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RESUMO

DOREA, Erika Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2022. Suplementacio
de Glutamina e Glutamato em dietas com baixo nivel de lisina digestivel para leitoes
desmamados. Orientador: Gabriel Cipriano Rocha. Coorientadores: Alysson Saraiva e Arele
Arlindo Calderano.

O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementacdo com L-glutamina
e L-glutamato (GIn/Glu), em dieta com baixo nivel de lisina, sobre o desempenho, parametros
sanguineos, integridade intestinal e contagem de placas de Peyer no intestino de leitdes. Cento
e cinquenta leitdes desmamados aos 21 dias de idade foram distribuidos em blocos
casualizados, de acordo com o peso inicial, em trés dietas, dez repeticdes e cinco animais por
unidade experimental. As dietas foram: Controle, inclusdo de 1,45% e 1,34% de lisina
digestivel (LisD) dos 21-33 dias e 33-47 dias, respectivamente; B-Lis, baixa LisD (90% da
concentracdo de LisD das dietas Controles); B-Lis + GIn/Glu, baixa LisD + 1,2% e 0,8% de
AminoGut dos 21-33 dias e 33-47 dias, respectivamente. Os dados foram analisados utilizando
o pacote estatistico SAS 9.4. Dos 21 aos 33 dias, a adi¢do de GIn/Glu na dieta com baixa lisina
proporcionou aumento (P<0,05) do consumo de racdo médio didrio (CRMD) dos leitdes, em
comparacao as demais dietas. Além disso, melhorou (P<0,05) o ganho de peso médio didrio
(GPMD) dos suinos no periodo experimental. Leitdes do Controle apresentaram melhor
(P<0,05) conversao alimentar (CA) dos 21 aos 47 dias de idade. Os niveis de imunoglobulina
G (IgG), creatinina e ureia no soro sanguineo nao foram influenciados (P>0,05) pelas dietas.
No duodeno, a dieta B-Lis + GIn/Glu proporcionou aumento (P<0,05) da altura de vilosidades
(AV), enquanto a dieta Controle nao diferiu (P<0,05) das demais. Nao houve efeito (P>0,05)
das dietas sobre a profundidade de cripta (PC) e relacdo AV:PC nos diferentes segmentos
intestinais. No ileo foi observada tendéncia (P=0,10) de aumento da AV e maior (P<0,04)
proliferagcdo de células caliciformes. No jejuno, as dietas nao influenciaram (P>0,05) os dados
morfométricos. A suplementagdo com GIn/Glu em dieta com baixa lisina (90% da exigéncia)
pode melhorar o desempenho e a integridade da mucosa intestinal de leitdes desmamados. A
reduc¢do do nivel de lisina piorou 0o GPMD, a CA, o peso aos 33 e 47 dias de vida e a propor¢ao
de células caliciformes duodenais, entretanto nao afetou os parametros sanguineos e a contagem

de placas de Peyer.

Palavras-chave: Glutamina. Glutamato. Morfologia intestinal. Leitdes desmamados. Lisina.



ABSTRACT

DOREA, Erika Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2022. Effects of
Glutamine and Glutamate on nursery pigs fed diets with low digestible lysine content.
Adpviser: Gabriel Cipriano Rocha. Co-advisers: Alysson Saraiva and Arele Arlindo Calderano.

This study investigated the effects of L-Glutamine and L-Glutamate (GIn/Glu) on growth
performance and intestinal health of nursery pigs fed low digestible lysine diets. One hundred
fifty piglets (21-d-old; 5.6 £ 0.55 kg initial BW) were distributed in a randomized block design,
with three treatments and ten replicates. Experimental diets were fed from 21 to 33 and 33 to
47 d of age. The treatments consisted of control, standard lysine level; low-lys, 90% of the
lysine level of the control diets; low-lys + Gln/Glu, low-lys diets supplemented with 1.2 and
0.8% of GIn/Glu (AminoGut, Ajinomoto) per phase. Alanine, inert and starch were used to
make treatments isoproteic and isocaloric. Data was analyzed with SAS 9.4 PROC GLM. From
21 to 33 d, pigs fed control or low-lys + GIn/Glu diets had improved ADG, G:F, and 33-d BW
compared to those fed low-lys diets (P<0.05). From 21 to 47 d, pigs fed control or low-lys +
GlIn/Glu diets had improved ADG and 47-d BW compared to those fed low-lys diets (P<0.05).
The supplementation of GIn/Glu in the diets improved G:F compared to those fed low-lys
(P<0.05). Pigs fed low-lys + GIn/Glu had higher duodenum villus height compared to those fed
low-lys (P<0.05), and pigs fed the control diet had intermediate results. Pigs fed control diets
had increased presence of goblet cells in duodenum compared to those fed low-lys (P<0.05),
and pigs fed the low-lys + GIn/Glu diet had intermediate results. Pigs fed low-lys + Gln/Glu
diets had increased presence of goblet cells in jejunum compared to the other treatments
(P<0.05). The diets did not influence Peyer's patches count (P>0.05). In conclusion,
supplementation of Gln/Glu on low lysine diets improved nursery pigs growth performance and

intestinal heath.

Keywords: Glutamine. Glutamate. Gut morphology. Piglets. Lysine.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Ao longo do tempo, as pesquisas sobre nutricdo proteica evidenciaram assuntos
relacionados a suplementacdo com aminodcidos essenciais (Wu et al., 2004; Bai et al., 2020;
Yap et al., 2020). No entanto, a inadequacio na sintese endégena de aminodcidos ndo essenciais
em periodos pds-desmame tem recebido, cada vez mais, aten¢gdo dos nutricionistas (Zhong et
al., 2011). Em granjas comerciais de suinos diversos fatores, inerentes ao animal ou externos,
atuam influenciando negativamente o balanco nitrogenado corpéreo, desempenho, fungdo
imunoldgica e saude animal (Madec et al., 1998; Duan et al., 2014; Johnson e Lay Junior, 2017;
Qi et al., 2020). De tal modo, que os aminoicidos Gln e Glu podem se tornarem
condicionalmente essenciais (Wu, 1998; Reeds e Burrin, 2001).

Estudos tém comprovado as funcdes variadas desempenhadas pela Gln e Glu em
diversas vias metabolicas, os quais sdo indispensdveis a regulacio do metabolismo do
nitrogénio e homeostase corporal (Domeneghini ez al., 2004; Watford, 2015; Zhang et al., 2016;
Wang et al., 2022). Entretanto, dietas para leitdes sdo relativamente carentes desses
aminodcidos e a sintese de novo pode ser insuficiente para 0 maximo crescimento do intestino
(Haynes et al., 2009). Desse modo, a suplementa¢do com esses aminodcidos funcionais pode
corrigir a deficiéncia nutricional e de sintese enddgena em circunstancias de imunodepressao e
elevado catabolismo muscular, sem a necessidade de aumentar a proteina total da dieta
(Watford, 2015).

O intestino é um 6rgdo multicelular complexo e toda sua dinamicidade resulta em alto
custo metabdlico ao organismo animal (Noblet er al., 1987). Estima-se que tecidos
gastrointestinais sejam responsaveis pelo consumo de 20% a 35% da energia disponivel ao
corpo (Lobley et al., 1980; Lv et al., 2018). Entretanto, o desmame precoce reduz
significativamente o consumo de alimentos, comprometendo a manutencdo da estrutura e
funcionalidade do intestino delgado (Le Dividich e Seve, 2000; Wang et al., 2015). Nesse caso,
redugdes acentuadas na maturacio de enterdcitos e maiores taxas de perdas celulares provocam
a atrofia de vilosidades e aumento da profundidade de criptas (Pluske et al.,1997; Xu et al.,
2000; Wang et al., 2015). O sistema imunoldgico pouco desenvolvido e a disponibilidade de
substratos nao digeridos favorecem a multiplicacio de patégenos e a ocorréncia de quadros de

diarreia (Blavi et al., 2021).



11

A GlIn e Glu sao relatados na literatura como os principais substratos oxidados no
intestino delgado (Reeds e Burrin, 2001). Sdo combustiveis importantes para a proliferacao,
diferenciagao e reparo das células epiteliais intestinais. Participam da sintese de antioxidantes,
mucossacarideos, da manutencio do balanco acidobdsico do plasma sanguineo e
gliconeogénese hepdtica e renal (Wu, 1998; Cruzat e Rogero, 2017; Lv et al., 2018). O
consumo de Gln pelas células imunes é comparavel ou superior ao da glicose, contribuindo para
expressdo de imunoglobulinas (Newsholme e Parry-Billings, 1990; Cruzat et al., 2018; Lv et
al.,2018). A Gln media a ativagdo da sinalizac¢do da proteina alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR), via essencial para o tamanho e a massa tecidual, estimulando fungdes anabdlicas. E
precursora de bases nitrogenadas, dcidos nucleicos e outros aminodcidos (Wu, 1998;
Newsholme et al., 2003; Cruzat et al., 2009).

Apesar das funcdes conhecidas da Gln e do Glu no organismo animal, estudos sobre os
efeitos da suplementacdo com esses aminodcidos no desempenho dos leitdes t€m sido
inconsistentes e essa variabilidade pode estar ligada a nutricao utilizada (Teixeira et al., 2014;
He et al., 2016; Johnson e Lay Junior, 2017; Silva et al., 2019). A reducdo da sintese proteica
devido a deficiéncia de aminodcidos no organismo animal j4 estd bem estabelecida (Sevé et al.,
1986; Conde-Aguilera et al., 2016), mas ndo se sabe se a suplementacdo dietética com
aminodcidos condicionalmente essenciais poderia reverter esse quadro. Assim, é relevante

elucidar os efeitos da Gln e Glu em dieta nutricionalmente deficiente, bem como, obter novas

informacdes sobre as mudangas metabdlicas que ocorrem a nivel intestinal.
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2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Glutamina e glutamato

Na natureza ha mais de 300 aminoécidos (AAs), mas apenas 20 tipos sdo encontrados
na constituicdo de proteinas corpdreas, os quais sdo classificados como essenciais (EAA) e ndo
essenciais (NEAA), a depender do requerimento e capacidade de sintese dos animais.
Estruturalmente compartilham caracteristicas comuns (exceto glicina e prolina), sdo providos
de um carbono central ligado aos grupamentos aminico, carboxilico, uma hidroxila e um
radical, caracteristico de cada AA (Dala-Paula, 2021). Tradicionalmente, a Gln e o Glu foram
classificados como NEAA (Rose et al., 1948; Curthoys e Watford, 1995). Entretanto, estes sdao
necessdrios para manutencao das fungdes intestinais € maximizacao do desempenho animal,
seja nas formas livres ou incorporados as proteinas (Fontana et al., 2003; Tomé, 2018; Rath e
Airoldi, 2021). Alteracdes no fluxo de Gln e Glu ocorrem em situagdes de estresse, trauma,
septicemia, patologias, fome, exercicio fisico intenso e deficiéncia imunoldgica (Rowbottom et
al., 1996). Nessas conjunturas, pode-se admitir a condicionalidade de essenciais, em razao da
capacidade de sintese endégena ndo ser compativel para manter o crescimento e o equilibrio de
nitrogénio corporal (Fontana et al., 2003; Watford, 2015; Santos et al., 2019).

O Glu (CsHoNOg) esta presente em grandes quantidades nos 6rgaos e tecidos do corpo
vivo (Yamaguchi e Ninomiya, 2000), fo1 isolado pela primeira vez em 1866 pelo alemao
Ritthausen, mediante hidrdlise dcida de gliadina, um composto do gliten (Rath e Airoldi, 2021).
Entretanto, a producdo em larga escala sé foi possivel a partir de 1956. Atualmente, o Glu é
produzido, principalmente, por fermentacdo de agucares oriundos da cana-de-agucar, beterraba,
mandioca, milho e outras fontes de glicose. Todas as bactérias gram-positivas corineformes
(Corynebacterium, Corynebacterium glutamicum) sio responsaveis pela producio do L-Glu,
que, também, pode ser sintetizado por microrganismos dos géneros Arthrobacter,
Brevibacterium, Micobacterium, etc. E em pequenas quantidades por fungos como Aspergillus
terreus rindieron e Ustilado maudis (Maluly et al., 2021).

O Glu pode ser sintetizado e metabolizado endogenamente mediante atuacdo das
chamadas aminotransferases, enzimas que catalisam rea¢des de transaminacao e desaminacao.
A primeira reagdo ocorre quando ha transferéncia do grupamento o-amino de uma molécula de
AA ao a-cetaglutarato, liberando o a-cetoacido. O a-cetaglutarato ao ser aminado doa sua dupla

ligacdo de oxigénio, se convertendo em Glu, produto final da maioria das transaminacoes.
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Assim, o Glu atua como doador especifico dos grupos aminos para diversas vias biossintéticas
ou de excrecdo. O Glu pode participar de nova reacdo de transaminacao, doando o grupamento
amino recebido ao oxaloacetato, retornando ao estado de a-cetaglutarato e formando o
aspartato, integrante do ciclo da ureia (Nelson e Cox, 2014).

A segunda reacdo € a desaminagdo oxidativa catalisada pela enzima glutamato
desidrogenase e ocorrente na mitocondria hepética. O Glu ao reagir com uma molécula de dgua
e de NAD(P), tem como produtos resultantes a-cetaglutarato, NAD(P)H, um fon de hidrogénio
e amonio livre, sendo este dltimo fonte do primeiro nitrogénio da ureia. As reacdes catalisadas
pelas aminotransferases sdo livremente reversiveis. A catdlise de conversdo de Glu em Gln, que
sdo intercambidveis, € mediada pela glutamina-sintetase (Obled, 2003), e ocorre quando o Glu
e ATP reagem para formacao de y-glutamil-fosfato, que se combina a amdnia livre produzida
nos tecidos, gerando Gln e fosfato inorgéanico (Nelson e Cox, 2014).

O Glu é um AA com potencial terapéutico, na literatura sdo descritos efeitos anti-
inflamatérios e benéficos ao desempenho, principalmente, nos primeiros 10 a 21 dias apds o
desmame (Kyoung et al., 2021). Em leitdes desmamados desafiados por lipopolissacarideos
(LPS) de Escherichia coli, a suplementacdo mostrou-se eficiente no aumento de enzimas
digestivas, reparo intestinal e melhorias da capacidade absortiva (Qin et al., 2018).

