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ADICAO DE L- GLUTAMINA + ACIDO GLUTAMICO E L-ARGININA NA
DIETA DE LEITOES RECEM-DESMAMADOS

RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementagdo de L-Glutamina +
acido glutdmico e/ou L-arginina sobre o desempenho produtivo, incidéncia de diarreia,
parametros séricos e a morfometria intestinal de leitdes desmamados aos 28 dias de
idade. Para tanto, foi realizado um experimento utilizando 64 leitdes, sendo 32 machos
castrados e 32 fémeas da linhagem comercial Agroceres®. Os animais foram
distribuidos em quatro tratamentos, sendo estes compostos por: DC- Dieta controle,
composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo, sem suplementagéo
de L- glutamina + &cido glutdmico e L-arginina; DAM — Dieta composta principalmente
por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 1% de L-glutamina + acido
glutdmico; DA - Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto
lacteo suplementada com 1% de L-arginina; DGA — Dieta composta principalmente por
milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 0,5% de L-glutamina + acido
glutdmico e 0,5% de L-arginina, com oito repeticdes, sendo dois animais por parcela
experimental, um macho e uma fémea. Os animais foram distribuidos em blocos ao
acaso para controle do peso inicial (6,120 + 0,622 kg). Foram analisados 0s seguintes
periodos: 1-28 aos 35 dias, 1I- 28 aos 42 dias, I11- 28 aos 49 dias e 1V- 28 a 63 dias de
idade. Os resultados demonstraram que a adi¢do de 1% L-arginina na dieta de leitdes,
melhorou o ganho de peso dos animais e apresentou a melhor converséo alimentar. O
melhor ganho de peso médio diario foi observado naqueles animais que receberam a
dieta controle e a adicdo de 1% de L-glutamina + &cido glutdmico, como também os
animais que receberam a adicdo de 1% L-arginina apresentaram a melhor conversdo
alimentar. As dietas em que foram adicionados os dois aminoacidos (DAM, DA e
DGA) os animais apresentaram menor incidéncia de diarreia (11,31; 15,48 e 16,07%
respectivamente. Houve diferenca significativa para altura de vilo (AV), relagdo
vilo/cripta (AV/PC), espessura de mucosa (EM), espessura de vilo (EV), area absortiva
(AA), densidade de vilos por area (DV) e contagem de células caliciformes do duodeno,
onde a maior altura de vilo, como também a maior relacdo vilo/cripta foi observada
guando adicionado 1% L-glutamina + &cido glutdmico e 1% de L-arginina nas dietas. A
utilizacdo dos dois aminodcidos de forma conjunta ou em separados diminui a
incidéncia de diarreia nos leitGes recém-desmamados, ndo influencia o leucograma dos
animais, porém melhora os parametros morfométricos do intestino delgado.

Palavras-chaves: salde intestinal, morfometria, desmame, aminoacido
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ADDITION OF L-GLUTAMINE + GLUTAMIC ACID AND L-ARGININE IN
DIET PIGLETS WEANLING

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of supplementation of L-
Glutamine + glutamic acid and / or L-arginine on performance, incidence of diarrhea,
serum parameters and intestinal morphology of piglets weaned at 28 days of age.
Therefore, an experiment was conducted using 64 pigs, 32 barrows and 32 females of
the commercial line Agroceres®. The animals were distributed in four treatments, which
are composed of: DC- diet control, mainly composed of corn, soybean meal and milk
product without supplemental L-glutamine + glutamic acid and L-arginine; DAM - Diet
mainly composed of corn, soybean and milk product supplemented with 1% L-
glutamine + glutamic acid; DA - Diet mainly composed of corn, soybean and milk
product supplemented with 1% L-arginine; DGA - diet composed mainly of corn,
soybean meal and milk product supplemented with 0.5% L-glutamine + glutamic acid
and 0.5% L-arginine, with eight replications and two animals per experimental plot, a
male and a female. The animals were distributed in blocks to control the initial weight
(6.120 = 0.622 kg). the following periods were analyzed: 1-28 to 35 days, Il- 28 to 42
days 28 to 49 days Il and 1VV-28-63 days old. The results showed that addition of 1% L-
arginine in the diet of pigs improved the weight gain of the animals and presented better
feed conversion. The best average daily gain weight was observed in those animals that
received the control diet and the addition of 1% L-glutamine + glutamic acid as well as
animals that received the addition of 1% L-arginine showed the best feed conversion.
Diets that were added two amino acids (DAM, DA and DGA) animals had a lower
incidence of diarrhea (11.31;. 15.48 and 16.07% respectively There was a significant
difference in villus height (AV), relationship villus / crypt (AV / PC) thick mucosal
(iN), thickness of villi (EV) absorptive area (AA), villous density per area (DV) and
goblet cell count of the duodenum, where the greatest height villus, as well as the higher
ratio villus / crypt were observed when added 1% L-glutamine + glutamic acid and 1%
L-arginine in the diets. the use of two amino acids in a joint or separate reduces the
incidence of diarrhea in piglets weanling, does not influence the white blood cell count
of animals, but improves the morphometric parameters of the small intestine.

