3 placas) 
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8.5 RELAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS DO NFκκκκB 
(TOTAL E FOSFORILADO)  
 

Observamos uma tendência da diminuição da relação p-NFκB/NFκB ao 

aumentarmos a concentração de glutamina, indicando menor expressão da proteína de 

NFκB ativa (fosforilada), figura 14-A. Esta tendência também foi observada para a 

exposição das Raw 264.7 a ambos aminoácidos, figura 14-C., Porém isso não foi 

demonstrado para o tratamento apenas com taurina, onde notou-se que há maior 

expressão da proteína do NFκB fosforilado em células ativadas, porém não houve 

diferença estatisticamente significativa entre as diferentes concentrações de taurina, 

figura 14-B. 
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Figura 14-A. Resultados expressos em média ± desvio padrão da expressão pNF-κB/NF-κB (A) realizado 

com 30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 

10mM. (B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinações de 

concentrações diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e com estimulo de LPS e mesma 

concentração de aminoácido. (P≤0,05; ANOVA e teste t). 
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Figura 14-B. Resultados expressos em média ± desvio padrão da expressão pNF-κB/NF-κB (A) 

realizado com 30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 

0,6mM; 2mM e 10mM. (B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. 

(C) combinações de concentrações diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 

2/5mM e 10/10mM. * indica diferença estatisticamente significativa entre os grupos sem 

estímulo e com estimulo de LPS e mesma concentração de aminoácido. (P≤0,05; ANOVA e 

teste t). 
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Figura 14-C. Resultados expressos em média ± desvio padrão da expressão pNF-κB/NF-κB (A) 

realizado com 30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 

0,6mM; 2mM e 10mM. (B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. 

(C) combinações de concentrações diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 

2/5mM e 10/10mM. * indica diferença estatisticamente significativa entre os grupos sem 

estímulo e com estimulo de LPS e mesma concentração de aminoácido. (P≤0,05; ANOVA e 

teste t). 
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8.6 RELAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS DO IKB-α 
(TOTAL E FOSFORILADO)  
 

Observamos uma tendência da diminuição da relação p-IκB/IκB ao aumentarmos a 

concentração de glutamina 10mM, indicando menor expressão da proteína de IκB ativa 

(fosforilada), figura 15-A. Esta tendência também foi observada para a exposição das 

Raw 264.7 a taurina 10mM, figura 15-B e igualmente para associação dos aminoácidos 

10/10mM, figura 15-C. 

0 0,6 2 10
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
S/LPS
C/LPS

*

*

*

Glutamina (mM)

p-
IK

B
αα αα

/IK
B

αα αα
(U

/A
)

(A)

 

Figura 15-A. Resultados expressos em média ± desvio padrão da expressão pIκB/IκB (A) realizado com 30 

minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 10mM. (B) 

concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinações de concentrações 

diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. * indica diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e com estimulo de LPS e mesma 

concentração de aminoácido. (P≤0,05; ANOVA e teste t). 
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Figura 15-B. Resultados expressos em média ± desvio padrão da expressão pIκB/IκB (A) 
realizado com 30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 
0,6mM; 2mM e 10mM. (B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. 
(C) combinações de concentrações diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM 
e 10/10mM. * indica diferença estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e 

com estimulo de LPS e mesma concentração de aminoácido. (P≤0,05; ANOVA e teste t). 
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Figura 15-C. Resultados expressos em média ± desvio padrão da expressão pIκB/IκB (A) 
realizado com 30 minutos de estímulo de LPS e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 
0,6mM; 2mM e 10mM. (B) concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. 
(C) combinações de concentrações diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM 
e 10/10mM. * indica diferença estatisticamente significativa entre os grupos sem estímulo e 

com estimulo de LPS e mesma concentração de aminoácido. (P≤0,05; ANOVA e teste t). 
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8.7 MIGRAÇÃO CELULAR 
 

 