Outras fungdes do Glu foram descritas como a participa¢do na sintese de moléculas
bioativas como a glutationa (GSH), do neurotransmissor y-aminobutirato (GABA) e da ativag¢ao
de receptores gustativos (Curi et al., 2007; Burrin et al., 2008). Sua carga negativa permite a
estabilizacdo de proteinas, mas o impede de atravessar facilmente as membranas celulares e
transportadores de Glu sdo encontrados em baixa densidade na membrana plasmatica, com
excecao de células especializadas como as do sistema nervoso central, figado, intestino e rim
(Newsholme et al., 2003).

A GlIn (CsH10N203) € o AA mais abundante do plasma sanguineo e organismo (Wu et
al., 1995). Por ser quantitativamente o mais expressivo tecido corporal e pela capacidade de
sintese, o musculo esquelético € o principal reservatério deste AA, correspondendo a mais de
60% do pool de AAs nesse tecido (Curthoys e Watford, 1995; Fontana et al., 2003). A presenca
de dois grupamentos nitrogenados em sua composi¢do (a-amino e amida) torna a Gln como
principal veiculo transportador de nitrogénio da periferia para os 6rgaos viscerais. Desse modo,
¢ indispensavel em diversos processos metabdlicos como a producdo de amodnia pelo rim,
balango acidobdsico e sintese proteica (Wu et al., 1995). No citoplasma celular, a amida é

utilizada para sintese de purina, pirimidina e amino agicares. Na mitocOndria, a cadeia
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carbOnica e 0 a-amino servem como substratos para sintese de prolina, ornitina e arginina
(Reeds e Burrin, 2001). O Glu, de menor preco, ndo possui o grupamento amida, assim,
substitui parcialmente a Gln (He et al., 2016). No entanto, o Glu pode reduzir a atividade da
glutaminase (GLS), poupando a Gln para uso através de multiplas vias metabdlicas (Curthoys
e Watford, 1995).

Quando ha balanco nitrogenado negativo no organismo animal, € desencadeada a
degradacdo proteica, promovendo a liberagdo de AAs presentes no misculo esquelético e a
sintese de novo (Millward et al., 1989). Reacdes de transamina¢do de AAs permitem a formagao
de alanina (Ala) e Gln para suprimir as demandas corporais, uma vez que, estes AAs transitam
pelo sistema circulatério sem alterar o pH sanguineo e causar toxidez. As taxas de liberacao de
Ala e Gln para o meio extracelular sio aumentadas na presenca de glicocorticoides, a medida
que fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e insulina estimulam o transporte para
o meio intracelular (Cruzat e Rogero, 2017). A amodnia gerada no catabolismo de AAs ¢é
incorporada na sintese de Gln, deste modo, esse mecanismo contribui para desintoxicacao
corporal, removendo o excesso de amoOnia da musculatura para locais de consumo (intestino)
ou sua eliminagdo por meio da sintese de arginina e ureia no figado (Rowbottom et al., 1996;
Watford, 2015). Em estado pds-absortivo, cerca de 50% da sintese de Gln ocorre a partir da
captacao do Glu sanguineo (Cruzat e Rogero, 2017).

Embora muitos tecidos possam sintetizar Gln, apenas alguns sdo capazes de liberar
quantidades significativas para a corrente sanguinea. Além do musculo, contribui¢des liquidas
adicionais sdo verificadas em locais que apresentam atividade da enzima glutamina sintetase
(GS) como cérebro, figado, tecido adiposo, cora¢do e pulmio. Por outro lado, os sitios de
utilizacdo s@o compreendidos pelos rins, figado, trato gastrointestinal, neurdnios e células do
sistema imune (Newsholme e Parry-Billings, 1990; Cruzat et al., 2007; Cruzat e Newsholme,

2017).

2.2 Glutamina e glutamato na regulacio do consumo

O periodo do desmame impde estresse momentaneo aos leitdes, sendo considerado o
mais critico da criacdo de suinos. As mudangas de instalagdes e equipamentos como
bebedouros, comedouros e tipo de piso, desperta um comportamento exploratério do ambiente
(Campbel et al., 2013). A mistura de leitegadas e alteracOes da taxa de lotagdo induz a uma

vigorosa disputa para estabelecimento de hierarquias sociais durante as primeiras 24 e 48 h,
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desencadeando quadros de anorexia, desidratacdo e aumento da mortalidade (Bruininx et al.,
2001; Xiong et al., 2019). As alteracdes bruscas do regime alimentar podem gerar reacao
neofébica, comportamento natural em resposta a ndo familiaridade com o novo alimento, além
disso, os leitdes passam por um processo de aprendizagem sobre a disting@o entre fome e sede
(Tedo, 2009). O jejum péds-desmame demonstrado por alguns leitdes pode alcancar periodos
superiores a 60 h (Bruininx et al., 2002). De 3 a 5 dias pds-desmame pode haver balanco
energético negativo, sendo a ingestdo de energia metabolizavel ao final da 1* semana (entre 700
e 800 k] EM/Kg%7%) equivale a 60-70% da ingestdo de leite materno pré-desmame, demandando
até 2 semanas para alcancar niveis pré-desmame (Le Dividich e Seve, 2000). O consumo de
racdo estd fortemente correlacionado ao risco de ocorréncia de doencas no periodo pds-
desmame, principalmente, quando € inferior a 1 kg na primeira semana (Madec et al., 1998).

O Glu é um AA presente em alimentos como graos (milho e soja), tubérculos, vegetais,
carnes, produtos lacteos, mariscos e etc. (Ninomiya, 1998). Tem sido muito utilizado pela
inddstria alimenticia por ser um real¢ador de sabor. Essa propriedade foi descrita inicialmente
pelo quimico japonés Kikunae Ikeda em 1908, a partir do isolamento do acido glutdmico de um
caldo feito a base de alga marinha Kombu (Ikeda, 2002; Rath e Airoldi, 2021). O gosto distinto
presente no caldo foi descrito como umami, caracteristico de nucleotideos, aminoécidos e dos
sais de L-Glu, sendo considerado o quinto gosto basico do paladar humano (Yamaguchi e
Ninomiya, 2000; Zhang et al., 2017).

Substincias umami provocam aumento da secrecdo salivar, essa estimulagcdo pode se
tornar superior a uma refeicdo com gosto azedo (Stanska e Krzeski, 2016), também sdo
descritos como estimuladores de apetite (Masic e Yeomans, 2014; Stanska e Krzeski, 2016),
melhoradores de sabor, palatabilidade e aceitacdao dos alimentos (Rath e Airoldi, 2021). Em um
estudo, ratos demonstraram alta preferéncia (93-97%) por agua de consumo contendo 1% de
solugdo de glutamato monossodico (MSG), independente da racdo ingerida, em relagdo ao
controle. Além disso, foram detectados menores niveis plasmdticos de leptina, hormonio
regulador do apetite, nos ratos que tiveram acesso ao MSG (Kondoh e Torii, 2008).

A percepcdo do gosto é desencadeada por meio de quimiorreceptores dispostos em
células gustativas, que somadas as células de suporte formam os botdes gustativos, inseridos
nas papilas gustativas da lingua (fungiformes, foliadas e circunvaladas) e, também, no palato
mole e epiglote (Roura e Tedo, 2009). Os receptores de gosto sao estimulados por substancias
contidas nas dietas e dissolvidas na saliva, desencadeando processos quimicos € bioquimicos

que resultam em impulsos elétricos conduzidos por neur6nios até o cérebro (Nijima, 1990;
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Bolini e Silva, 2021). Os animais sdo fortemente avessos a compostos de sabor amargo, mas
sdo atraidos por estimulos doces e umami (Tinti et al., 2000). Os suinos t€ém uma preferéncia
positiva nao apenas por MSG e L-Glu, mas também por outros AAs que ndo siao percebidos
como umami pelos humanos, como a Gln (Tedo et al., 2010).

Substancias umami e doces sdo detectadas pela familia T1Rs, formada pelos receptores
TIR1, TIR2 e TIR3, os quais se apresentam acoplados a uma proteina G (GPCRs)
heterodimérica e manifestam-se principalmente em células gustativas (Stanska e Krzeski,
2016). Para que haja a percepcao do gosto umami é necessaria a formagdo do complexo T1R1-
T1R3 (sensivel a determinados AAs livres), e o TIR2-T1R3 (percepcdo dos sabores doces)
(Zhang et al., 2017). O receptor TIR1/T1R3 € ativado por Glu de forma muito mais eficaz do
que por outros AAs (Zhao et al., 2003). Entretanto, a Gln e 0 MSG em diferentes concentragdes
(0,5; 5 e 50 mM), se mostraram eficientes na estimulacdo dos receptores, sendo a resposta
diminuida na concentragdo mais alta (50 mM), desse modo, podem ser referidos como
saborizantes umami em suinos (Tedd, 2009).

Dentro da familia de GPCRs sido encontrados os receptores metabotropicos de Glu
(particularmente mGluR1 e mGluR4) (Yasuo et al., 2008). A ativacdo luminal de mGluR1
(encontrado na membrana apical das células principais e possivelmente nas células parietais)
pelo Glu da dieta pode mediar a secrecdo de pepsinogénio e a secrecdo de dcido cloridrico (San
Gabriel et al., 2007; San Gabriel e Uneyama, 2013). Teixeira et al. (2014), avaliando os efeitos
da inclusdo de 1,0% de Gln + Glu na racdo de leitdes na primeira semana pds-desmame,
verificaram o aumento do CRMD. Entretanto, nenhum efeito foi observado com inclusao de
0,5%, e a regressdao do consumo foi notada ao nivel de 1,5%, em comparacdo aos animais
alimentados com dieta contendo plasma.

A inclusdo de compostos saborizantes e odorantes em dietas de suinos jovens pode
aumentar a apeténcia alimentar, o tamanho e a frequéncia das refei¢cdes (Roura e Tedo, 2009).
No trabalho de Almeida et al. (2021), a suplementacdo de 1% de Gln + Glu em dietas para
leitdes desmamados aos 24 dias, estimulou o CRMD no periodo de 24-55 dias de idade. Em
contraste, Santos et al. (2019) verificaram reducdo do CRMD em leitdes alimentados com 1%
de Glu dos 0-15 dias pds-desmame, bem como, uma pior CA. Nos resultados de Abreu et al.
(2010), a associacdo de 1% de Gln e plasma modulou beneficamente o CRMD dos 21-35 e 21-
42 dias de vida dos leitdes. Entretanto, a inclusdo de Gln isoladamente ndo foi eficiente em
melhorar os parametros de desempenho dos animais nas duas primeiras semanas apds o

desmame. De acordo com os autores, a baixa contaminacdo ambiental e/ou a inclusdo do
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antibidtico na ra¢do podem justificar a auséncia de efeito da Gln, uma vez que, a suplementagdo
€ recomendada quando se assume a condicionalidade de essencial.

Ao estimular o paladar suino utilizando substancia umami, Nijima (1990) verificou
atividade eferente do nervo vago pancredtico e aumento da secre¢io de insulina fase cefdlica
pelas células B nas ilhotas de Langherans no pancreas. Foi sugerido que a fibra do nervo aferente
gustativo primdrio ao responder a solucdo umami aplicada sobre a lingua, provocou a ativacao
de neurdnios na regido dorsal niicleo motor do nervo vago ou nicleo ambiguo que inerva as
células B-pancredticas, induzindo a secre¢ao de insulina. Além disso, nas células B-pancreatica
a Gln pode ser oxidada para geracdo de Glu e 2-oxoglutarato, sendo utilizados para sintese de
glicose, promovendo aumento na relacio ATP/ADP, despolarizacdo de membranas, abertura
dos canais de cdlcio e aumento da concentragdo no citosol, havendo acentuada liberacdo da

insulina (Brosnan e Brosnan, 2013; Ribeiro Junior ef al., 2015).

2.3 Glutamina e glutamato e o peso corporal

No interior das células musculares, a Gln e Glu s3o importantes para o crescimento e
manutencao celular, esses AAs sdo precursores de GSH e regulam a expressao das proteinas de
choque térmico (HSP), que atuam na defesa celular contra o estresse oxidativo. As altas
concentragdes de Gln no interior das células da musculatura esquelética restringem o processo
de difusdo livre, assim, seu transporte € ativo, em um sistema dependente de sddio.
Comitantemente a absorcdo de Gln ocorre a captacdo de sédio e dgua, a hidratacdo celular
estimula a sintese proteica miofibrilar e a expressdao de genes envolvidos em vias anabdlicas
(Manda et al., 2010; Cruzat e Rogero, 2017).

Ao passo que o transporte de Gln € dependente da manutencdo de um gradiente e de
so6dio (Na*), entdo fatores que influenciam no transporte deste dltimo, possivelmente teriam
efeitos sobre o gradiente de Gln celular. A insulina ¢ um hormdnio que atua na regulacdo da
Na*-K*-ATPase, responsavel pelo transporte de glicose e AAs acoplados a Na*. Assim, a
insulina estimula diretamente o transporte de Na* e resisténcia a essa € evidente em casos de
endotoxemia e presenga de corticosteroides. Ratos tratados com endotoxina e corticosteroides
tiveram a Gln muscular reprimida, em virtude que tais fatores podem alterar o sistema de
transporte, refletindo sobre o gradiente de concentracdo no musculo e nas taxas de sintese de

proteinas (Millward et al., 1989).
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A concentracdo de Gln muscular é correlacionada diretamente com a taxa de sintese de
proteina muscular e a razdo RNA/proteina (Millward et al., 1989). Ao desmame precoce, o
sistema imunoldgico dos suinos ndo estd completamente desenvolvido, estresses metabdlicos
induzem a degradacdo proteica e a deplecdo de Gln intracelular e liberacdo (Newsholme e
Parry-Billings, 1990; Oliveira Junior et al., 2013; Cruzat e Rogero, 2017). Durante esse periodo
sdo observados a ativacdo de processos inflamatdrios, grandes danos teciduais, aumento
transitdrio da permeabilidade da mucosa, equilibrio eletrolitico absortivo-secretor perturbado e
alteracdes locais nos padrdes de citocinas (Lalles et al., 2007). Em Parra et al. (2013), leitdes
mostraram crescente aumento da expressdo de mRNA de citocinas (IL-8, IL-18 e TNF-a) no
intestino apds o desmame, sendo essa resposta intensificada quando os animais foram
desafiados com LPS de E. Coli.