Keywords: intestinal health, morphometry, weaning, amino acid
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CONSIDERACOES INICIAIS

O desmame é um momento critico na produgdo de suinos, por reunir diversos
fatores que podem prejudicar o desenvolvimento dos animais. O leitdo tem 0s sistemas
imunoldgico e digestorio ainda em desenvolvimento, producdo insatisfatoria de enzimas
especificas para digestdo de ingredientes de origem vegetal e alta demanda por
nutrientes.

Neste contexto, a manutencdo da sadde intestinal € um importante fator para
minimizar ou prevenir 0 baixo desempenho, a morbidade e a mortalidade dos leitdes.
Assim, os ingredientes da dieta devem ser selecionados para criar e estabelecer o
equilibrio no trato digestorio, prevenindo assim, distlrbios em sua estrutura (Aumaitre,
2000).

Ao desmame, 0 metabolismo dos leitBes e seu comportamento alimentar sdo
caracterizados pela sindrome de adaptacdo geral (SAG) provocada pela quebra do
ambiente social e pela mudanga do consumo de leite materno para uma dieta balanceada
e agua, causando muitas vezes, anorexia e alteracdes metabdlicas e fisiologicas da
mucosa intestinal (Roura, 2004).

Hé& a necessidade crescente de minimizar os efeitos nocivos do desmame precoce
dos leitdes, criando assim, alternativas que enfatizam o manejo produtivo, nutricional e
a biosseguranca das granjas. Tem sido estudada com bastante frequéncia a utilizacdo de
dietas complexas, mais comum para sistemas de criacBes tecnificadas que buscam a
maxima produtividade e melhor desempenho dos animais frente a esse desafio (Arantes
et al., 2007).

A utilizacdo de aminoacidos ndo essenciais, principalmente a L-glutamina +
acido glutamico e a L-arginina, tem comprovada funcionalidade nos sistemas digestério
e imunoldgico quando adicionados a dieta de leitdes recém-desmamados. A sua
utilizacdo tem sido comprovada em diversas pesquisas no intuito de melhorar a saude
intestinal e o perfil imunoldgico dos animais, consequentemente melhorar o seu

desempenho.

14



1. REFERENCIAL TEORICO
1.1. Alguns aspectos sobre a nutricéo de leitbes

Segundo Capalbo (2013), dentro dos parametros utilizados para se avaliar a
eficiéncia na suinocultura, a produtividade da porca é considerada uma das mais
importantes. O nimero de leitbes produzidos por fémea por ano permite predizer a
eficiéncia de producédo de uma granja. Para aumentar os quilos de carne produzidos por
fémea por ano, o desmame precoce é uma das medidas utilizadas com o objetivo de
diminuir os dias em que a fémea permanece amamentando, e dessa maneira, aumentar o
namero de partos por ano.

Assim, os leitbes sdo desmamados antes mesmo de serem capazes de produzir
uma quantidade satisfatoria de enzimas digestivas e anticorpos suficientes para a
protecdo entérica (Pluske et al., 1997). A imaturidade relacionada ao sistema
imunoldgico e digestério dos leitdes sobre a mudanca na morfologia intestinal pode
estar relacionada ha vérios fatores, como a idade ao desmame, a quantidade e
composicao da dieta ingerida, o tempo para as enzimas digestivas se adaptarem e/ou as
mudancas no ambiente fisioldgico e social (Van Djik et al., 2001). Assim, esses fatores
influenciam a proliferacdo e o estado de diferenciacdo do epitélio, tendo um impacto
significativo no desenvolvimento do intestino e consequentemente sobre a absor¢édo dos
nutrientes.

Lalles et al. (2004) relataram menor atividade das lactases e aminopeptidases de
dois a quinze dias pds-desmama em dietas comuns para leitdes, enquanto a maltase
reduziu nos dois primeiros dias, ocorrendo um aumento de sua producdo depois de oito
a quinze dias pos-desmama. A fosfatase alcalina, que desempenha importante papel na
desintoxicacdo de endotoxinas também tem significativa reducdo em leitdes
desmamados precocemente. Alteracfes no metabolismo de aminoacidos também sédo
consequéncias do desmame de leitbes podendo afetar a sintese proteica e,
consequentemente, a deposicao de tecido muscular (Montagne et al., 2007). Além disso,
em resposta a ativacdo do sistema imunolégico dos suinos, em funcdo do desmame,
ocorre redugdo do consumo de alimento e do crescimento, piora da eficiéncia alimentar
e menor deposicao de tecido magro (Williams et al., 1997).

O sistema digestivo de leitGes € adaptado para componentes do leite. Apds o
desmame, é importante que as dietas sejam formuladas com ingredientes ricos em

lactose que estimulam a ingestdo de alimentos, ajudam na transicdo da dieta
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aumentando assim sua aceitabilidade, melhorando o desempenho pos-desmame
(McCarthy, 2005). No entanto, isto resulta num aumento nos custos de alimentacéo, que
por sua vez, aumenta o custo total de producao.