No ensaio de migração celular utilizamos FMLP como quimioatraente. Os 

primeiros ensaios foram realizados com 24 horas de estímulo com FMLP, porém não 

foi observado migração celular. Decidiu-se realizar outro ensaio, neste, as células foram 

expostas 48 horas ao FMLP bem como aos aminoácidos glutamina, taurina ou 

glutamina/taurina. Observamos menor porcentagem de células migrando nas 

concentrações 0,6 e 2mM de glutamina, figura 16-A. Para taurina observamos aumento, 

dose-dependente, da porcentagem de células que migraram com o aumento das 

concentrações de taurina 5 e 10mM, figura 16-B. Já para associação de ambos 

aminoácidos não encontramos diferença estatisticamente significativa entre os 

diferentes tratamentos com os aminoácidos, figura 16-C. 
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Figura 16. Resultados expressos em média ± desvio padrão da migração celular (A) realizado com 48 

horas de estímulo de FMLP e concentrações diferentes de glutamina: 0mM; 0,6mM; 2mM e 10mM. (B) 

concentrações diferentes de taurina: 0mM; 1mM; 5mM e 10mM. (C) combinações de concentrações 

diferentes de glutamina e taurina: 0/0mM; 0,6/1mM; 2/5mM e 10/10mM. Letras diferentes indicam 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos tratados com diferentes concentrações de 

aminoácidos e com mesmo estímulo, ou seja, apenas na presença de LPS ou apenas na ausência de LPS 

(P≤0,05; ANOVA).  Em cada ponto avaliado foi utilizado (n=3 placas) 
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9.DISCUSSÃO 
 

 

O sistema imunológico preserva a integridade do organismo perante o ambiente 

que ele está inserido, de forma a defendê-lo de agentes agressores. O processo 

inflamatório apresenta papel crucial na eliminação desses agentes, destacando-se para 

esta função os monócitos e macrófagos, que após as barreias naturais da pele e mucosas, 

constituem a primeira linha de defesa contra infecções, apresentando papel chave na 

resposta imune (ABBAS et al., 2013). Essas células apresentam importante papel de 

fagocitar e destruir microrganismos, apresentar antígenos, fato que coloca essas células 

como importantes mediadores da resposta imune específica; e também de sintetizar 

diversas substâncias que atuam como mediadores inflamatórios, como por exemplo as 

citocinas (CAVALLO et al., 1994; ADAMS, 1992). 

 As reações imunológicas são essenciais para controle e eliminação da infecção, 

porém ao mesmo tempo se essa resposta ocorrer de forma demasiada, um estado de 

desequilíbrio pode se instalar, levando a lesão de tecidos, falência de órgãos e até morte 

do indivíduo (AKAMINE et al., 1994). 

Sabe-se que há muitos anos, o uso de nutrientes específicos é aplicado com o 

objetivo de modular o sistema imune em pacientes enfermos (CALDER, 2003). Esta 

intervenção é conhecida como imunonutrição ou terapia nutricional. 

Utilizada para evitar o agravamento de doenças, bem como, prevenir que o 

estado de subnutrição se estabeleça, a terapia nutricional tem papel central na 

recuperação e manutenção do estado de saúde de pacientes enfermos, uma vez que 

possui capacidade de fornecer quantidades adequadas de macro e micro nutrientes 

(FERREIRA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2006).  
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Os principais alvos da terapia nutricional são: a função da barreira de mucosas, a 

defesa celular e a inflamação local ou sistêmica. Para tanto, os nutrientes mais utilizados 

são: arginina, glutamina, aminoácidos de cadeia ramificada, ômega 3 e nucleotídeos 

(CALDER, 2003). 