De acordo com White et al. (1991), os niveis séricos de IGF-I foram reduzidos em 65-
70% com o desmame ou jejum aos 21 dias de idade. Os hormonios GH e IGF-I controlam mais
de 80% do crescimento pds-natal (Strle et al., 2004). As citocinas pré-inflamatdrias IL-1p e
TNF-a expressas no musculo desempenham papéis importantes na perda de massa muscular.
A IL-1p inibe a sintese proteica estimulada por IGF-I em mioblastos primdrios de suinos. A
producdo aumentada de IL-1 induz nas células musculares um estado de resisténcia ao receptor
de IGF-1, reduzindo em aproximadamente 50% a fosforilagdo da tirosina estimulada por IGF-1
de duas das principais moléculas de ancoragem do receptor a jusante, o substrato do receptor
de insulina (IRS)-1 e IRS-2 (Broussard et al., 2003).

He et al. (2019), avaliando os efeitos do desmame sobre o intestino, verificaram
aumento de 100 a 230% da expressao das citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-18 e IL-8) no
terceiro dia ao desmame, entretanto, essas alteracdes na expressdo foram marcadamente
anuladas pela suplementacdo de Gln. O IGF-I e a insulina sdo hormonios anabolicos, que
mediam seus efeitos bioldgicos através de receptores, proteinas tetraméricas providas de duas
subunidades a extracelulares e duas subunidades 3 transmembranares. Quando esses hormonios
ativam os receptores, ocorre uma mudanca conformacional e autofosforilacdo, permitindo o
recrutamento e fosforilagdo de substratos do receptor, como as proteinas IRS e Shc. She ativa
a via Ras-MAPK e IRS ativam, principalmente, a via PI3K-Akt (Boucher er al., 2014). A
deposicdo de massa do miusculo esquelético é controlada especialmente pela via IGF-
1/PI3K/Akt (Lambertucci et al., 2012).

Diante do exposto anteriormente, ao suplementar Gln e Glu dietéticos para a

manutencdo estrutural da mucosa intestinal nos eventos pds-desmame, possivelmente, em
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resposta se busca menor secre¢do de glicocorticoides e a ativacdo imunoldgica, evitando a
desregulagdo na producdo de citocinas. Portanto, menores seriam as taxas de conversao de EAA
ou NEAA para a sintese de Gln e a degradacdo de proteinas no tecido muscular, minimizando
as perdas de peso (He et al., 2016; Liu et al., 2002). De acordo com Windmueller ez al. (1982),
a existéncia de GIn no intestino pode diminuir significativamente a captagdo a partir da
circulacdo sanguinea. Os resultados de Hsu et al. (2012) mostraram que leitdes alimentados
com GIn (2%) apresentaram menores concentragdes plasmaticas de hormdnio
adrenocorticotréfico e cortisol, do que o grupo controle, no dia 14 apds desmame. Os estudos
de Liu ef al. (2002) indicaram que o desmame induziu a menores concentracdes de RNA no
tecido muscular esquelético e a recuperagdo ao nivel pré-desmame nao foi possivel mesmo apos
2 semanas. Entretanto, as concentracdes de RNA muscular foram aumentadas pela
suplementac¢do de Glu (1%). A concentragdo de RNA serve como marcador de proteina tecidual
e/ou da sintese enzimadtica, fatores essenciais para mantenga do crescimento.

O crescimento hipertréfico muscular é regulado por uma cascata de proteinas
controladas ou controladoras de mTOR, uma proteina quinase serina/treonina determinante
para iniciacdo da sintese proteica (Manda et al., 2010). A mTOR é compreendida pelos
complexos multiproteicos mMTORCI1: sensivel a nutrientes envolvidos em funcdes anabdlicas e
com fungdes associadas a biossintese de macromoléculas (proteinas, lipidios, nucleotideos e
acidos nucleicos), que favorecem o crescimento de células e tecidos, e limita processos
catabolicos (Laplante e Sabatini, 2009; Ben-Sahra et al., 2013; Howell et al., 2013; Ben-Sahra
e Manning, 2017). E o mTORC?2: relacionado a sobrevivéncia e proliferacdo de células (Hung
etal.,2012).

Informacdes sobre as funcdes da Gln e Glu na mTOR ainda sdo limitadas, € relatado na
literatura que a Gln € um importante modulador da ativacdo do mTORCI, e que a estimulagdo
deste reduz a autofagia celular (Laplante e Sabatini, 2009). Na musculatura esquelética, a
sintese de proteinas é desencadeada a partir da traducdo do mRNA, processo que envolve a
ligacdo deste e do metionil-tRNA a subunidade ribossomica 40S. Entretanto, para se ligar a
subunidade, o mRNA necessita do fator de inicia¢do eucaridtico 4F (elF4F), cuja a ativacdo é
reprimida pela complexagdo do elF4E a proteina ligadora do fator de iniciag¢do eucaridtico 4E
(4E-BP1), fator inibitério da traducao de proteina (Manda ef al., 2010).

Quando o mTORCI ¢ ativado, ocorre a fosforilagdo da proteina 4EBP1 e a liberacdo do
elF4E, o qual se liga aos fatores de iniciag@o de tradugdo eucarioticos G (eIF4G) e 4A (elF4A)
formando o complexo elF4F ativo (Kimball et al., 2000; Sonenberg e Hinnebusch, 2009),
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permitindo a ligagdo do mRNA a subunidade 40S e o processo de traducdo de proteinas (Manda
et al., 2010). De acordo com Kimball et al. (2000), leitdes submetidos a 18h de jejum tiveram
15% a mais de 4E-BP1 ligada ao elFAE em extratos musculares, em relacdo aos animais
alimentados. Além disso, a alimentagdo promoveu a associagdo de elF4G com elF4E, e na
presenca de rapamicina (inibidor de mTOR), a alimentacdo ndo estimulou essa associacdo e
manteve alto niveis de ligacdo de 4E-BP1 ao elF4E. Em outro estudo, ratos em estado
alimentado tiveram melhorias na montagem do complexo ativo eI[F4G-eIF4E e uma diminui¢ao
da montagem do complexo 4E-BP1-eIF4E inativo no musculo esquelético (Vary e Lynch,
20006).

A proteina ribossomica S6 (rpS6) também regula o processo de ligagdo do mRNA a
subunidade 40S, a qual tem atividade controlada pela proteina p70S6k. O mTORCI1 ativo
permite que a enzima p70S6k realize a fosforilacao da rpS6, aumentando a afinidade do mRNA
a subunidade 40S. Em contrapartida, o processo de ligacdo do tRNA ¢ regulado pelo fator de
iniciacdo eucaridtico 2B (elF2B), um translocador de nucleotideo que tem como funcdo
converter o elF2-GDP em elF2-GTP. Todavia, a proteina glucagon quinase sintetase 3 (GSK3)
reprime a atividade do elF2B (Manda et al., 2010).

Quando a Akt € ativada por estimuladores do crescimento como insulina e IGF-1,
promove a ativacdo do mTORCI1, fosforilando, diminuindo a atividade e desestabilizando a
proteina TSC2 (ou tuberina), interrompendo o complexo com a hamartina (TSC1) e induzindo
a degradacdo mediada por ubiquitina da TSC2. O complexo TSCI/TSC2 bloqueia a
fosforilacdo e ativacdo da p70S6K, 4E-BP1 e do mTOR, principais reguladores da tradugado e
crescimento celular (Inoki et al., 2002), além de aumentar a associa¢do de 4E-BP1 com elF4E
(Tee et al., 2002). A TSC1 e TSC2 sdo expressas no musculo esquelético (Vary e Lynch, 2006).
A Aktrica em prolina (PRAS40) exerce regulacio negativa da ativacdo do mTORCI1 ao se ligar
ao seu dominio e bloquear os sinais da Akt. Entretanto, quando a Akt é fosforilada e ativada,
essa fosforila a PRAS40 e remove a regulacdo negativa sobre o mTORCI, mecanismo
semelhante ocorre com a GSK3 (Haar et al., 2007; Hung et al., 2012).

Estresses celulares e deplecdo de nutrientes restringem o crescimento e podem ativar o
TSC1/TSC2 através da proteina quinase ativada por AMP (AMPK). A ativagdao da AMPK
ocorre quando ha redugdo dos niveis de ATP e maiores concentracdes de AMP nas células
(Hardie, 2007). Na musculatura, a AMPK regula o metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas. Em circunstincias de baixas reservas energéticas, como mecanismo de garantir a

sobrevivéncia celular e das fungdes vitais do organismo, a proteina AMPK estimula funcdes
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catabolicas ao passo que inibe as anabdlicas (Inoki et al., 2003; Gwinn et al., 2008). Ao suprimir
processos que demandam ATP, a AMPK atua como regulador negativo do mTORCI1 e inibidora
da sintese de proteinas musculares (Manda et al., 2010). Assim, a privacdo alimentar e os
estresses gerados durante as primeiras semanas do desmame sao prejudiciais ao ganho de massa
muscular, entretanto a AMPK se torna inativa em condic¢des de disponibilidade de nutrientes
(Gwinn et al., 2008).

O crescimento celular e a autofagia mediados pelo mTORCI1 sdo regulados pela
glutamindlise (Durén et al., 2012). A GIn € suficiente para sustentar a producdo de ATP na
auséncia de qualquer outro AA, Bodineau et al. (2021) determina pelo menos 2 mecanismos
pelo qual a GIn promove ativagdo do mTORCI1. O primeiro envolve a metabolizacdo de Gln
para producao de ATP inibindo a AMPK; e o segundo pela formacdo de Glu, seguido de a-
cetoglutarato. Leitdes suplementados com a-cetoglutarato mostraram maiores niveis de mRNA
e niveis de proteina fosforilada p70S6K, mTOR e 4EBP1 no musculo esquelético, ao promover
a capacidade do intestino delgado de absorver proteina, aumentando assim a deposi¢do de
proteina (Zhao et al., 2019).

Ratos desafiados por LPS apresentaram aumento na expressdo de mRNA de TNF-a e
IL-6 em relacdo ao controle (8,9 vezes e 8,4 vezes, respectivamente) e reducdes de IRS-1 e
Aktl fosforilada citosdlica, acompanhado por aumentos significativos na atrofia muscular
(Crossland et al., 2008). TNF-a ¢ provavelmente o responsavel pela desregulacdo de Akt
(Medina et al., 2005), bem como, do IRS-1 (Hotamisligil et al., 1996). Em Lambertucci et al.
(2012), os niveis de transcri¢do de mRNA de Akt foram aumentados aproximadamente 2 vezes
pela suplementacdo de Gln na musculatura esquelética de ratos, efeitos modulatérios sobre a
fosforilagdo desta proteina também foram observados. Verificaram ainda um aumento de quase
2 vezes na proteina mTOR e a reduc¢do do teor de proteina 4E-BP1 total e de seu mRNA, em
ratos diabéticos suplementados com Gln.

Os leitdes perdem cerca de 100 a 250 g no primeiro dia apdés o desmame, com
recuperacdo apods o terceiro dia (Le Dividich e Seve, 2000). Segundo Kyoung et al. (2021),
leitdes desmamados aos 28 dias e alimentados com 0,5% de Glu dietético demonstraram
melhorias no desempenho, aumentando o GPMD e o CRMD de 1-14 dias e dos 8-14 dias pds-
desmame, mas ndo demonstrando efeitos em periodos superiores. Por meio do fortalecimento
das funcdes da barreira intestinal, o Glu melhorou o aproveitamento de nutrientes promovendo
a digestibilidade ileal aparente e digestibilidade aparente total de matéria seca e energia em

comparagdo ao controle (Kyoung et al., 2021). Teixeira et al. (2014), investigando a inclusdo
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de diferentes niveis de Gln associada ao Glu na racdo de leitdes desmamados aos 21 dias,
constataram melhorias no desempenho. De 21-28 dias de idade, a alimentacdo com 1,0% de
Gln + Glu proporcionou melhora do GPMD e CA, que os leitdes da dieta controle positivo, por
outro lado, menor peso foi observado para suplementagao com 1,5%, nao havendo efeitos com
0,5% de inclusdo. Dos 21 aos 42 dias de idade, os animais alimentados com 0,5 e 1,0% de Gln
+ Glu tiveram melhor CA comparados aos da dieta controle positivo.

Melhorias no desempenho em resposta ao consumo de 1% de GIn + Glu foram
constatados no estudo de Almeida et al. (2021), promovendo o GPMD e melhor CA no periodo
inicial (24-42 dias de idade). Os estudos de Cabrera et al. (2013) demonstraram que leitdes
alimentados com 1% de Gln ou 0,88% de Gln + Glu melhoraram a CA nas primeiras semanas
apos o desmame. Nas pesquisas de Rodrigues et al. (2015), ndo houve efeito do tratamento
0,8% de GIn + Glu sobre 0 GPMD e a CA nos periodos pré-inicial I (24 aos 35 dias de idade)
e pré-inicial I + II (24 aos 46 dias). Os autores atribuiram a auséncia de diferencas entre os
tratamentos a qualidade da dieta ofertada, a qual era composta por ingredientes de alta
digestibilidade. Além disso, os animais passaram por um periodo de adaptacdo, recebendo dieta
uanica, ofertada dos 10 aos 23 dias de idade.

He et al. (2016) avaliaram os efeitos de dietas contendo diferentes concentracdes de Gln
e/ou Glu em leitdes desmamados. Os suinos alimentados com a dieta Gln a 1% apresentaram
GPMD e CA maiores do que aqueles alimentados com dieta controle durante os dias 0-14 e no
periodo geral (0-28 dias). Entretanto, os tratamentos contendo 0,1% Gln + 0,9% Glu; 0,2% GlIn
+ 0,8% Glu; e 1% Glu mostraram-se semelhantes ao controle para GPMD e CA. Durante 15-
28 dias nenhum efeito foi observado dos diferentes tratamentos para estes parametros. Os
efeitos da Gln na promocao do crescimento € um indicativo de que esta atende as necessidades
fisiologicas da mucosa intestinal. No trabalho Abreu ez al. (2010), as melhores respostas GPMD
e CA foram observadas nos animais alimentados com 1% de Gln, que os do controle, dos 21

aos 42 dias de idade.