Nesse contexto, o periodo pés-desmame dos leitdes, tem trazido inUmeros
problemas relacionados com o tipo e a qualidade das matérias-primas utilizadas em sua
nutricdo, o que podera influenciar o desempenho do animal.

Para isso, torna-se necessario a utilizagdo de ingredientes que possam aumentar
a digestibilidade das dietas sem afetar a microflora e as estruturas intestinais,
consequentemente teremos um desenvolvimento melhor do trato digestério, fazendo
com que ocorram maior absorcdo e utilizacdo de nutrientes e melhor expressédo do

desempenho dos animais.

1.2. Importancia da saude intestinal

A salde intestinal esta relacionada ao desenvolvimento e integridade da mucosa,
a composicao da microbiota e atuacdo do sistema imunoldgico intestinal (Bandeira et
al., 2007). A chamada barreira intestinal constitui-se de barreiras fisicas, fisiologicas,
enzimaticas e imunoldgicas, as quais estdo sob o controle neuro-hormonal (Soderholm,
2001).

Como primeira linha de defesa contra bactérias e toxinas tem-se a barreira fisica
que as separa da circulacdo sistémica. O epitélio intestinal consiste de uma Unica
camada de células prismaticas comecando na jun¢do gastro-esofagica e se estendendo
até o epitélio escamoso do canal anal. Esta barreira fisica é seletivamente permeavel e
capaz de prevenir a transmigracdo de substancias patologicas luminais do ambiente
externo, isto €, do limen, para 0 ambiente interno (Fukatsu et al., 2011).

A renovagéo celular deste sistema ocorre de forma ordenada, aproximadamente
a cada cinco a sete dias sob o controle de varios fatores. A mucosa é coberta por
microproteinas sob a forma de mucina, que reveste a sua superficie para também
compor barreira fisica as bactérias. A mucina contém elevadas concentragdes de
defensinas e outras moléculas antibacterianas tais como lactoferrina, lisozimas e outras.
Sob as condi¢des de grave estresse e com alteracdes na ingestdo oral normal, ocorrem
reducdes na camada de mucina, decrescimo dos peptideos antimicrobianos e aumento
da permeabilidade da mucosa para enfraquecer essa defesa intrinseca, tornando-a

vulneravel a invasdo bacteriana (Fukatsu et al., 2011).
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O epiteélio exerce ainda uma defesa fisiologica importante na secrecdo de fluido
e mucina, juntamente com IgA secretoria, para dentro do limem, tendo como funcéo
basica a neutralizacdo de substancias nocivas ao epitélio e a salude do individuo
(Soderholm, 2001). Caracteriza-se ainda, por uma populacéo celular dindmica, assim as
células epiteliais encontradas nas criptas sdo imaturas e tornam-se cada vez mais
diferenciadas a medida que se deslocam no sentido apical da vilosidade. Deste modo,
existem nas paredes ascendentes das criptas, células em diferentes estagios de
maturacgéo.

Este turnover ocorre constantemente sem qualquer risco a integridade da
barreira mucosa, mas requer regulacdo precisa da proliferagdo e diferenciacdo celular.
Para tal, torna-se necessario a presenca de fatores de crescimento, componentes da
matriz extracelular, substratos metabolicos, prostaglandinas e estimulos imunolégicos
(Podolsky, 2002).

A alteracdo na estrutura do intestino delgado constitui-se em importante
mecanismo para o aparecimento de diarreias nos leitdes. O baixo consumo de ragdo
verificado apés o desmame pode levar a alteragdes morfologicas (encurtamento e
mudanca da forma das vilosidades, hiperplasia das células da cripta e aumento da
mitose no epitélio celular) e funcionais no intestino. Essas mudancas podem acarretar
em declinio da funcdo intestinal com reducdo nas atividades enzimética e absortiva,
resultando em diarreia e baixo desempenho nos leitbes desmamados. Assim, €
extremamente importante aumentar o consumo de alimento nos animais desmamados
para que a ocorréncia de diarreia seja reduzida e o ganho de peso aumentado (Lima et
al., 2009).

Estudar fatores que limitam o crescimento e manutencéo das células do sistema
digestorio, como também avaliar a integridade fisica da mucosa diante de alimentos que
possibilitem o seu desenvolvimento torna-se de grande necessidade, tendo em vista a
importancia desse sistema para o desenvolvimento dos animais, principalmente nessa

fase de transicdo das dietas utilizadas.

1.3. L-arginina na dieta de leitbes

A L-arginina & um aminoacido basico, alem de ser o maior carregador de

nitrogénio em humanos e animais, € um dos aminoacidos mais versateis nas células,
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servindo como precursor para sintese ndo apenas de proteina, mas também de éxido
nitrico, ureia, poliaminas, prolina, glutamato, creatina e agmatina (Wu; Morris, 1998).