Como já mencionado, os monócitos e macrófagos são células que apresentam 

diversas funções no sistema imune, incluindo elevada capacidade de secretar grande 

número de compostos, como por exemplo: enzimas, proteínas plasmáticas, espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio, prostaglandinas e citocinas. Para realizarem suas 

funções, essas células possuem elevada taxa de utilização de aminoácidos, 

especialmente quando ativadas. Dentre esses aminoácidos, podemos ressaltar a 

importância da glutamina e taurina. Há tempos que a literatura já demonstra a evidente 

importância destes aminoácidos para o metabolismo e funcionalidade celular. A 

glutamina vem sendo descrita como importante fornecedora de energia para células 

intestinais e células do sistema imune, fornecedora de nitrogênio para síntese de purinas 

e pirimidinas, substrato para gliconeogênese no fígado e também atua no equilíbrio 

ácido-básico nos rins. Já a taurina possui importante ação osmorregulatória, capacidade 

antioxidativa, controle da sinalização e homeostasia do cálcio, além do papel clássico na 

conjugação de ácidos biliares (WU et al., 1992; FROSINI et al., 2003).  Ambos 

aminoácidos ainda apresentam influência na produção de mediadores inflamatórios. 

Por este contexto, no estudo presente optamos pela investigação de aspectos da 

capacidade imunomodulatória dos aminoácidos glutamina e taurina em macrófagos da 

linhagem Raw 264.7. 

Inicialmente foi avaliada a viabilidade celular na presença dos aminoácidos 

glutamina e taurina, sobre as Raw 264.7 estimuladas com LPS, pelo ensaio de MTT. No 

primeiro ensaio, escolhemos 30 minutos para estímulo das células com LPS. Trabalhos 
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do nosso grupo, utilizando macrófagos peritoniais de camundongos, demonstraram que 

o tempo de 30 minutos foi suficiente para estimular a produção de citocinas sem levar à 

morte celular (FOCK et al., 2007). Porém, no atual trabalho, não  encontramos 

diferenças estatisticamente significativa nos ensaios de MTT, quando as células foram 

estimuladas com LPS por 30 minutos. Dessa forma, decidimos realizar outro ensaio de 

MTT com tempo de estímulo de LPS de 24 horas, mesmo tempo de exposição das 

células aos aminoácidos, glutamina ou taurina ou glutamina/taurina. Para este segundo 

ensaio, observamos que o aumento da concentração de glutamina para 10mM, na 

presença de LPS, levou a um aumento da viabilidade celular quando comparado com 

mesma concentração, porém ausente de LPS. O mesmo ocorre quando os aminoácidos 

são associados, nas concentrações 2/5mM e 10/10mM de glutamina e taurina 

respectivamente. 

Utilizando também 24 horas de estímulo com LPS, os resultados da viabilidade 

celular avaliados por citometria de fluxo igualmente demonstraram, que na presença de 

LPS o aumento da concentração de glutamina 2mM e 10 mM, levou a um aumento da 

viabilidade celular.  

Acreditamos que este fato possa ser explicado pelo importante papel da 

glutamina na proliferação celular. A literatura mostra que isso também já foi observado 

em outros tipos celulares, como por exemplo: linfócitos, enterócitos e células tumorais 

(NEWSHOLME e CALDER, 1997; OBRADOR et al.,2001; MATES et al., 2002). 

Em 1984, ENGSTROM e ZETTERBERG demonstraram que a produção de 

purinas e pirimidinas foi estimulada pela administração extracelular de glutamina. O 

primeiro passo para a síntese de novo de purinas, ocorre com a conversão de glutamina 

fosforibosilfosfato em ribose-5-fosfato. Assim como a síntese de pirimidinas se inicia 

com a produção de carbamail fosfato, a partir de glutamina, dióxido de carbono e 
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adenosina trifosfato. ARDAWI et al., 1983, demonstraram aumento da proliferação de 

linfócitos de ratos, em até quatro vezes após adição de glutamina ao meio de cultura. 

Neste trabalho encontramos resultados semelhantes, observamos menor número de 

células em fase G0/G1 do ciclo celular na presença de glutamina (0,6; 2 e 10 mM) 

quando comparado com o controle negativo 0 mM de glutamina e paralelamente, 

observamos que um número maior de células se encontra em estágio G2/S/M, ou seja, 

em divisão celular, na presença de glutamina. 