2.4 Parametros séricos

A composi¢cdo bioquimica do soro sanguineo pode ser utilizada como método de
investigacdo do metabolismo de tecidos animais. O excesso ou deficiéncia de nutrientes da dieta
refletem sobre as concentragdes plasmaticas de varidveis como a ureia e creatinina,

considerados bons indicadores de andlise da degradacdo de proteinas corporais, adaptacio aos
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desafios nutricionais, desequilibrios metabdlicos e funcionamento de 6rgdos (Gonzdlez e
Scheffer, 2003).

Conforme descrito anteriormente, os estresses gerados no desmame reduzem o consumo
de alimento e as func¢des digestivas, limitando o aporte nutricional e a sintese proteica, as
reacdes catabdlicas provocam perdas de nitrogé€nio, reducdo de proteinas e aumento nas
concentracdoes de ureia no soro sanguineo (Zou et al., 2006). Os niveis de ureia sdo
influenciados ainda pelo contetido de proteina e lisina da dieta. Desse modo, pode ser usado
como critério para julgar o metabolismo das proteinas em animais e/ou o equilibrio de AAs
(Zhao et al., 2019).

Os estudos de Zou et al. (2006), indicaram uma tendéncia de diminuic¢ao de 17,36%,
nos primeiros dez dias apos o desmame, do nitrogénio ureico sérico de suinos suplementados
com Gln (1%) em comparacdo ao controle. Ja aos 20 dias apds o desmame, a tendéncia de
reducdo foi de 4,27% e as concentragdes de proteina total aumentaram 18,70% em suinos
suplementados com Gln. Ao utilizar niveis de inclusdo mais elevados de Gln (2%), Hsu et al.
(2012) verificaram o favorecimento do crescimento dos animais, entretanto, os niveis de ureia
sérica foram elevados, o que pode agravar os riscos de desequilibrio metabdlico aminoacidico.

No musculo esquelético, a creatina atua como reservatorio energético para a contracao
muscular, 95% de seu conteddo estd presente nesse tecido, sua capacidade de formacgao da
fosfocreatina é o mecanismo pelo qual ocorre a rdpida disponibilizacdo de ATP para as fungdes
metabolicas. A creatina pode ser adquirida via dieta ou sintetizada por reagdo de transaminacao,
em que a arginina doa seu grupo aminico para a glicina, havendo formacdo de ornitina e
guanidinoacetato no rim, este € transportado pelo sangue e metilado no figado, dando origem a
creatina (Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000). Maiores estoques de creatina estariam associados ao
aumento do peso corporal, uma vez que, essa tem alto poder osmético permitindo a retencao de
agua e estimulando a sintese proteica nos musculos (Souza et al., 2013).

A fosfocreatina ao ser catabolizada, em uma reacdo irreversivel, € convertida em
creatinina, que € excretada via renal e ndo pode ser reaproveitada pelo organismo. Os niveis de
creatinina € um medidor de massa muscular e sdo afetados pelo peso corporal, metabolismo
muscular, exercicio, status nutricional e estado de hidratacao (Kirsztajn, 2007). Altos niveis de
creatinina estdo associados a desidrata¢dao, dano muscular, fluxo renal reduzido, doengas renais,
e etc.; os niveis abaixo da normalidade refletem sobreidratacdo, miopatia e insuficiéncia

hepatica (Gonzalez e Scheffer, 2003).
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Quando os linfécitos B se tornam ativos, proliferam e diferenciam-se em células
secretoras de anticorpos (Abbas et al., 2011). Esses, denominados de imunoglobulinas,
compdem o sistema de defesa do organismo animal e visam impedir o estabelecimento de uma
infeccdo. S@o agrupadas em cinco classes e variam quanto as suas estruturas e funcgdes
bioldgicas, e sdo descritas como: imunoglobulina G (IgG), IgM, 1gA, IgE e IgD, A glicoproteina
IgG € a molécula de anticorpo com maior abundancia no soro sanguineo e tecidos (exceto
mucosas) (Delves et al., 2013). Sua produgao € aumentada em resposta a virus e bactérias,
visando bloquear a entrada desses microrganismos nas células do hospedeiro (Abbas et al.,
2011). Na presenca de bactérias, a IgG se liga a essas formando o complexo patégeno-
anticorpo, permitindo o reconhecimento e ativacdo de leucécitos como macréfagos, que
fagocitam e destroem o microrganismo invasor (Nelson e Cox, 2014). Os macréfagos sdo
células que utilizam apenas AAs ricos em nitrogénio como a Gln e arginina (Newsholme ez al.,
1999).

Alteragcdes na homeostase da microbiota, aumenta a susceptibilidade ao
desenvolvimento de doencgas intestinais e ativacdo de processos inflamatorios, elevando a
producdo de IgG sistémica (Fagundes, 2021). Entretanto, fatores estressores relacionados ao
desmame podem reduzir o aporte nutricional do animal e elevar a captacdo de Gln por diversos
orgdos, limitando o fornecimento deste AA as células do sistema imune. Animais
imunodeficientes estdo mais propensos ao desenvolvimento de colite ulcerativa e a translocacao
de bactérias para a circulacdo sanguinea (Fagundes, 2021). Em suinos a colite € responsdvel
por quadros de diarreia aquosa, desidratacio, perda de escore corporal € mau crescimento.

A exposicao da mucosa intestinal a alérgenos dietéticos pode causar hipersensibilidade
do tecido linfético, a ocorréncia de edemas de mucosa em leitdes jovens e quadros infecciosos
(Zou et al., 2006). Leitdes desmamados aos 21 dias de idade apresentaram taxas de diarreia de
50% a 60% durante 8 a 11 dias apos o desmame, e dos 12 aos 15 dias ainda havia taxas de 20
a 30%. Todavia, a suplementacdo com GIn permitiu a reducdo da taxa e duracdo de diarreia
p6s-desmame. No trabalho de He et al. (2016), os niveis IgG e IgM no soro foram aumentados
com a inclus@o de 1% de Gln em dietas para leitdes desmamados, por outro lado, nenhum efeito
foi observado mediante suplementagdo com 1% de Glu, comparado ao controle. De forma
semelhante, Hsu et al., (2012) verificaram aumento dos niveis de I[gG mediante suplementacao

com Gln.
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2.5 Morfologia intestinal

O intestino delgado € maior porcido do aparelho digestivo, na regido da mucosa sdo
encontradas invaginagdes tubulares denominadas de criptas de Lieberkuhn (responsdveis pela
proliferacdo celular) e proje¢des digitiformes (vilosidades), formando uma estrutura
tridimensional que amplia a drea de absor¢do de nutrientes, fons e dgua. A heterogeneidade
celular aumenta a complexidade da superficie intestinal, a qual é composta por uma mucosa
revestida por um epitélio simples cilindrico, dotado de células diferenciadas: absortivas ou
enterdcitos, células caliciformes (CC), de Paneth e enteroendécrinas (Edelblum er al., 2006;
Gunther et al., 2013).

Na lamina propria intestinal, constituida de tecido conectivo subepitelial, podem ser
observadas as placas de Peyer (PP), estruturas caracteristicas das porcoes distais do ileo. A
monocamada de células epiteliais que reveste as vilosidades € o limiar do conteddo luminal do
intestino e tecidos internos, e, também, o local inicial de interagc@o entre patégenos e hospedeiro.
Durante o ciclo de vida das células epiteliais, essas migram de seu local de origem (na base da
cripta) até a ponta das vilosidades, sendo a manutencdo de sua integridade estabelecida pelo
equilibrio entre as taxas de proliferacao e apoptose. Fatores estressores da mucosa, como jejum
e a hipersensibilidade a alérgenos dietéticos, resultam no aumento das perdas de enterdcitos
maduros, das taxas de migracdo dessas células, e o alongamento das criptas, afetando
negativamente a atividade enzimatica e absortiva (Brown et al., 1988; Li et al., 1990; Edelblum
et al., 2006; Gunther et al., 2013).

Os enterdcitos compdem a primeira linha de defesa inata, fornecem barreira fisica aos
microrganismos, a presenga de microvilosidades permite a absor¢do e transporte eficiente de
nutrientes (Campbel et al., 2013). Entre esses podem ser observadas as CC secretoras de
mucina, uma glicoproteina conjugada componente do muco. Essas células apresentam um
padrdo de migragdo tanto em direcdo as vilosidades, quanto para as regides mais profundas das
criptas (Brown et al., 1988). O muco realiza o revestimento do trato gastrintestinal, conferindo
efeito lubrificante e protetor contra danos fisicos (provocado pela digesta) e quimicos,
impedindo a autodigestdo estomacal (devido acdo de enzimas proteoliticas). O pH alcalino do
muco preserva o epitélio da alta acidez do suco géstrico. A quantidade de mucina produzida
influencia nas comunidades bacterianas, a qual age como falsos receptores se ligando a

bactérias patogénicas e dificultando a colonizacdo do trato digestorio (Maiorka, 2004; Gunther

etal., 2013).



26

Apesar da alta eficiéncia da imunidade inata a0 combate de microrganismos nocivos,
esses desenvolveram mecanismos de resisténcia ao longo do tempo. Quando ultrapassam
barreiras epiteliais, sdo reconhecidos por receptores de antigenos presentes em 6rgaos linfoides,
iniciando a resposta imunoldgica adquirida. Falhas nesses sistemas resultam em maior
susceptibilidade a doencas (Goldberg e Rizzo, 2015). Os linfécitos sdo as dnicas células que
apresentam receptores de antigenos, sdo diferenciadas pelas proteinas de superficie que recebe
a designacdo CD (cluster of differenciation - grupo de diferenciac@o). A linha de defesa contra
microrganismos intracelulares é mediada pelos linfécitos T, que reconhecem fragmentos
peptidicos de proteinas antigénicas ligados a moléculas do complexo de histocompatibilidade
maior (MHC), presentes nas células apresentadoras de antigeno (APCs). Os linfécitos T s@o
compreendidos por células T CD4" (Células T auxiliares) e células T CD8" (Linfécitos T
citoliticos ou citotoxicos). As primeiras auxiliam os linfécitos B na producdo de anticorpos e
células fagocitarias na eliminacgio do patégenos. Ja as CD8* destroem as células infectadas por
micrébios. Por outro lado, os linfécitos B reconhecem antigenos microbianos no meio
extracelular, e sdo as unicas células que produzem anticorpos (plasmdcitos) que reconhecem
antigenos e iniciam a ativacao celular (Abbas e Lichtman, 2007).

O extenso sistema imunolégico ao longo do TGI € representado por agregados de tecido
linfoide adjacente ao epitélio, formando nddulos e as PP, bem como, uma populacao difusa de
células epiteliais M (Silverthorn, 2017). As PP sdo foliculos elipticos que contém células T
CD4", produtoras de citocinas, e CD8" (Manhart et al., 2001). Tais foliculos capturam antigenos
e em resposta produzem imunoglobulinas (Ramaldes et al., 2002). As células M se dispdem
sobre as PP, fornecem informacdo do limen intestinal para as PP e, por serem compostas por
poucas microvilosidades, realizam absor¢do de proteinas intactas (Silverthorn, 2017; Aires,
2018).

O tecido linfoide associado a mucosa € sensivel a alteragdes no suprimento de substratos
nutricionais, a Gln é precursora de nucleotideos e fornece energia para células T e células
assassinas, a disponibilidade limitada de GlIn livre tem sido implicada como causa de disfuncido
imune (Juretic et al., 1994; Manhart et al., 2001). As PP sdo sensiveis a diferentes alteracdes
fisiopatologicas e nutritivas, e sdo indicativas da situacdo imunoldgica do intestino.
Camundongos alimentados com dieta com restricdo de proteina apresentaram atrofia dos
linfécitos nas PP e alteracdes na propor¢do de sinais coestimulatérios em células T e B,

reduzindo a expressao de imunoglobulinas. A restricao proteica de 4 dias causou uma perda de
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33% do rendimento total de células em PP. Assim, a desnutricdo prejudica a capacidade

proliferativa de linf6citos nas PP (Manhart et al., 2000).

2.6 Efeitos do desmame sobre a morfologia intestinal

Ja estd bem documentado que o intestino neonatal € particularmente sensivel ao estresse
do desmame precoce, o qual desencadeia uma cascata de efeitos adversos sobre a mucosa, que
se sustentam por quase 2 semanas. A desnutricao associada ao ambiente de alto desafio sanitario
comumente encontrado em granjas suinicolas e o sistema imunoldgico da mucosa imaturo
durante essa fase, induz a desregulacdo da renovacgdo celular. Bem como, a superproducao de
citocinas por linfocitos intraepiteliais ativados, interrompendo a formacgdo de jungdes apertadas
e resultando em processos inflamatdrios. Tais fatores impulsionam a apoptose de enterdcitos,
disfuncdes transitdrias da barreira intestinal e a suscetibilidade a infeccio (Pluske et al., 1997;
Edelblum et al., 2006; Lalles et al., 2007; Wang et al., 2015; He et al., 2019).

Ablacdes em células da cripta podem culminar em atrofia de vilosidades,
comprometendo as fungdes absortiva e secretora, causando a sobrecarga de nutrientes ndo
digeridos e processos inflamatdrios (Campbel et al., 2013). O consumo elevado de Gln pela
mucosa, reduz a concentragdo plasmaética deste AA, limitando o aporte energético ao intestino
(Zhou et al., 2006). Este pode perder até 18% do seu peso relativo e apresentar um decréscimo
de 40% da altura de vilosidades, durante os dois primeiros dias do desmame, e aumento de 64 %
das profundidades de criptas até o décimo quinto dia pds-desmame (Montagne et al., 2007).