No catabolismo, as fontes de arginina circulante no plasma sdo exdgenas (dieta)
e enddgenas (degradacdo de proteina corporal, somado a sintese enddgena a partir da
citrulina). A sintese enddgena de arginina varia conforme a espécie, estado nutricional e
estagio de desenvolvimento e pode ser feita a partir da citrulina, que por sua vez pode
ser sintetizada a partir da glutamina ou da prolina. Estas vias metabdlicas envolvem
diversas enzimas, algumas das quais estdo presentes em uma grande variedade de tipos
de células, enquanto que a expressdo de outras enzimas é restrita a érgdos especificos,
como figado, mucosa intestinal e rins. Isto resulta em fungdes metabdlicas altamente
compartimentalizadas em diferentes 6rgdos, sendo que na maioria dos animais, a via
metabolica completa da sintese de arginina € encontrada somente no intestino delgado
de neonatos. Em suinos, entretanto, a via completa também esta presente em animais ao
desmame. Em animais adultos, a maior parte da sintese enddgena de arginina envolve
uma via interérgaos (conhecida como eixo intestinal-renal), na qual o intestino delgado
libera citrulina na circulacdo sanguinea que é retirada primeiramente pelos rins para a
conversdo em arginina (Wu; Morris, 1998).

Dentre as funcdes da arginina, destaca-se, a participacdo na secrecdo de insulina
pelas células B do pancreas e do hormdnio de crescimento (GH), além de atuar como
modulador imunoldgico devido ao seu papel como um substrato para o sistema imune
(Wu et al., 2009).

Embora ndo seja considerado um amino&cido essencial para animais adultos, a
arginina € um aminoacido essencial para maximo crescimento em mamiferos jovens
(incluindo leitBes), que tém uma necessidade desse aminoacido para crescimento e
funcBGes metabdlicas particularmente elevadas. A deficiéncia de arginina pode ocorrer
em varias condigdes nutricionais e clinicas, incluindo baixo fornecimento desse
aminoéacido na dieta, reducdo da sintese intestinal de citrulina, deficiéncias genéticas em
enzimas envolvidas na sua sintese, problemas no transporte, super-expressao do gene da
arginase intestinal e reducdo na conversdo de citrulina em arginina nos rins. A
deficiéncia de arginina causa ainda, retardo no crescimento, disfuncdo intestinal e
reprodutiva, reduzido desenvolvimento neurologico e imune, anormalidades pulmonares
e cardiovasculares, reduzida capacidade de cicatrizacdo, hiperamonemia e até a morte
(Wu et al., 2007).
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Exceto a ornitina e a citrulina, que ndo sdo substratos para a sintese proteica, 0s
amino&cidos participantes do metabolismo da arginina so abundantes nos alimentos de
origem vegetal (milho e soja) e animal (farinhas de peixe e de sangue), sendo que suas
exigéncias em dietas convencionais sdo comumente atendidas para suinos em
crescimento, terminacdo e gestacdo (Wu; Morris, 1998). Entretanto, fémeas suinas em
fase de lactacdo e leitdes neonatos apresentam um déficit na sintese enddgena de
arginina, o que pode limitar seu desempenho ou comprometer seu sistema imune (Li et
al., 2007).

Estudos com a suplementacdo de arginina na dieta de leitGes verificaram que 0s
efeitos protetores da arginina estdo associados a reducdo na expressdo génica de
citocinas intestinais pro inflamatorias atraves da ativagdo PPARgamma (Liu et al.,
2008). Objetivando comprovar o deficit de desempenho em leitdes, devido a deficiéncia
de arginina, Wu et al. (2007) avaliaram niveis de 0,2 e 0,4% de arginina suplementar
para leitdes dos 7 aos 21 dias e obtiveram uma reducdo da amonia plasmatica (20 e
35%), um aumento na concentracdo plasmatica de arginina (30 e 61%) e no ganho de
peso (28 e 66%), atribuindo esses efeitos aos niveis suplementares de arginina na dieta.

Da mesma forma, Han et al. (2009) avaliando os efeitos da adi¢cdo de L-arginina
sobre o desempenho e funcdo imune em leitdes recém desmamado imunosuprimidos
com ciclofosfamida, verificaram que o uso da arginina reduziu o decréscimo do ganho
de peso induzido pela ciclofosfamida administrada aos 21 e 28 dias de idade. A adi¢édo
de arginina promoveu ainda a reducdo do numero total de células brancas aos 28 dias, e
aumentou o percentual de linfocitos aos 21 dias, reduzindo o tempo de reacdo
hipersensitiva.

Sendo assim, se faz necessario aumentar as pesquisas com esse aminoacido
buscando melhorar o desempenho e o estado imunolégico dos animais, principalmente
0S animais jovens que ainda ndo tem o sistema imunoldgico amadurecido, tendo em
vista que a sintese enddgena ndo atende as exigéncias para as inumeras funcgdes no
organismo, tais como a sintese proteica, a divisdo celular, a cicatrizacdo, a
vasodilatacdo, além da participacdo nas defesas imunes e na estimulagdo e liberacdo da

secrecdo hormonal.
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1.4. L-glutamina e acido glutamico na dieta de leitdes

Alguns aminodcidos tém importantes fungdes fisiologicas e podem, em
determinadas situacGes, ser necessarios em maior quantidade, tornando-se
condicionalmente essenciais. Entre esses aminoacidos, destaca-se a L-glutamina e o L-
acido glutamico, que, por estarem envolvidos na multiplicacdo celular, sdo importantes
para as células do sistema imune e do epitélio intestinal (Yi et al., 2005).