Outra hipótese se deve ao fato da glutamina estar relacionada com reparo e 

defesa celular. A glutamina pode modular a ativação de proteínas de estresse ou choque 

térmico (heat schock proteins - HSPs), que estão relacionadas com a resposta 

antiapoptotica celular. As HSPs desencadeiam respostas intracelulares quando a célula é 

exposta a algum estresse. Atuando de forma colaborativa para o reparo de estruturas na 

molécula proteica, bem como na identificação e remodelamento de proteínas 

danificadas durante uma situação de estresse. Estudos observaram que quando 2 a 

10mM de glutamina é adicionado ao meio de cultura, há um aumento da proteção de 

enterócitos submetidos a lesões do tipo oxidativo (WISCHMEYER et al., 1997). 

Em relação a exposição a taurina, não observamos diferença estatisticamente 

significativa para os ensaios de MTT tanto com 30 minutos quanto com 24 horas de 

exposição ao LPS. Porém no ensaio de viabilidade por citometria de fluxo, encontramos 

um número menor de células viáveis quando aumentamos a concentração de taurina 

(10mM) na presença de LPS. Observamos também a taurina (1 e 10mM) na presença de 

LPS quando comparado ao grupo de mesma concentração, porém sem estímulo, leva a 

um número menor de células em fase G2/S/Mitose do ciclo celular, portanto um menor 

número de células em divisão. Para estes resultados, nós hipotetizamos que possa haver  

influência da taurina na indução da apoptose e na inibição de proliferação celular. 
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 A literatura mostra que a taurina tem propriedades antitumorais, porém estes 

mecanismos ainda não são completamente elucidados. Estudos demonstraram em uma 

análise bioquímica, aumento da expressão da proteína pró-apoptotica “B-cell 

lymphoma-2-associated X (Bax) ” com o aumento das doses de taurina (ZANG et 

al.,2014). Segundo Neary PM et al., 2010, a taurina também atuar como agente 

antitumoral pela diminuição da expressão de metaloproteinase 2 e aumentando a 

expressão de N-acetilgalactosaminiltransferase. Outros estudos demonstraram que a 

taurina foi capaz de induzir apoptose em células de câncer de cólon de humanos, pelo 

aumento da expressão do gene modulador de apoptose, PUMA (ZANG X et al., 2014). 

Quando macrófagos são estimulados por LPS in vitro, há síntese de citocinas, 

como por exemplo TNFα, essa capacidade de síntese, deve-se ao fato do LPS conseguir 

ativar essas células por meio da sua ligação as proteínas CD14 e TLR4, presentes na 

membrana plasmática (MIYAKE, 2003). Isso leva a ativação de moléculas envolvidas 

na transdução do sinal com a fosforilação do inibidor do NFκB, IκB-α, que resulta na 

degradação do IκB-α e a subsequente liberação e migração do NFκB para o núcleo da 

célula, onde este promove a ativação de genes, entres eles os que codificam a síntese de 

citocinas (BEUTLER et al., 2006).  

Observamos neste trabalho, que houve uma tendência da diminuição de 

expressão da relação de p-NFκB/NFκB quando se aumentou a concentração de 

glutamina, portanto há menor expressão da proteína ativa, aquela capaz de migrar para o 

núcleo. A mesma tendência foi observada quando houve associação de 

glutamina/taurina. Paralelamente, o mesmo foi encontrado para relação p-IκB/IκB, ou 

seja, há menor expressão de proteína inibitória ativa de NFκB fosforilada, p-IκB. 

Concluímos, portanto, que a os aminoácidos glutamina e taurina quando em maiores 

concentrações (10mM) podem levar a diminuição da fosforilação do NFκB, fazendo 
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com que se tenha menor migração deste para o núcleo e menor transcrição de genes de 

citocinas pró-inflamatórias. 

 Esses resultados corroboram com os resultados encontrados na produção das 

citocinas pró-inflamatórias IL1α, Il1β e TNFα, uma vez que ao aumentarmos a 

concentração de glutamina e taurina, observamos menor produção das mesmas. 