Em suinos recém-desmamados, o jejum prolongado pode resultar numa diminuicdo da
producdo de muco e densidade de células caliciformes, viabilizando a colonizacdo por
patogenos, comprometendo a saude intestinal (Nufiez et al., 1996; Maiorka, 2004) e reduzir os
niveis de gastrina e colecistoquinina no plasma (Montagne et al., 2007). Toxinas bacterianas,
como enterotoxina da Escherichia coli, induzem a secre¢do coldnica de Cl e de fluido que, em
associacao ao aumento da motilidade, provocam quadros diarreicos e desidratagao (Silverthorn,
2017). Maiores prevaléncias de diarreia foram associadas aos menores ganhos didrios e 82%
das perdas de leitdes por causa especifica. Problemas digestiveis podem representar até 58%
das taxas de mortalidade nas semanas seguintes ao desmame. O desmame precoce €&
aconselhdvel na condi¢ao de que fatores de risco sejam ausentes ou minimizados (Madec et al.,

1998).
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2.7 Glutamina e glutamato e a integridade intestinal

Ap6s uma refei¢do, o conteido luminal constitui uma fonte adicional de substratos
metabdlicos para a mucosa do intestino delgado e corrente sanguinea (Watford, 2015). Diante
disso, o Glu que € catabolizado no citosol e mitocondrias de células intestinais, pode ser captado
do limen através da membrana apical de enterdcitos ou produzido a partir da Gln (Tomé, 2018).
A GIn dietética é capturada para o meio intracelular por transporte dependente (mais
expressivo) e independente de sédio, a taxa de absorcao € correlacionada positivamente com a
concentracdo no limen. Estima-se que cerca de 67-70% e 95% da GIn e Glu absorvidos,
respectivamente, sdo metabolizados pelos enterdcitos € o remanescente transportados pela
membrana basal para a circulacdo portal (Windmueller e Spaeth, 1980). Além disso, cerca de
20-25% da Gln arterial pode ser absorvida pelo intestino de leitdes desmamados (Reeds e
Burrin, 2001).

Nos enterdcitos, mediante atuacdo da enzima glutaminase fosfato-dependente, de
atividade elevada na mitocOndria, a Gln € oxidada em Glu e amoOnio livre. O Glu ao sofrer
transaminacdo, doa seu grupamento aminico a uma molécula de piruvato presente no meio,
havendo a formacdo de Ala e 2-Oxoglutarato, reacdo catalisada pela alanina aminotransferase
(ALT). A Ala pode ser absorvida pela circulacdo portal e direcionada ao figado, contribuindo
para sintese de glicose hepética e aumento das reservas energéticas musculares (Ribeiro Jinior
et al., 2015). Finch e Hird (1960) observaram que 47% da Gln adicionada em segmentos
intestinais foi recuperada como Ala. O 2-oxoglutarato € destinado a oxidag@o via ciclo de Krebs
para formacdo de piruvato, NADH e FADH». Estes ultimos, sdo incorporados a cadeia
transportadora de elétrons, contribuindo para a formagao de ATPs (Ribeiro Junior et al., 2015).
Ademais, o metabolismo da Gln pode contribuir para sintese de arginina, aspartato, CO2,
citrulina, ornitina e prolina (Wu et al., 1995).

O transporte de Gln através das membranas celulares € rapido, fornecendo 2 vezes mais
ATPs do que a glicose (Wu, 1995). Estudos demonstraram que a inclusdo de Glu e Gln em
dietas para leitdes permitiu a modulacdo de vias proteicas, estimulacdo da proliferacao de
células da mucosa, da expressdo de proteinas de juncdes apertadas e prevengdo da atrofia
intestinal (Lin et al., 2014; He et al., 2019). Reduzindo a permeabilidade intestinal a alérgenos
dietéticos, toxinas e a translocacdo de microrganismos potencialmente patogénicos ao sistema
circulatério (Duan et al., 2014; Wang et al., 2015). A administra¢do de Gln e/ou Glu reduziu a

atividade da GS, indicando que estes podem reduzir a sintese endégena de Gln no intestino
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delgado e, assim, melhorar a sintese de proteinas e a eficiéncia de utilizacdo de EAA e NEAA
(He et al., 2016).

Zhu et al. (2015) demonstraram que a privagdao de Gln inativa a mTOR e as vias de
sinalizacdo de proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK), levando a autofagia em células
epiteliais do intestino (IPEC-1). Contudo, a inclusdao de 5 mM de Gln em meio de cultura de
IPEC-1, além de suprimir a autofagia, aumentou o conteido de proteina, a fosforilacdo de Akt
e a proliferacao celular. De acordo com Qin et al. (2018), a suplementa¢do com Glu melhorou
arazdo AV:PC do jejuno, as atividades ileais da lactase, maltase e sacarase, a razaio RNA/DNA
e abundancia proteica de Claudina 1 (CLDN1) no jejuno e ileo. Além disso, os leitdes
alimentados com dietas com Glu apresentaram maior mTOR fosforilado (Ser 2448) em relacdo
ao mTOR total no jejuno e ileo. Em contraste, He et al. (2016) relataram que a morfologia da
mucosa do intestino delgado de leitdes (AV, AV:PC e PC) ndo foi influenciada por dietas
contendo Gln e/ou Glu.

Em trabalho recente, suinos desmamados e alimentados com 0,5% de Glu apresentaram
maior AV no duodeno, AV:PC e niimero de CC no duodeno, jejuno e ileo. Maior abundancia
de genes da familia CLDN 1, 2 e 3, ocludina (OCLN) e mucina 1 (MUCI1) foi observada com
a suplementacdo de 0,5% de Glu (Kyoung et al., 2021). No estudo de Wang et al. (2015), 1%
de Gln dietética permitiu maior expressao de proteinas de jun¢des celulares da familia CLDN1,
2 e 3, OCLN e zonula occludens (ZO2 e ZO3), reduzindo a permeabilidade do jejuno e os niveis
de hormonio liberador de corticotrofina. Tais abordagens fornecem evidéncias sobre efeitos
benéficos da suplementacdo dietética de Gln e Glu sobre a integridade e funcionalidade do
intestino delgado em condicdes de estresse.

Teixeira et al. (2014) relataram que leitdes alimentados com 1% de GIn + Glu
apresentaram menor escore de diarreia, quando comparado ao controle positivo. Além disso,
niveis de 0,5% e 1,0% de Gln + Glu aumentaram a relacdo AV:PC e reduziram a PC no duodeno
na semana seguinte ao desmame. Neste mesmo periodo, 1% de Gln + Glu aumentou a AV:PC
do jejuno, ndo havendo efeitos sobre o ileo. Aos 42 dias, leitdes alimentados com dietas
contendo 0,5 e 1,0% de Gln + Glu apresentaram maior peso absoluto do intestino delgado. Em
contraste, Rodrigues et al. (2015) verificaram que dietas com 0,8% de Gln + Glu ndo se
mostram eficientes na redugdo da frequéncia de diarreia de leitdes desmamados. Com relacdo
a morfologia intestinal, nenhum efeito foi observado sobre a AV do intestino delgado,

entretanto maiores PC foram observadas em leitdes alimentados com Gln + Glu.
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Xiong et al. (2020) avaliaram os efeitos da suplementacdo dietética, em leitdes
desmamados aos 21 dias, com diferentes fontes de energia na expressdo proteica da via de
sinalizagdo do complexo do mTORCI1. Verificaram no dia 14 pdés-desmame, que suinos
alimentados com Gln tiveram maior expressdo de mTOR e p-mTOR nas vilosidades jejunais
do que com d6leo de soja. Aos 28 dias, a Gln reduziu a AMPK das vilosidades, mas nao
influenciou na expressdo de mTOR, 4EBP1 e S6K, e suas formas fosforiladas, em comparagdo
com 6leo de soja. Nas criptas jejunais, aos 14 e 28 dias a Gln aumentou a expressdo de 4EBP1.

Segundo He et al. (2016), no duodeno, jejuno e ileo, a suplementacio dos suinos com
1% de GIn diminuiu os niveis de expressao relativa do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma y (PPARy) e aumentou a abundancia de mTOR, em comparagdo ao controle. De
acordo com os autores, a suplementacdo de 1% de Gln em dietas de leitdes desmamados pode
modificar a satide intestinal e melhorar a digestibilidade de nutrientes de modo a beneficiar o
desempenho de crescimento.

Em Abreu et al. (2010), a contagem de linfécitos, assim como, as varidveis de
morfologia intestinal (AV, AV:PC e PC) do duodeno, jejuno e ileo, ndo foram afetadas pela
suplementagcdo com 1% Gln. Segundo os autores, a idade dos animais no momento de coleta
dos segmentos intestinais (42 dias de vida) pode influenciar na resposta da suplementagdo sobre
a morfologia intestinal. Leitdes mais velhos demonstram sistemas digestivo e imunolégico mais
desenvolvidos, tornando os animais menos sensiveis ao estresse do desmame. Os resultados de
Liu et al. (2002) demonstraram que, em comparacdo com leitdes controle, a atrofia jejunal
durante a primeira semana pds-desmame foi prevenida pela suplementacio de Gln e Glu (1%)
e a capacidade absortiva do intestino delgado foi melhorada. Aos 14 dias pés-desmame a dieta
com Glu se mostrou mais eficiente no aumento da AV duodenais que com Gln.

As pesquisas de Manhart ef al. (2001) evidenciaram que a administragdo oral de Gln
melhora o sistema imunolégico do intestino por meio do aumento do nimero de linfdcitos, e
prevenindo a atrofia destes em PP apds desafio com endotoxina. Camundongos desafiados com
LPS tiveram diminuicdo de 30% nas células B e 45% do total de células T. Porém, a
suplementagdo com Gln aumentou 41% de células B em camundongos saudaveis e 82% em
camundongos com LPS. Semelhantemente, o nimero de células T também foi aumentado com
inclusdo de Gln em comparag¢do com camundongos sauddveis alimentados com dieta controle,
bem como aqueles impulsionados com LPS. As células CD4" e CD8" foram reduzidas apés a
administracio de LPS no grupo controle, mas permaneceram inalterados nos animais

alimentados com Gln. LPS causou uma deplecdo de 42% da GSH em PP, que foi prevenida
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pela administracdo de Gln. Os autores associaram os efeitos da Gln sobre a manuten¢do dos

linfécitos PP ao ser estimulatoria da sintese de GSH.
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CAPITULO 2

SUPLEMENTACAO DE GLUTAMINA E GLUTAMATO EM DIETAS COM BAIXO
NIVEL DE LISINA DIGESTIVEL PARA LEITOES DESMAMADOS

Resumo - O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementa¢do com L-
glutamina e L-glutamato (GIn/Glu), em dieta com baixo nivel de lisina, sobre o desempenho,
pardmetros sanguineos, integridade intestinal e contagem de placas de Peyer no intestino de
leitdes. Cento e cinquenta leitdes desmamados aos 21 dias de idade foram distribuidos em
blocos casualizados, de acordo com o peso inicial, em trés dietas, dez repeticdes e cinco animais
por unidade experimental. As dietas foram: Controle, inclusdo de 1,45% e 1,34% de lisina
digestivel (LisD) dos 21-33 dias e 33-47 dias, respectivamente; B-Lis, baixa LisD (90% da
concentracdo de LisD das dietas Controles); B-Lis + GIn/Glu, baixa LisD + 1,2% e 0,8% de
AminoGut dos 21-33 dias e 33-47 dias, respectivamente. Os dados foram analisados utilizando
0 pacote estatistico SAS 9.4. Dos 21 aos 33 dias, a adi¢do de Gln/Glu na dieta com baixa lisina
proporcionou aumento (P<0,05) do consumo de racdo médio didrio (CRMD) dos leitdes, em
comparacdo as demais dietas. Além disso, melhorou (P<0,05) o ganho de peso médio didrio
(GPMD) dos suinos no periodo experimental. Leitdes do Controle demonstraram melhor
(P<0,05) conversao alimentar (CA) dos 21 aos 47 dias de idade. Os niveis de imunoglobulina
G (IgG), creatinina e ureia no soro sanguineo nao foram influenciados (P>0,05) pelas dietas.
No duodeno, a dieta B-Lis + GIn/Glu proporcionou aumento (P<0,05) da altura de vilosidades
(AV), enquanto a dieta Controle nao diferiu (P<0,05) das demais. Nao houve efeito (P>0,05)
das dietas sobre a profundidade de cripta (PC) e relagdo AV:PC nos diferentes segmentos
intestinais. No fleo foi observada tendéncia (P=0,10) de aumento da AV e maior (P<0,04)
proliferacdo de células caliciformes. No jejuno, as dietas nao influenciaram (P>0,05) os dados
morfométricos. A suplementacdo com Gln/Glu em dieta com baixa lisina (90% da exigéncia)
pode melhorar o desempenho e a integridade da mucosa intestinal de leitdes desmamados. A
reducdo do nivel de lisina piorou o GPMD, a CA, o peso aos 33 e 47 dias de vida e a propor¢ao
de células caliciformes duodenais, entretanto nao afetou os parametros sanguineos e a contagem

de placas de Peyer.

Palavras-chave: Glutamina. Glutamato. Morfologia intestinal. Leitdes desmamados. Lisina.



44

EFFECTS OF GLUTAMINE AND GLUTAMATE ON NURSERY PIGS FED DIETS
WITH LOW DIGESTIBLE LYSINE CONTENT

Abstract - This study investigated the effects of L-Glutamine and L-Glutamate (GIn/Glu) on
growth performance and intestinal health of nursery pigs fed low digestible lysine diets. One
hundred fifty piglets (21-d-old; 5.6 + 0.55 kg initial BW) were distributed in a randomized
block design, with three treatments and ten replicates. Experimental diets were fed from 21 to
33 and 33 to 47 d of age. The treatments consisted of control, standard lysine level; low-lys,
90% of the lysine level of the control diets; low-lys + GIn/Glu, low-lys diets supplemented with
1.2 and 0.8% of GIn/Glu (AminoGut, Ajinomoto) per phase. Alanine, inert and starch were
used to make treatments isoproteic and isocaloric. Data was analyzed with SAS 9.4 PROC
GLM. From 21 to 33 d, pigs fed control or low-lys + GlIn/Glu diets had improved ADG, G:F,
and 33-d BW compared to those fed low-lys diets (P<0.05). From 21 to 47 d, pigs fed control
or low-lys + GIn/Glu diets had improved ADG and 47-d BW compared to those fed low-lys
diets (P<0.05). The supplementation of GIn/Glu in the diets improved G:F compared to those
fed low-lys (P<0.05). Pigs fed low-lys + GIn/Glu had higher duodenum villus height compared
to those fed low-lys (P<0.05), and pigs fed the control diet had intermediate results. Pigs fed
control diets had increased presence of goblet cells in duodenum compared to those fed low-
lys (P<0.05), and pigs fed the low-lys + GIn/Glu diet had intermediate results. Pigs fed low-lys
+ GIn/Glu diets had increased presence of goblet cells in jejunum compared to the other
treatments (P<0.05). The diets did not influence Peyer's patches count (P>0.05). In conclusion,
supplementation of GIn/Glu on low lysine diets improved nursery pigs growth performance and

intestinal heath.