A glutamina € um dos aminoéacidos mais importantes e mais abundantes no
organismo (Li et al., 2010) e estd intimamente relacionada com a promocdo da
proliferacdo de células, como as células da mucosa intestinal, linfdcitos e fibroblastos. E
um importante substrato energético e de producdo de nucleotideos para enterdcitos,
hepatocitos, macrofagos, linfocitos e tecido linfoide associado ao intestino. Embora ndo
seja considerado um aminoécido essencial. Durante uma situacdo de estresse
prolongado, a producdo tecidual deste, pode ndo atender as demandas sistémicas e a
glutamina se torna condicionalmente essencial (Fukatsu et al., 2011). Trata-se de um
aminoacido neutro, que apresenta em sua estrutura dois grupos nitrogenados facilmente
metabolizaveis. Sua sintese ocorre a partir do glutamato pela enzima glutamato-
sintetase, e a hidrdlise pela acdo da enzima glutaminase, levando a formacdo de
glutamato e aménia. As células dos rins, figado, intestino delgado e do sistema imune
sdo suas mais importantes consumidoras. Em condi¢Ges normais, 0 musculo esquelético
libera constantemente glutamina, mantendo as concentracdes plasmaticas estaveis
(Zavariza et al., 2010).

O glutamato é definido como sendo o anion carboxilato e os sais do &cido
glutdmico. O acido glutdmico é classificado como um aminoécido ndo essencial, porém,
possui papel funcional, especialmente na mucosa intestinal, pois é o maior contribuinte
para a producdo de energia, atuando como precursor para o biossintese da glutationa e
dos aminoacidos prolina e alanina, alem de ser substrato no metabolismo intermediario
(Reeds et al., 2000). Ja o glutamato é responsavel por 40% da sintese de glutamina
(Newsholme et al., 2003), que por sua vez tem participacdo direta na sintese de
aminoacidos, nucleotideos, acidos nucleicos e aglcares aminados (Smith, 1990).

A glutamina e o glutamato desempenham papeis especiais na sintese da ureia. O
grupo amino desses aminoacidos ¢é transferido para o o-cetoglutarato no citosol dos
hepatocitos para a formacdo do glutamato que sera entdo transportado para a

mitocondria onde a ureia sera formada. O excesso de amoniaco (NH3) de outros tecidos
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¢ convertido no grupo amina da glutamina e transportada para mitocéndria do
hepatdcito, onde pode ser utilizada (Nelson; Cox, 2003).

Na via do glutamato, a glutamina é importante para a sintese de glutationa, o
mais abundante antioxidante celular do organismo animal. O muco e o complexo de
juncéo, que protegem o epitélio intestinal, sdo ricos em glicoproteinas que sao
sintetizados a partir de glucosamina-6-fosfato, de cuja sintese participa a glutamina
(Sakomura et al., 2014).

As células no sistema imune proliferam muito rapidamente, e a glutamina
facilita este processo, funcionando como um precursor biossintético e como uma fonte
de energia. Também preserva o sistema, provavelmente por protecdo antioxidante, por
promover maior eficacia da fungdo da barreira intestinal, bem como por promover a
proliferacdo de linfdcitos e de melhorar a acdo de neutrofilos e macrofagos (Gulbas,
2010).

O efeito da glutamina e do glutamato sobre a reconstituicdo da mucosa intestinal
tem sido investigado, devido ao fato desses aminoéacidos serem o principal metabdlito
que nutre os enterodcitos e em altas concentracdes, ser precursor para a formacao dos
acidos nucléicos, permitindo resposta imediata para a proliferacdo das células sem
entrar em outras rotas do metabolismo (Zavarize et al., 2010).

A suplementacdo de glutamina também melhora a imunidade da mucosa através
do aumento do ndmero de linfocitos nas placas de Peyer e na lamina propria,
normalizalizacdo parcial dos niveis teciduais de citocinas de resposte imune do tipo
Th2, e por melhora nos niveis de IgA nas mucosas respiratdria e intestinal (Fukatsu et
al., 2011).

O uso da glutamina na dieta de leitdes desmamados tem apresentado resultados
positivos na manutencdo da estrutura morfoldgica do intestino no periodo do desmame,
um periodo critico para o animal tendo em vista as inumeras adversidades encontrados
pelos mesmos, como relatado anteriormente.