Complementarmente, encontramos resultados opostos para a citocina anti-inflamatória 

IL-10, a qual teve maior síntese em resposta ao aumento dos aminoácidos. 

Em nosso grupo já foram encontrados resultados semelhantes, segundo LIMA et 

al., 2012, células de macrófagos peritoneais, quando cultivadas com glutamina em 

concentrações de 2 ou de 10 mmol/L, apresentaram redução da proteína fosforilada 

IκBα e também diminuição da expressão de NFκB fosforilado, bem como redução na 

produção de citocinas pró-inflamatórias como TNFα e IL1α. 

Também em concordância com nossos resultados, WISCHMEYER et al., 2003, 

relatou que a suplementação com glutamina acima de 4mmol/L possui capacidade de 

diminuir a produção de TNFα em células mononucleares do sangue periférico 

estimuladas in vitro com LPS, enquanto CRUZAT et al., 2009 demonstrou in vivo que a 

suplementação com glutamina na forma livre ou como dipeptídeo diminui a liberação de 

TNF-α imediatamente após o exercício intenso..  

Alguns estudos revelam que a glutamina diminui a produção de IL1, IL6 e IL8 e 

aumenta a produção de IL10 na mucosa duodenal de humanos (COEFFIER et al., 

2001). Segundo HUBERT-BURON et al., 2006, os efeitos no pré tratamento com 

glutamina reduz a produção de citocinas pró inflamatórias.  

Em contrapartida, WALLACE e KEAST, 1992 e YASSAD et al., 1997, 

demonstraram que o aumento da secreção de IL1 e IL6 por macrófagos estimulados por 

LPS é dependente da concentração de glutamina e ROGERO et al., 2010 demonstrou 
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que macrófagos peritoneais, quando estimulados com LPS e tratados com glutamina, 

apresentam redução na expressão das proteínas IKK-β e IκBα, levando a um aumento 

da expressão do NFκB e consequentemente aumentando também a síntese de TNFα. 

Segundo NEWSHOLME et al., 1999, macrófagos peritoneais de camundongos ativados 

com BCG e incubados em meio de cultura na presença de 2mM de glutamina 

apresentam a capacidade de sintetizarem TNFα em altas taxas quando estimulados por 

LPS. 

Um possível mecanismo da ação imunomodulatória da taurina, foi demonstrado 

pelo autor LIN et al., 2015, em um trabalho que utilizou ratos com inflamação hepática 

crônica, este autor observou que a taurina inibiu a sinalização da via TLR-4/ MyD88 e 

IkB/NFκB p65, suprimindo dessa forma proteínas associadas a inflamação e também 

citocinas, melhorando o quadro de inflamação hepática crônica. 

Sabe-se que a taurina tem atividade antioxidante, uma vez que atenua a 

toxicidade do ácido hipoclórico, pois ao reagir com este, produz o composto taurina-

cloramina Tau-Cl, que é mais estável e menos tóxico para as células, capaz de protege-

las do dano oxidativo causado por moléculas reativas, como o peróxido de hidrogênio, 

H2O2. 

Segundo KARABAY et al., 2008 o peróxido de hidrogênio pode atuar como 

sinalizador intracelular, ativando o NFκB e regulando a expressão e atividade da enzima 

iNOS, conferindo ao H2O2 função de segundo mensageiro para ativação do NFκB. 

Demonstraram neste mesmo estudo que o tratamento com taurina foi eficiente para 

diminuir os níveis de peróxido de hidrogênio em macrófagos estimulados com LPS, 

consequentemente levando a uma menor ativação de NFκB. 

Outros estudos também avaliaram os efeitos da taurina cloramina Tau-Cl em 

macrófagos estimulados com LPS. O LPS, conhecido como indutor da via do MAPK, e 
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este por sua vez capaz fosforilar e degradar o IκBα, ativando e translocando o NFκB 

para o núcleo. KIM e KIM , 2005 demonstraram que a Tau-Cl inibiu a ativação via de 

sinalização do MAPK induzida pelo LPS, portanto inibindo a ativação do NFκB. 