Keywords: Glutamine. Glutamate. Gut morphology. Piglets. Lysine.
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1 INTRODUCAO

O desmame precoce de leitdes estd associado a vérios fatores estressores, como a
separacdo abrupta da mae, altera¢des ambientais, mistura de leitegadas e a troca da dieta liquida
para a sélida (Molino e Balbino, 2010). A consequente queda da imunidade, verificada nessa
fase, aumenta a susceptibilidade a doencgas, prejudicando o desempenho e elevando a taxa de
mortalidade (Quadros et al., 2002; Brown er al., 2006). Os altos niveis de estresse
comprometem a sadde gastrointestinal, diminuindo a expressdo de células caliciformes e a
producdo de muco (Dunsford et al., 1991; Nufiez et al., 1996; Maiorka, 2004).

Apdés o desmame o sistema enzimdtico-digestivo, ainda em processo de
desenvolvimento, limita a capacidade de digestdo e aproveitamento de determinados
ingredientes como a soja. O farelo de soja, importante fonte proteica em racoes de suinos, possui
fatores antinutricionais e antigenos dietéticos predisponentes a diarreia pos-desmame, como a
glicinina e B-conglicinina (Brumano e Gattés, 2004). Os quais reduzem a atividade de enzimas
digestivas, provocam hipersensibilidade transitéria, o encurtamento de vilosidades e hiperplasia
de criptas, resultando em ma absorcao e interferindo negativamente nas taxas de crescimento
dos leitdes (Li et al., 1990; Li et al., 1991). Diante desse cendrio, diversos produtos t€ém surgido
no mercado com o intuito de melhorar a sadde intestinal e auxiliar no desempenho dos leitdes
na fase de creche.

A GlIn tem sido estudada pelo seu estimulo anabodlico sobre os tecidos, atuagdo no
turnover de enterdcitos e modulagdo da expressao de genes relacionados a sobrevivéncia celular
(Curi et al., 2005). E uma importante fonte de energia para a proliferacio de células do sistema
imune, aumento dos niveis séricos de imunoglobulinas e prevencdo da atrofia de tecidos
linfoides em placas de Peyer (Yaqoob et al., 1997; Manhart et al., 2001).

O Glu possui papel vital em variadas rotas metabdlicas, fornecendo energia e nitrogénio
para proliferacdo celular, sintese de compostos nitrogenados, tamponante, de
neurotransmissores e antioxidantes (Lobley et al., 2001; Newsholme et al., 2003). Estudos
sugerem que a suplementacdo com Gln e Glu estimula o consumo de leitdes, melhora a razio
entre a altura das vilosidades e a profundidade da cripta, a digestibilidade de nutrientes e a
expressao de células caliciformes (He et al., 2016; He et al., 2019; Kyoung et al., 2021).

O balango de nitrogénio essencial e nao essencial pode aumentar a eficiéncia da sintese
de proteinas, regular a oxidacdo de aminodcidos, reduzir a excre¢ao de nitrogénio e otimizar o
custo da dieta animal (Yang et al., 2009; NRC, 2012; He et al., 2013). A lisina € considerada o

primeiro aminodcido limitante em suinos alimentados a base de cereais (Genova et al., 2017),
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a suplementagdo dietética pode afetar diretamente a morfologia intestinal e o desempenho
animal, sendo de fundamental importancia particularmente sob condi¢des estressantes, como o
desmame (He et al., 2013).

Diante da variabilidade de fatores influencidveis e evolucio genética, as exigéncias de
lisina sdo comumente subestimadas em dietas préticas (NRC, 2012). De acordo com Gomes et
al. (2021), a oferta dos aminoécidos Gln e Glu melhora o desempenho de leitdes desmamados,
independentemente dos niveis de lisina da dieta. Entretanto, os efeitos desses aminodcidos
podem ser modulados pela qualidade da dieta ofertada, uma vez que, ingredientes altamente
digestiveis podem minimizarem os impactos da nutri¢do sobre a morfologia intestinal no pds-
desmame (Berto et al., 1997).

Os resultados de estudos sobre a inclusdo de Gln e Glu em ragdes para leitdes no pos-
desmame ainda s3o controversos, parte disso se relaciona aos diferentes fatores que podem
influenciar a necessidade real de cada um dos aminodcidos: dosagem, periodo de
suplementacgdo, estado nutricional e estdgio de desenvolvimento do animal (Watford, 2015).
Ademais, a maioria das pesquisas mostraram resultados da suplementacdo com Gln e Glu a
partir de dietas atendendo as exigéncias nutricionais. De acordo com Rhoads e Wu (2009), a
Gln promove a proliferacdo celular e exerce efeitos citoprotetores diferenciais em resposta a
privacdo de nutrientes. Além disso, a digestibilidade de proteina dietética e lisina pode ser
melhorada de forma adaptativa a caréncia de aminoacidos, bem como, desencadear mecanismo
compensatorios que estimulam o transporte celular de aminodcidos com efeitos anabdlicos.
Entretanto, trabalhos sobre restricao de lisina em leitdes desmamados sdo limitados (Gazzola
et al., 2001; Gaccioliy et al., 2006; Yang et al., 2009).

Com o consequente aumento do catabolismo e da suscetibilidade as disfuncdes
intestinais em periodos poOs-desmame, espera-se que a inclusdo de Gln e Glu em dietas
deficientes em lisina contribua para a melhora do desempenho produtivo, modulaciao benéfica
da resposta imune e manutencio da integridade intestinal de leitdes. Desse modo, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacao com Gln e Glu sobre o consumo de ragao,
ganho de peso corporal, conversdo alimentar, parametros sanguineos, integridade intestinal e
contagem de placas de Peyer de leitdes desmamados aos 21 dias de idade e alimentados com

dietas nutricionalmente deficientes.
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2 MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental seguiu aos principios éticos em pesquisa animal (CONCEA,
2016) e foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais de Producio da Universidade

Federal de Vicosa (CEUAP-UFV), protocolo n° 031/2021.

2.1 Desenho experimental e dietas

O experimento foi conduzido em salas de creche de uma granja comercial localizada em
Santo Antdnio do Grama, Minas Gerais, Brasil. Foram utilizados 150 leitdes (DB 90 x LQ DB),
fémeas e machos castrados, desmamados aos 21 dias de idade, com peso inicial de 5,61 + 0,55
kg. Ao desmame, os leitdes foram distribuidos em delineamento em blocos casualizados, de
acordo com o peso inicial, em trés dietas, dez repeticdes e cinco animais (incluindo fémeas e
machos) por unidade experimental. A unidade experimental foi representada por baia.

Os animais foram alojados em baias suspensas de 1,75 x 1,00 m, com piso plastico
estrado e laterais de aco, providas de comedouro semiautomético e bebedouro tipo chupeta,
localizadas em prédio de alvenaria. As temperaturas foram monitoradas diariamente as 08:00
horas durante o periodo experimental, por um o termdmetro posicionado a meia altura do corpo
dos animais e disposto em uma baia vazia, sendo observadas temperaturas mdxima e minima
de 28,45 £ 1,89°C e 17,85 £2,03°C, respectivamente.

As ragdes foram fornecidas em duas fases, sendo dos 21 aos 33 dias e dos 33 aos 47 dias
de idade (Tabela 1, apéndice A). As dietas, isoproteicas e isoenergéticas, foram assim
constituidas: Controle, com a inclusao de 1,45% e 1,34% de lisina digestivel (LisD) de 21 a 33
e 33 a 47 dias de 1dade, respectivamente, conforme recomendado por Rostagno et al. (2017);
B-Lis, baixo nivel de LisD, correspondendo a 90% da concentragdo de lisina da dieta de
Controle, suplementando com amido e alanina; B-Lis + GIn/Glu, suplementada com 1,2% e
0,8% de AminoGut de 21 a 33 e 33 a 47 dias de idade, respectivamente (AminoGut, Ajinomoto
Biolatina, SP, Brasil. Produto composto por L-glutamina (min. 10%) e L-glutamato (min. 10%),

utilizado em substituicdo ao amido, alanina e inerte).
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2.2 Desempenho e incidéncia de diarreia

As ragdes e a dgua foram fornecidas a vontade durante o periodo experimental (26 dias).
Para determinar as varidveis de desempenho, os animais, o fornecimento e as sobras de ra¢des
foram pesados aos 21, 33 e 47 dias de vida dos leitdes para cdlculo do consumo de ragao médio
didario (CRMD) e ganho de peso médio didrio (GPMD). A conversdao alimentar (CA) foi
calculada por meio da relagdao entre o CRMD e o GPMD.

A incidéncia de diarreia foi avaliada visualmente quando os leitdes apresentavam 26,
28, 30, 32, 34 e 36 dias de idade e classificada como 0 (auséncia) ou 1 (presencga) para cada
baia, conforme Gomes et al. (2021). Essas identificacOes foram realizadas sempre pelo mesmo

observador, previamente treinado.

2.3 Coletas de sangue e tecidual

Para quantificacdo dos niveis de ureia, creatinina e imunoglobulina G, amostras de
sangue foram coletadas aos 33 dias de idade do leitdo com peso mais proximo da média de cada
unidade experimental, por punc¢do do seio orbital. As amostras foram enviadas para andlises ao
Laboratério de Anélises Clinicas de Vigosa — VICOSALAB.

Os leitdes de pesos médios selecionados para a coleta de sangue foram insensibilizados
por eletronarcose, seguido de sangria para coleta de amostras de material intestinal. Foram
coletados segmentos de 3,0 cm nas regides correspondentes ao duodeno (a 10 cm a partir do
piloro), jejuno (por¢ao média do intestino) e ileo (a 5 cm anterior a jun¢do ileocecal), de acordo
com Yang et al. (2014). Os cortes histologicos foram lavados em solugao fisiolégica e fixados
em solugdo de paraformaldeido 4,0% por 24 horas a temperatura ambiente. Decorrido este
periodo, houve transferéncia dos cortes para solucdo de etanol 70% e armazenamento para

posteriores andlises.

2.4 Analises de morfometria intestinal e contagem de células caliciformes

Os cortes histolégicos do duodeno, jejuno e ileo foram encaminhados ao Laboratério
Multiusuério de Biologia Muscular e Nutrigenomica do Departamento de Zootecnia da UFV
para confec¢do de laminas e avaliagdes de altura de vilosidades (AV) e profundidade de criptas

(PC). As amostras histolégicas foram seccionadas transversalmente na regido intermediaria do
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segmento intestinal, adicionadas em cassetes e desidratadas em solucdes com concentragdes
crescentes de etanol. Em seguida, houve diafaniza¢io em HistoChoice®, imersio em Paraplast®
liquido a 65°C, montagem de blocos em parafina e microtomizagdo (5,0 um de espessura),
sendo 4 cortes semi-seriados dispostos em cada lamina de vidro e postos para secagem.

Para a pré-coloracao foi realizado o processo de desparafinizacdo e hidratacdo em todas
as lAminas com banhos em HistoChoice®, em concentracdes decrescentes de etanol de 100% a
70%, e agua destilada. Os cortes de 5 um foram corados pelo método da hematoxilina e eosina.
As laminas montadas foram fotografadas em 15 campos por animal usando microscépio de
fluorescéncia EVOS M5000® (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific) com objetiva de 10X.
Foram selecionadas 20 vilosidades, sendo mensuradas as alturas dessas e as profundidades das
respectivas criptas, usando um sistema de processamento e andlise de imagem do programa
ImageJ 1.501 Javal. 6.0_20 (National Institute of Health). As medidas foram expressas em
micrdmetros e, a partir dessas, calculada a relacio AV:PC.

Ademais, no intestino delgado, realizou-se a contagem de células caliciformes (CC), as
laminas com os cortes histolégicos foram montadas como o descrito acima. Foram capturadas
20 imagens por animal das seccdes do duodeno, jejuno e ileo, as imagens das criptas e
vilosidades foram registradas com lente de aumento de 40X, filtro Bright Field, com
microscépio EVOS MS5000®. Utilizando o programa Imagel, determinou-se a proporcdo
volumétrica de células caliciformes (Figura 1, apéndice B), que foi calculada obtendo-se a
fracdo de pontos que coincidia com estas células em relag@o ao total de pontos sobre o epitélio
intestinal glandular, em uma area de 944,16 um? por imagem, sendo o resultado expresso em
porcentagem. Adicionalmente, no seguimento do ileo foi realizada a contagem total das placas
de Peyer (Figura 2), com auxilio do microscépio EVOS M5000® e objetiva de 4X, a contagem

foi realizada ao longo de um corte histologico por 1amina.

2.5 Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico SAS (SAS Institute Inc.,
2012). Dados de desempenho, parametros sanguineos, morfometria intestinal e contagem de
células intestinais foram submetidos a andlise de variancia usando o PROC GLM. As diferencas
entre as médias foram consideradas significativas pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de

probabilidade, enquanto P-valores entre 0,05 e 0,10 foram considerados tendéncias. Os dados
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de escore de diarreia foram analisados usando PROC FREQ. O teste qui-quadrado (X2?) foi

utilizado para detectar diferencas na frequéncia de diarreia em leitdes quando P<0,05.