A suplementacdo da dieta de suinos com 1% de L-glutamina + &cido glutdmico
melhorou o desempenho zootécnico na fase de creche (Abreu et al., 2010), reforcando a
hipotese da acdo benéfica desses aminoacidos na integridade do trato intestinal, com
consequente beneficio na digestdo e na absor¢do de nutrientes na fase pos-desmame,

que ¢ considerada critica no desenvolvimento de leitdes.
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CAPITULO 2

Adicdo de L-glutamina + &cido glutamico e L-arginina na dieta de leitbes recém-
desmamados
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SILVA, D. R. P. Adicéo de L-glutamina + acido glutadmico e L-arginina na dieta de
leitGes recem-desmamados. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Produgdo de Né&o
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementagdo de L-
Glutamina + acido glutdmico e/ou L-arginina sobre o desempenho produtivo, incidéncia
de diarreia, parametros séricos e a morfometria intestinal de leitdes desmamados aos 28
dias de idade. Para tanto, foi realizado um experimento utilizando 64 leitGes, sendo 32
machos castrados e 32 fémeas da linhagem comercial Agroceres®. Os animais foram
distribuidos em quatro tratamentos, sendo estes compostos por: DC- Dieta controle,
composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo, sem suplementacdo
de L- glutamina + acido glutamico e L-arginina; DAM — Dieta controle com adicdo de
1% de L-glutamina + acido glutamico; DA — Dieta controle com a adicdo de 1% de L-
arginina; DGA —Dieta controle com a adicdo de 0,5% de L-glutamina + acido glutdmico
e 0,5% de L-arginina, com oito repeti¢des, sendo dois animais por parcela experimental,
um macho e uma fémea. Os animais foram distribuidos em blocos ao acaso com peso
inicial de 6,120 £ 0,622 kg. A adicdo de 1% L-arginina na dieta de leitdes melhorou o
ganho de peso dos animais e apresentou a melhor conversao alimentar no periodo de 28-
35 dias de idade. No segundo periodo (28 a 42 dias de idade) o melhor ganho de peso
médio diério foi observado naqueles animais que receberam a dieta controle e a adigéo
de 1% de L-glutamina + &cido glutdmico, como também os animais que receberam a
adicdo de 1% L-arginina apresentaram a melhor converséo alimentar. No terceiro
periodo analisado (28-49 dias de idade) foi observado melhor ganho de peso medio
diario naqueles animais alimentados com a dieta controle e com a adi¢do de 1% de L-
glutamina + acido glutdmico. As dietas em que foram adicionados os dois aminoacidos
(DAM, DA e DGA) os animais apresentaram menor incidéncia de diarreia (11,31; 15,48
e 16,07% respectivamente), quando comparado com a dieta controle. Houve efeito

significativo para o numero de leucécitos totais e neutrofilos segmentados, quando
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comparada entre as idades. Houve efeito significativo para todas as estruturas
morfolodgicas intestinais dos leitdes, observando maiores valores naqueles segmentos a
quais os animais foram submetidos as dietas que continham os dois amino&cidos
estudados de forma conjunta ou em separado. A utilizacdo dos dois aminoacidos de
forma conjunta ou em separados melhora o desempenho dos animais, diminui a
incidéncia de diarreia em leitGes recém-desmamados, ndo influencia o leucograma dos

animais e melhora os pardmetros morfométricos do intestino delgado.

Palavras chave: absorcéo, imunidade, saude intestinal, vilo
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SILVA, D. R. P. Adicéo de L-glutamina + acido glutadmico e L-arginina na dieta de
leitGes recém-desmamados. Dissertagdo (Mestrado em Nutricdo e Produgdo de N&o-
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Abstract - The objective of this study was to evaluate the effects of supplementation of
L-Glutamine + glutamic acid and / or L-arginine on performance, incidence of diarrhea,
serum parameters and intestinal morphology of piglets weaned at 28 days of age.
Therefore, an experiment was conducted using 64 pigs, 32 barrows and 32 females of
the commercial line Agroceres®. The animals were distributed in four treatments, which
are composed of: DC- diet control, mainly composed of corn, soybean meal and milk
product without supplemental L-glutamine + glutamic acid and L-arginine; DAM -
Control diet with added 1% L-glutamine + glutamic acid; DA - Control diet with the
addition of 1% L-arginine; DGA -Dieta control with the addition of 0.5% of L-
glutamine + glutamic acid and 0.5% L-arginine, with eight replications and two animals
per experimental plot, a male and a female. The animals were distributed in blocks with
initial weight of 6.120 = 0.622 kg. The addition of 1% L-arginine in piglets diet
improved animal weight gain and showed the best feed in the period of 28-35 days old.
In the second period (28 to 42 days of age) the best gain, average daily weight was
observed in those animals that received the control diet and the addition of 1% L-
glutamine + glutamic acid as well as animals that received the addition of 1% L-
arginine showed the best feed. In the third analysis period (28-49 days old) was best
observed daily weight gain of those animals fed the control diet and with the addition of
1% L-glutamine + glutamic acid. The diets that were added two amino acids (DAM,
DA and DGA) the animals had a lower incidence of diarrhea (11.31; 15.48 and 16.07%
respectively), when compared with the control diet. There was a significant effect on the
total number of leukocytes and segmented neutrophils compared between ages. There
was a significant effect for all intestinal morphological structures of piglets, observing
higher values in those segments to which the animals were subjected to diets containing
the two amino acids studied jointly or separately. The use of two amino acids in a joint
or separate improved animal performance, reduce the incidence of diarrhea in weaned
piglets, does not influence leukocyte profile and improves the morphometric parameters
of the small intestine.