Observamos na associação dos aminoácidos glutamina e taurina, uma tendência 

da prevalência dos efeitos da glutamina. Há na literatura alguns trabalhos que 

correlacionam ambos aminoácidos. BOELENS et al., 2002, realizaram um estudo com 

pacientes com múltiplos traumas e com ratos em situação de estresse. Foi demonstrado 

por estes autores que os níveis plasmáticos de taurina aumentaram após dieta enteral 

enriquecida com glutamina, sugeriu-se que a glutamina atuaria como substrato e 

facilitador da disponibilidade plasmática de taurina. Consequentemente melhorando os 

distúrbios osmóticos observados pós trauma, bem como melhorando o quadro dos 

pacientes. 

Considerada uma propriedade singular do sistema imunológico, a migração 

celular, é o movimento constante e altamente regulado de componentes celulares através 

do sangue aos tecidos, sendo um processo essencial para desenvolvimento, homeostasia 

e cicatrização de tecido. A migração  é  mediada por uma combinação de processos 

químicos, mecânicos e moleculares (ALVES-FILHO et al., 2008), sendo que a 

participação de agentes quimiotrativos são importantes para esse processo  recrutando 

subpopulações específicas de leucócitos para o tecido inflamado (MULLER, 2003). 

Para o presente estudo foi utilizado FMLP com agente quimioatrativo das 

células Raw 264.7, uma vez que não obtivemos migração celular nos ensaios em que 

utilizamos LPS. 

Alguns estudos na literatura descrevem a capacidade da glutamina modular a 

funcionalidade de alguns tipos celulares. ROGERO et al., 2008 demonstrou que uma 

dieta suplementada com glutamina conseguiu reverter a funcionalidade (aumento da 
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capacidade de adesão, síntese de NO, H2O2, TNFα, IL1β e IL6) de macrófagos de 

animais prematuramente desmamados, quando comparados a macrófagos de animais 

prematuramente desmamados que receberam dieta ausente de glutamina. Entretanto, 

neste trabalho não encontramos efeito da glutamina sobre a migração das células Raw 

264.7. 

Observamos aumento dose-dependente da migração celular com o aumento da 

concentração de taurina. A literatura tem demonstrado que a taurina inibe a migração 

celular. Estudo realizado com células de câncer de mama demonstrou que a taurina 

reduziu a migração dessas células, bem como reduziu a expressão de genes relacionados 

a migração. Os mecanismos da ação da taurina sobre a migração ainda não estão 

totalmente elucidados, sugerindo que mais estudos devem ser direcionados a esta 

questão (CHOI et al., 2015).  
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10. CONCLUSÃO 
 

 

Nossos resultados de viabilidade celular indicam ação protetora da 

suplementação com glutamina, entretanto não conseguimos demonstrar o mesmo para 

suplementação com taurina.  

As células Raw 264.7 deste trabalho quando tratadas com maiores concentrações 

de glutamina na presença de LPS, apresentaram maior capacidade proliferativa. 

Demonstramos também que a exposição das células à taurina levou a uma menor 

proliferação celular. 

Nosso trabalho demonstra que macrófagos da linhagem Raw 264.7 quando 

suplementados com glutamina ou glutamina e taurina estimulados com LPS, apresentam 

menor produção das citocinas IL1α, IL1β e TNFα. E apesar de não encontrarmos 

diferença estatisticamente significativa, observamos tendência na diminuição da 

expressão da relação p-NFκB/NFκB. 

Em relação a migração celular não observamos diferença nas células tratadas 

com glutamina. Já a suplementação com taurina mostrou aumento da migração em 

dose-dependente. 

Concluímos que tanto a glutamina quanto a taurina possuem capacidade de 

modular aspectos da resposta imunológica de células Raw 264.7. 
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