3 RESULTADOS

Dos 21 aos 33 d de idade, verificou-se que a inclusdo de GIn/Glu na dieta com baixa
lisina para leitdes proporcionou aumento (P<0,05) do CRMD em comparagdao com as dietas
Controle e B-Lis (Tabela 2, apéndice A). Ademais, os leitdes alimentados com a dieta B-Lis
apresentaram pior (P<0,05) GPMD, CA e peso aos 33 dias, em relacdo as dietas Controle e B-
Lis + GIn/Glu.

Dos 21 aos 47 dias de idade, ndo houve efeito (P=0,10) das dietas sobre o CRMD dos
leitdes. As dietas Controle e B-Lis + GIn/Glu promoveram (P<0,05) maior GPMD dos leitdes
e peso aos 47 dias em relacdo a dieta B-Lis. Os animais da dieta Controle apresentaram menor
CA (P<0,05), diferindo dos demais. A inclusdo de GIn/Glu na dieta B-Lis melhorou a CA
(P<0,05) dos leitdes, em comparacio a dieta B-Lis.

As concentracdes séricas totais de ureia, creatinina e IgG nao foram afetadas (P>0,05)
pela suplementacgdo dietética de Gln/Glu (Tabela 3, apéncice A).

A incidéncia de diarreia ndo foi influenciada pelas dietas experimentais (dados nao
apresentados).

No duodeno, a inclusdo de GIn/Glu na dieta com baixa lisina proporcionou aumento
(P<0,05) da AV, enquanto o grupo Controle nao diferiu (P<0,05) dos demais (Tabela 4,
apéndice A). No entanto, ndo houve efeitos (P>0,05) das dietas sobre a PC e narelacdo AV:PC.
No jejuno e ileo as dietas nao influenciaram (P>0,05) os dados morfométricos.

No duodeno, a propor¢dao volumétrica de CC foi menor (P<0,05) nos animais
alimentados com a dieta B-Lis em relacdo aos do Controle (Tabela 5, apéndice A). Ademais,
os leitdes da dieta com suplementag¢do de GIn/Glu nao diferiram (P>0,05) dos demais.

No jejuno, a percentagem de CC nao foi influenciada (P>0,05) pelas dietas. No ileo, a
maior expressdo (P<0,05) de CC foi verificada em leitdes alimentados com a dieta B-Lis +
GIn/Glu. Os leitdes da dieta Controle e B-Lis ndo diferiram entre si para CC. Além disso, ndo

houve diferenca (P>0,05) na proporcao de placas de Peyer na regido do ileo.
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4 DISCUSSAO

Nos primeiros dias apds o desmame € pouco provavel o reestabelecimento da ingestio
energética dos leitdes por meios dietéticos a nivel do pré-desmame (Wang et al., 2015; Wang
et al., 2022). Desse modo, estratégias preventivas sao necessdrias para mitigar os impactos
sobre a saude intestinal (Dong e Pluske, 2007; Chalvon-Demersay et al., 2021).

A GIn/Glu sao AAs com efeitos conhecidos na manutencdo da morfologia intestinal e
deposicao muscular, em vista da agdo tréfica direta sobre a renovacao celular (He et al., 2019;
Zou et al., 2019).

No presente estudo, a inclusao de GIn/Glu na dieta B-Lis melhorou o CRMD dos 21 aos
33 dias de vida dos leitdes, em relagdo aos demais tratamentos. O glutamato monossddico
(MSQG) e o L-Glu estimulam a secrecao de saliva, ativam nervos gustativos produzindo o sabor
umami. Este Ultimo, aumenta a atividade do nervo pancreético vagal e a secrecao de insulina, o
que pode resultar no aumento do consumo de ragdo. Tais fatores sdo importantes para ativar o
processo digestivo, regular a ingest@o e o transito alimentar, a duracdo da refeicdo e a saciedade
(Nijima et al., 1990; Nijima, 2000; Hodson e Linden, 2006; Bannai e Torii, 2013).

Dos 21 aos 47 dias, o CRMD dos leitdes nao foi afetado com inclusdo de GIln/Glu. O
que pode ser justificado pelos menores niveis de inclusdo de GIn/Glu na dieta dos 33 aos 47
dias. De forma semelhante, Domeneghini er al. (2004) suplementando 0,5% de Gln ndo
observaram efeitos sobre 0 CRMD de leitdes desmamados aos 21 dias durante 28 dias de
experimento. No trabalho de Clark et al. (2017), leitdes suplementados com 0,6% de Gln/Glu,
dos 7 aos 21 dias p6s-desmame, demonstraram CRMD semelhante ao controle. Segundo Lv et
al. (2018), diferentes duracdes de tratamentos experimentais ou dosagem de Gln podem ser
fatores que contribuem para resultados diferenciados entre estudos. Trabalhando com niveis
mais altos de suplementagdo, Gomes et al. (2021) constataram que a inclusdo de 1,2% de
GIn/Glu dos 21 aos 42 dias resultou em maior CRMD dos leitdes alimentados com dietas
contendo baixa lisina.

Dos 21 aos 33 dias e 21 aos 47 dias, houve similaridade nos dados de GPMD e peso
final entre os leitdes alimentados com as dietas Controle e B-Lis + GIn/Glu, sendo um indicativo
de que AAs suficientes estavam disponiveis nas dietas para garantir o crescimento e, portanto,
a deposi¢ao muscular. Segundo Yang et al. (2009), a restricdo de lisina pode resultar em
melhorias na digestibilidade de proteina bruta e aminoacidos da dieta como a lisina. Além disso,

o estresse nutricional causado pela caréncia de aminodcidos pode aumentar a atividade do
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sistema de transporte A de aminoécidos neutros como a Gln, permitindo recuperagdo do volume
celular e dos niveis de aminodcidos (Gaccioliy et al., 2006). O aumento da atividade de
transporte do sistema A € devido a inducdo do transportador SNAT2 (membro da familia
SLC38), cuja fosforilagdo de elF2a ¢ necessaria para a maior expressao deste (Gaccioliy et al.,
2006). O SNAT?2 € responsdvel pela regulacdao do conteido de Gln no musculo esquelético,
sinalizacdo de aminodcidos que afeta a massa proteica, o metabolismo de nucleotideo/acido
nucleico e o crescimento celular (Evans et al., 2007). Desse modo, a restri¢do nutricional
associada a suplementa¢do com GIn/Glu pode contribuir para o aumento da absorcdo de Gln,
AA que atua na regulacio da sintese de proteinas do musculo esquelético, modula as vias de
ativacdo de mTOR e estado de fosforilacao dos fatores de iniciacdo da traducdo de proteinas
(Cruzat et al., 2009; Manda et al., 2010; Chiu et al., 2012).

No trabalho de Zou et al. (2019), o aumento do GPMD foi observado com a
suplementac¢do de dipeptideo de Gln, o qual promoveu melhora da funcdo digestiva-absortiva
por meio da maior expressao dos transportadores SGLT1, GLUT2 e PEPT1 no jejuno de leitdes
desmamados.

Os estudos de Clark et al. (2017) indicaram que dos 7 aos 21 dias pds-desmame
(desmame aos 16 dias de idade), a inclusao de 0,6% de Gln/Glu aumentou o GPMD e o CRMD
dos leitdes, em relacdo aos alimentados com 0,5; 1,0 e 1,5% de MSG, e melhor CA que os da
dieta controle. Além disso, aos 42 dias p6s-desmame verificaram maior peso dos animais
alimentados com GlIn/Glu em relagdo ao controle. No trabalho de Gomes et al. (2021), a
suplementagdo dietética de GIn/Glu melhorou o desempenho de leitdes desmamados de 21 a
42 dias de idade, independentemente dos niveis de lisina das dietas. Segundo Silva et al. (2022),
a suplementacdo com 1% de GIn/Glu, dos 28 aos 49 dias de idade, aumentou o GPMD dos
leitdes, em relacdo aos que consumiram dieta com 0,5 % GIn/Glu + 0,5 % de L-arginina, e
melhorou a CA em relagdo ao controle.

Leitdes alimentados com a dieta B-Lis apresentaram o pior desempenho no periodo
experimental. Esse resultado € similar aos observados por Gomes et al. (2021), em que 10% de
lisina abaixo da exigéncia afetou negativamente o crescimento. Katsumata et al. (2002)
verificaram que o baixo nivel de lisina (7 g de lis’/kg de dieta) resultou em menores
concentracdes plasmaticas nos leitdes de IGF-1 e de sua proteina de ligacao IGFBP-3, a qual
realiza seu transporte no plasma. Sendo este hormdnio importante para reducao do catabolismo

muscular, estimulo de sintese proteica e proliferacao celular (Prestes et al., 2006).
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As concentracdes de ureia plasmatica sdo influenciadas pelo contetddo energético e de
nitrogénio proteico e ndo proteico da dieta, e pode servir como pardmetro indicativo da
eficiéncia de utiliza¢do do nitrogénio da ra¢do (Coma et al., 1995). Apesar da Gln ser precursora
de ureia (Watford, 2015), as dietas experimentais ndo influenciaram os pardmetros sanguineos,
uma vez que, as mesmas eram isoproteicas e isoenergéticas. Ademais, os resultados de ureia e
creatinina encontram-se dentro dos valores de referéncias indicados por Yu et al. (2019). Deste
modo, pode-se inferir que a oferta nitrogenada oriunda da GIn/Glu foi aproveitada pelo
organismo e ndo excretada via urina. Tannus (2001) ndo observou efeito da Gln na excregdo
urindria de nitrogénio em ratos. Além disso, em situacdes de estresse, o intestino € o principal
local de consumo de GIn/Glu. De acordo com estudos, dois ter¢cos da Gln e 95% do Glu
dietéticos apresentados a mucosa foram metabolizados na primeira passagem (Reeds e Burrin,
2001; Bertolo e Burrin, 2008).

Gomes et al. (2021) ao fornecerem dietas com diferentes teores proteicos e energéticos
aos leitdes, observaram que a reducdo de lisina provocou diminuicdes das concentragdes séricas
de IgG e ureia, sendo esta ultima aumentada com inclusdo de 1,2% de GIn/Glu. De forma
semelhante ao nosso estudo, verificaram que a adi¢do de Gln/Glu ndo influenciou a expressao
de IgG.

Alteragdes das concentracdes de creatinina relacionam-se ao aporte aminoacidico,
estado nutricional e metabolismo da creatina muscular. O menor ganho de peso observado dos
animais alimentados com a dieta B-Lis e a inclusdo de GIn/Glu nao foram suficientes para
alterar a creatinina sérica. Lv et al. (2018) observaram maiores concentragdes de creatinina
mediante inclusdo de Gln em 2,5% da EM aos 14 dias pds-desmame, e aumento da IgG aos 28
dias.

No duodeno, a suplementagdo de GIn/Glu na dieta B-Lis aumentou a altura das
vilosidades em relagdo a dieta com baixa lisina. No intestino, a Gln/Glu sdo fontes de energia
(Reeds et al., 2000; Wang et al., 2022) e nitrogé€nio para a sintese proteica e proliferacdo de
enterdcitos (Zhu et al., 2015). A GIn atua na regulacdo da apoptose celular, uma vez que,
aumenta a expressao de proteinas envolvidas na reparacao de danos celulares (Y1 et al., 2015;
Jiang et al., 2017). No entanto, a PC e a relagdo AV:PC ndo foram influenciadas pelas dietas.

Ademais, a reducdo dos niveis de lisina diminuiu a proliferagao de CC no duodeno, o
que pode comprometer a barreira intestinal pela menor producdo de muco (Ishill et al., 2009).
Todavia, os animais alimentados com GIn/Glu apresentaram abundancia de CC numericamente

semelhante ao tratamento Controle.
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O grupo amida da Gln € precursor de N-acetilglucosamina, que t€ém papel importante na
sintese de muco (Reeds e Burrin, 2001). Assim, a suplementacdo com GIn/Glu pode ter
contribuido para manutencio da atividade secretora e da integridade intestinal, evidenciado pela
maior altura de vilosidades observadas no duodeno.

De forma semelhante ao nosso estudo, Silva et al. (2022) suplementando leitdes
desmamados aos 28 dias com 1% de GIn/Glu, ndo observaram efeitos sobre a PC e a relacao
AV:PC duodenais, entretanto verificaram maior proliferacao de CC e de densidade de vilos, em
comparacao ao controle, trés semanas apds desmame.

No jejuno, a suplementacdo com 1,2% de GIn/Glu ndo influenciou a morfometria dos
leitdes aos 33 dias de idade. Wu er al. (1996), também, ndo verificaram efeitos da
suplementagcdo com 1% de Gln sobre a AV na segunda semana pds-desmame. Todavia, a Gln
preveniu a atrofia de vilosidades jejunais na primeira semana. Sobre a perspectiva de que a
atrofia intestinal, geralmente, se desenvolve durante a primeira semana pds-desmame (Wu et
al.,1996), pode-se inferir que a maturidade intestinal interfere nas respostas obtidas mediante
adicao de AAs funcionais a dieta. Silva et al. (2022) nao observaram diferencas na AV, PC,
AV:PC e CC naregido do jejuno dos leitdes, mediante suplementacdo com Gln/Glu aos 49 dias
de idade. Os efeitos divergentes encontrados no duodeno e jejuno suino pode ser reflexo de
diferencas de metabolismo da Gln e proliferacdo celular entre as regides intestinais (Wu et al.,
1996).