Keywords: absorption, immunity, intestinal health, villus
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INTRODUCAO

O desmame de leitdes é uma fase critica na producdo de suinos por reunir
diversos fatores que podem prejudicar o desenvolvimento dos animais. Por ocasido do
desmame, a mudanga de alimento, a forma fisica da racdo, a variacdo na proporcéo dos
nutrientes, bem como o estresse de ordem social, ocasionam mudangas estruturais no
trato gastrintestinal (TGI), resultando em baixo consumo e aproveitamento de
alimentos, com alta susceptibilidade a ocorréncia de infeccbes entéricas nas primeiras
semanas ap0s 0 desmame, propiciando assim, baixo desempenho e, muitas vezes, alta
taxa de mortalidade dos animais (Silva et al., 2012).

Neste contexto, a manutencdo da salde intestinal € um importante fator para
minimizar ou prevenir o baixo desempenho, morbidade e susceptibilidade a infec¢bes
entéricas, pois, o desenvolvimento funcional do trato gastrintestinal, que engloba o
desenvolvimento dos enterdcitos e mucosa, da microbiota e do sistema imunolégico
intestinal, estd diretamente relacionado ao desempenho do animal (Bandeira et al.
2007). As alteracdes na estrutura do intestino delgado dos leitdes, evidenciadas pela
reducdo na altura das vilosidades e aumento na profundidade das criptas, levam ao
menor numero de células absortivas e maior de secretoras, 0 que estd associado as
diminui¢cdes do consumo voluntério e da capacidade de absor¢do dos nutrientes, e do
aumento na ocorréncia de problemas entéricos (Hotzel; Machado Filho, 2004).

Desta forma, os ingredientes alimentares geralmente utilizados para favorecer o
estabelecimento da sadde intestinal em leitdes como os derivados do leite e outros
ingredientes de origem animal, apresentam custo elevado, e 0 uso de antibidticos como
promotores do crescimento, tem sido restringido na producdo animal, tornando assim
importante a busca por novas tecnologias ou ingredientes alimentares, capazes de
contribuir para o funcionamento eficaz do trato gastrintestinal dos animais, favorecendo
0 bom desempenho.

Descobertas recentes tém indicado fungdes adicionais para alguns aminoacidos
no funcionamento do intestino, melhorando a digestdo e absorcdo dos nutrientes, e o
sistema imunoldgico de leitdes desmamados (Abreu et al. 2010; Roth, 2008; Wang et al.
2008; Wu et al. 2010). Dentre estes, encontram-se a L-glutamina, &cido glutamico e a L-
arginina (Hannas et al., 2010), substancias com agdo tréfica sobre a mucosa intestinal e

sobre o sistema imune.
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O uso da L-glutamina + acido glutdmico na dieta de leitbes desmamados tem
apresentado resultados positivos na manutencdo da estrutura morfolégica do intestino
delgado quando esse adicionado ao nivel de 1% na primeira semana ap6s o desmame
(Abreu et al., 2010). Da mesma forma Han, et al. (2009) avaliando os efeitos da adicao
de L-arginina sobre o desempenho e funcdo imune em leitbes recém desmamado
imunosuprimidos com ciclofosfamida, verificaram que o uso da L-arginina aliviou o
decréscimo do ganho de peso induzido pela ciclofosfamida administrada aos 21 e 28
dias de idade como também aumento no numero de linfocitos.

Portanto, esse estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da utilizacdo de L-
glutamina + acido glutdmico e L-arginina de forma conjunta e em separado sobre o
desempenho, incidéncia de diarreia, pardmetros séricos e a morfometria intestinal de

leitdes recém-desmamados.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Suinocultura do Departamento de
Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias Humanas, Sociais e Agrarias da Universidade
Federal da Paraiba (CCHSA/UFPB), Campus I, localizado na cidade de Bananeiras —
PB no periodo de Fevereiro a Abril de 2015. O projeto teve aprovacao pelo comité de
ética no uso de animais da UFPB com certiddo emitida sob o nimero de protocolo de
namero 0405/14.

Foram utilizados 64 animais, da linhagem comercial Agroceres®, sendo 32
machos castrados e 32 fémeas, desmamados aos 28 dias de idade com peso inicial
médio de 6.120 £ 0,622 kg.