Na regido do ileo houve tendéncia (P=0,10) de aumento da AV, sendo o maior valor
observado para com inclusdo de Gln/Glu nas dietas, além disso, verificou-se que a expressao
de CC foi mais abundante nesse tratamento. Zhong et al. (2011), mostraram que a
suplementacdo de Gln influenciou beneficamente a morfologia intestinal aumentando o peso
do jejuno e ileo, a AV e melhorando a relacdao AV:PC. Avaliando a adi¢do de diferentes niveis
de GIn/Glu (0,0; 0,4; 0,8 e 1,2%) na semana seguinte ao desmame, Lescano et al. (2013)
verificam melhora linear da AV duodenais e ileais, e da relacio AV:PC do intestino delgado.
Além de efeitos lineares e quadraticos na PC duodenal, concluindo que a utilizacdo dietética de
1,2% de GIn/Glu € benéfica para melhorar os efeitos prejudiciais do desmame. Domeneghini e?
al. (2004) verificaram aumento das taxas de mitose e reducdo da apoptose de enterdcitos,
resultando em maiores AV no ileo de leitdes desmamados aos 21 dias e alimentados com 0,5%

de GIn em relacdo ao controle.
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5 CONCLUSAO

A suplementacdo dietética de L-glutamina e L-glutamato em dieta com baixo nivel de
lisina (90% da exigéncia) foi eficiente em melhorar o desempenho dos leitdes desmamados aos
21 dias, uma vez que, os animais alimentados com essa dieta demonstraram maior consumo de
racdo na primeira fase, maior ganho de peso e menor conversio alimentar, em relacdo aos da
dieta com baixa lisina. A reducdo do nivel de lisina piorou o ganho de peso, a conversao
alimentar e a propor¢do de células caliciformes duodenais. A redugdo da lisina e a
suplementacdao com GIn/Glu ndo afetou os parametros sanguineos e a contagem de placas de
Peyer. A inclusdo de GIn/Glu em dietas nutricionalmente deficientes contribui para a
manutencao da integridade intestinal por meio do aumento da altura de vilosidades duodenais

e da proporc¢do de células caliciformes ileais de leitdes desmamados.
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TABELA 1 - Ingredientes e composi¢do nutricional calculada de dietas fornecidas dos 21 aos

33 dias e dos 33 aos 47 dias de idade

21 - 33 dias de idade?

33 - 47 dias de idade’

Ingredientes' B-Lis + B-Lis +
Controle B-Lis Controle  B-Lis
GIn/Glu GlIn/Glu
Milho 400,0 400,0 400,0 479,0 479,0 479,0
F. Soja 153,1 153,1 153,1 189,8 189,8 189,8
Soro de Leite P 180,0 180,0 180,0 110,0 110,0 110,0
Soja Micronizada 100,0 100,0 100,0 80,0 80,0 80,0
Plasma 40,0 40,0 40,0 20,0 20,0 20,0
Milho extrusado 30,0 30,0 30,0 25,0 25,0 25,0
Actcar 30,0 30,0 30,0 35,0 35,0 35,0
Fosfato Bicélcico 11,6 11,6 11,6 13,3 13,3 13,3
Calcério 8,9 8,9 8,9 8,4 8,4 8,4
Oleo de Soja 8.8 8,8 8,8 9,7 9,7 9,7
Acido Fumdrico 10,0 10,0 10,0 5,0 5.0 5.0
Alanina 1,3 7,3 - 0,1 5.8 0,6
Inerte 3,5 0,8 - 2,7 0,1 -
Amido 0,2 39 - - 33 0,6
Oxido de Zinco 3,0 3,0 3,0 2,2 2,2 2,2
Antiaglomerante 3,0 3,0 3,0 2,0 2,0 2,0
Cloreto de colina 2,0 2,0 2,0 1,5 1,5 1,5
Antibidtico 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
BHT 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Sal comum 1,0 1,0 1,0 2,9 2,9 2,9
Sulfato de cobre 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Vit-mineral premix 1,4 1,4 1,4 1.4 1,4 1,4
L-Lisina 4,0 1,4 1.4 4.4 2,0 2,0
DL-Metionina 24 1,3 1,3 2,2 1,1 1,1
L-Treonina 2,6 1,2 1,2 2,5 1,2 1,2



L-Valina
L-Triptofano

Composic¢ao nutricional calculada,

EM, kcal/kg

PB, %

Lis digestivel, %
Thr digestivel, %
Met + Cys
digestivel, %
Trp digestivel, %
Val digestivel, %
Calcio, %
Fésforo disponivel,
%

Sédio, %

Lactose, %

L5
0,6

3.400
20,5
1,451
0,972
0,813

0,276
1,001
0,850
0,504

0,320
13,50

0,2

3.400
20,5
1,305
0,874
0,731

0,248
0,920
0,850
0,504

0,320
13,50

0,2

3.400
20,5
1,305
0,874
0,731

0,248
0,920
0,850
0,504

0,320
13,50

1,3
0,5

3.375
19,5
1,346
0,902
0,754

0,256
0,930
0,825
0,463

0,280
8,250

0,2

3.375
19,5
1,211
0,811
0,678

0,230
0,838
0,825
0,463

0,280
8,250

0,2

3.375
19,5
1,211
0,811
0,678

0,230
0,838
0,825
0,463

0,280
8,250
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'As dietas experimentais foram obtidas pela adi¢do de glutamina e glutamato [AminoGut, Ajinomoto Biolatina,

SP, Brasil. L-glutamina (min. 10%) e L-glutamato (min. 10%)] a 12 g.kg™!' e 8 g.kg *! em substitui¢cdo ao amido,

alanina e inerte;

2Amoxilina (Farmaxilin®50, Farmabase, Brasil) e Colistina (Promotin®TR, Farmabase, Brasil) foram adicionadas

em todas as dietas de 21 a 33 dias de idade;

3Florfenicol (Farmaflor®50, Farmabase, Brasil) e Colistina foram adicionados em todas as dietas de 33 a 47 dias

de idade.



64

TABELA 2 - Efeitos da suplementacdo de L-glutamina e L-glutamato sobre o desempenho de

leitdes alimentados com dietas com diferentes niveis de lisina

Tratamentos
B-Lis +

Item Controle! B-Lis’ Gln/Glu® EPM* P-valor
21a33d
Peso21d (kg) 5.6 5,6 5,6 0,14 -
CRMD (g/d) 257° 263° 290* 8,23 0,01
GPMD (g/d) 182% 134° 189% 4,96 <0,01
CA 1,41° 1,96* 1,54° 0,05 <0,01
Peso33d (kg) 7,8 7,2 7,9% 0,16 <0,01
21a47d
CRMD (g/d) 477 496 517 12,56 0,10
GPMD (g/d) 324*% 291° 326* 7,09 <0,01
CA 1,47¢ 1,71% 1,59° 0,03 <0,01
Peso 47 d (kg) 14,0* 13,2° 14,12 0,26 0,03

!Controle, inclusdo de 1,45% e 1,34% de lisina digestivel (LisD) de 21 a 33 e 33 a 47 dias, respectivamente,
conforme Rostagno et al. (2017);

2B-Lis, baixo nivel de LisD, correspondendo a 90% das dietas de Controle, suplementando com amido e alanina;
3B-Lis + GIn/Glu, baixo nivel de LisD (90% da lisina das dietas Controles) suplementada com AminoGut
(AminoGut, Ajinomoto Biolatina, SP, Brasil) em substitui¢do ao amido, alanina e inerte;

“EPM - Erro médio padrio;

a¢ Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem significativamente (P<0,05). Abrevia¢des: CRMD -

Consumo de ragdo médio didrio; GPMD - Ganho médio didrio; CA - Conversao alimentar.



65

TABELA 3 - Efeitos da suplementacdo de L-glutamina e L-glutamato sobre parametros

sanguineos de leitdes alimentados com dietas com diferentes niveis de lisina

Tratamentos
B-Lis +
Controle!  B-Lis? EPM* P-valor
Item Gln/Glu?
Ureia (mg/dL) 13,00 14,44 13,44 0,76 0,40
Creatinina (mg/dL) 0,58 0,65 0,58 0,03 0,17
IgG (mg/dL) 149,00 141,63 173,00 12,36 0,16

!Controle, inclusdo de 1,45% e 1,34% de lisina digestivel (LisD) de 21 a 33 e 33 a 47 dias, respectivamente,
conforme Rostagno et al. (2017);

2B-Lis, baixo nivel de LisD, correspondendo a 90% das dietas de Controle, suplementando com amido e alanina;
3B-Lis + GIn/Glu, baixo nivel de LisD (90% da lisina das dietas Controles) suplementada com AminoGut
(AminoGut, Ajinomoto Biolatina, SP, Brasil) em substitui¢do ao amido, alanina e inerte;

“EPM - Erro médio padrio;

*¢ Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem significativamente (P<0,05). Abreviagdes: I1gG -

Imunoglobulina G.
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TABELA 4 - Efeitos da suplementacido de L-glutamina e L-glutamato sobre a morfologia do

intestino delgado de leitdes alimentados com dietas com diferentes niveis de lisina

Tratamentos
B-Lis +
Hem Controle'  B-Lis? Gl/Gle? EPM* P-valor
Duodeno
Altura de vilosidade (um) 280,90 269,39° 300,082 8,25 0,04
Profundidade de cripta (um) 150,5 151,0 159,2 5,90 0,51
Vilo:cripta 1.92 1,85 2,02 0,08 0,34
Jejuno
Altura de vilosidade (um) 249,8 256,0 255,2 13,67 0,94
Profundidade de cripta (um) 133,7 135,7 135,9 5,65 0,95
Vilo:cripta 1,91 1,95 1,94 0,09 0,93
fleo
Altura de vilosidade (um) 2227 185,2 227,1 14,90 0,10
Profundidade de cripta (um) 143,7 141,8 138,0 6,08 0,79
Vilo:cripta 1,67 1,41 1,72 0,12 0,17

Controle, inclusio de 1,45% e 1,34% de lisina digestivel (LisD) de 21 a 33 e 33 a 47 dias, respectivamente,

conforme Rostagno et al. (2017);

2B-Lis, baixo nivel de LisD, correspondendo a 90% das dietas de Controle, suplementando com amido e alanina;

3B-Lis + GIn/Glu, baixo nivel de LisD (90% da lisina das dietas Controles) suplementada com AminoGut

(AminoGut, Ajinomoto Biolatina, SP, Brasil) em substituicdo ao amido, alanina e inerte;

“EPM - Erro médio padrio;

*¢ Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem significativamente (P<0,05).
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TABELA 5 — Efeitos da suplementacdo de L-glutamina e L-glutamato sobre a propor¢dao
volumétrica de células caliciformes e placas de Peyer do intestino delgado de

leitdes alimentados com dietas com diferentes niveis de lisina

Tratamentos
B-Lis +

Hem Controle!  B-Lis? GGl EPM P-valor
Células caliciformes (%)

Duodeno 23,6* 19,5° 21,9% 1,15 0,04

Jejuno 20,6 22,4 21,5 1,58 0,72

Tleo 31,7° 30,8° 39,7¢ 2,29 0,02
Placas de Peyer

fleo 35,1 35,0 39,9 2,71 0,36

!Controle, inclusdo de 1,45% e 1,34% de lisina digestivel (LisD) de 21 a 33 e 33 a 47 dias, respectivamente,
conforme Rostagno et al. (2017);

?B-Lis, baixo nivel de LisD, correspondendo a 90% das dietas de Controle, suplementando com amido e alanina;
3B-Lis + GIn/Glu, baixo nivel de LisD (90% da lisina das dietas Controles) suplementada com AminoGut
(AminoGut, Ajinomoto Biolatina, SP, Brasil) em substituicio ao amido, alanina e inerte;

“EPM - Erro médio padrio;

&< Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem significativamente (P<0,05).
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APENDICE B
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FIGURA 1 — Fotomicrografia de segmento duodenal suino em objetiva de 40X, demonstrando
os circulos totais e coincidentes com as células caliciformes, conforme indicado pelas setas,

presentes na mucosa intestinal. Fonte: Acervo pessoal, 2022.



Fonte: Acervo pessoal, 2022.
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ANEXO A - Certificado de aprovacio do projeto emitido pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais de Produ¢do da Universidade Federal de Vigosa.

! *ﬂ ' UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
“1,#5 7 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE PRODUCAO
WENE cRuAPUFV

Compus Universitarsy — Fepoza, MG — 385 70-000 — Teigfone-(31) 3800 3275 — s-mai: sgugpiepd b — cite: wine cawap. it br

Vigosa, 16 de Jun. de 2021

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Efeitos da suplementacio de l-glutamina e l-glutamato em
dietas com diferentes niveis de lisina para leitdes", protocele 8™ 03172021, sob a responsabilidade de Gabriel
Cipriano Rocha - que envolve a producio, mamuengio e/on utilizagio de animais pertencentes ao filo chordata,
subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica {ou ensimo) - encontra-se de acordo com os
preceitos da lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do decreto o° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Expenmentacio Amimal (CONCEA), e fou apreciado pela
Comissio de Etica no Uso de Animais de Produciio da Universidade Federal de Vigosa (CEUAP- em
reumdo de 19 de Maio de 2021,

Fmahdade: { x )Pesquisa { JEnsine Vigéncia do Projeto: de 01 de Jul. de 2021 a 31 de Dez.2021
Espécie/linhagem- Smino {Sus Domesticns) " de animais: 250

Peso: 6 Kg  Idade: 21 dias  Sexo: Macho/Fémea Orgemy Fazenda Vitoria. Zona Bural — Sto do Grama
MG Cadastro de Produtor Rural: Inse. Prod. Rural 0020 28 623.00-54 Responsivel : Frederico Polesca
Soares (CEAMV-MG 10506)

CERTIFICATE

We cernify that the project entitled "Effects of the supplementation of glutamine and ghitamate for
pigs fed diets with different lysine levels", protocol n® 03172021, under the responmibility of Gabriel Cipriano
Rocha - which mvolves the prodoction. mamtenance and/or nse of ammals belonging to the phylum chordata,
subplylum vertebrata (except man). for scientific research prposes (or education) - is in accordance with the law
o”. 11.794, of October 8, 2008, Decres n°. 6299 of July 15, 2009, and the nules issued by the Brazlian National
Council for Animal Experimentation Control (CONCEA), and was approved by the Ethics Conmussion on the
use of farm animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in its meeting om May, 19th of 2021
Fmality- ( x JResearch { JEducation
Dhration of the Project: from Jul. 01st, of 2021 to Dec. 31th of 2021
Species ( stram- Pig (Sus Domesticus) N® of animals: 250
Weight 6 Kg Age: 21 days  Sex: MaleFemale Source: Fazenda Vitoria. Zoma Rural — Sio do Grama —
MG Cadasiro de Produtor Rural: Insc. Prod. Rural 0020 25 623.00-54 Responsivel : Frederico Polesca
Soares (CRAMNV-MG 10506)

I.')ﬁ‘—{.t .I':-'_ [P R e o '-'!I"-_'\r"‘ T—E*\ o
Luciana Mavajas Rennd
Coordenadora da CEUAPTUFV