Os animais foram alojados em gaiolas de creche suspensas de 1,5 por 2,0 m com
piso plastico vasado, dotados de comedouro e bebedouros semiautomaticos, localizados
em um galpdo de alvenaria com piso de concreto. Durante os primeiros 20 dias do
periodo experimental, foram utilizados lampadas incandescentes de 100W,
possibilitando o aquecimento dos leitdes. As temperaturas maxima e minima, como
também a umidade relativa do ar foram mensuradas trés vezes ao dia, sempre as 07:h00,
12:h00 e 17:h00 com o auxilio de um termohigrometro. As temperaturas medias
maximas e minimas registradas foram de 29,8 e 24,1°C, e valores medios de 68,3 e

52,8% para umidade relativa do ar madxima e minima, respectivamente.
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Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental em blocos ao
acaso, tendo o peso inicial como critério para formacao dos blocos, constituindo quatro
tratamentos com oito repetices e dois animais por unidade experimental, sendo um
macho e uma fémea. Os tratamentos consistiram de: DC- Dieta controle, composta
principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo, sem suplementacdo de L-
glutamina + &cido glutdmico e L-arginina; DAM — Dieta composta principalmente por
milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 1% de L-glutamina + acido
glutdmico; DA - Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto
lacteo suplementada com 1% de L-Arginina; DGA — Dieta composta principalmente por
milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 0,5% de L-glutamina + &cido
glutdmico e 0,5% de L-arginina.

As ragdes foram formuladas (Tabelas 1, 2 e 3) segundo recomendacgdes de
Rostagno et al., (2011) para suinos de alto potencial genético, sendo as mesmas
isoenergéticas e isoproteicas obedecendo a faixa de peso dos animais. Nas dietas ndo
foram adicionados promotores de crescimento. Durante o periodo experimental os
animais receberam agua e racdo a vontade. A L-glutamina e o acido glutdmico foram

administrados pela adicdo do Aminogut® nas dietas experimentais.
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Tabela 1. Composicédo centesimal das dietas experimentais utilizadas para leitbes de 5-

9 kg,

Dietas experimentais
Ingredientes (kg) pC* DAM* DA’ DGA*
Farelo de milho 51,04 54,18 57,04 55,61
Farelo de soja 29,46 27,51 23,80 25,66
Soro de leite em po 8,59 8,00 8,00 8,00
Oleo de soja 5,50 4,74 5,34 5,04
Calcario calcitico 0,75 0,76 0,77 0,76
Fosfato bicalcico 1,57 1,60 1,63 1,62
L-glutamina + A. glutdmico 0,00 1,00 0,00 0,50
L-Arginina 0,00 0,00 1,00 0,50
L-Lisina HCL 0,70 0,76 0,87 0,82
DL-Metionina 0,28 0,30 0,32 0,30
L-Triptofano 0,05 0,06 0,09 0,08
L-Treonina 0,31 0,34 0,39 0,37
Premix mineral e 0,50 0,50 0,50 0,50
vitaminico?
Sal comum 0,17 0,18 0,18 0,18
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02
Inerte’ 1,00 0,00 0,00 0,00
Total 100,0 100,0 100,0 100,0
Valores calculados (%)
Energia metabolizavel 3,400 3,400 3,400 3,400
(Mcal/Kg)
Proteina bruta 20,00 20,00 20,00 20,00
Célcio 0,85 0,85 0,85 0,85
Fésforo disponivel 0,45 0,45 0,45 0,45
Triptofano digestivel 0,26 0,26 0,26 0,26
Arginina digestivel 1,23 1,23 1,93 1,50
Lisina digestivel 1,45 1,45 1,45 1,45
Metionina digestivel 0,55 0,55 0,56 0,55
Metionina + Cistina 0,82 0,82 0,81 0,81
digestivel
Treonina digestivel 0,91 0,91 0,91 0,91

Valores nutricionais obtidos dos ingredientes foram recomendados por Rostagno et al. (2011). Premix mineral e vitaminico
fornecendo por kg de racéo: 100 mg Fe, 10 mg Cu, 0,3 mg de Se, 40 mg Mn, 100 mg Zn, 1 mg de Co, 1,5 mg I; 3; 9000 Ul vit. A,
2250 Ul vit. D3, 22,5 mg Vit.E, 22,5 mg vit. K3, 2,03 mg vit. B1, 6 mg vit. B2, 3 mg vit. B6, 30 pg vit. B12, 0,9 mg 4cido folico,
14,03 mg &cido pantoténico, 30 mg niacina, 0,12 mg biotina, 400 mg de colina. Areia lavada. “DAM — Dieta composta

principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 1% de L-Glutamina + &cido glutdmico; DA - Dieta

composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 1% de L-Arginina; DGA — Dieta composta

principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 0,5% de L-Glutamina + acido glutdmico e 0,5% de L-

Arginina.
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Tabela 2. Composicéo centesimal das dietas experimentais utilizadas para leitbes de 9-

15 kg'.

Dietas experimentais
Ingredientes (kg) pC* DAM* DA’ DGA*
Farelo de milho 49,98 50,3 56,08 54,65
Farelo de soja 33,28 31,7 27,42 29,28
Soro de leite em po 7,00 7,00 7,00 7,00
Oleo de soja 5,00 5,00 4,64 4,34
Calcario calcitico 0,67 0,67 0,69 0,68
Fosfato bicalcico 1,60 1,62 1,63 1,62
L-glutamina + A. glutdmico 0,00 1,00 0,00 0,50
L-Arginina 0,00 0,00 1,00 0,50
L-Lisina HCL 0,45 0,50 0,62 0,56
DL-Metionina 0,17 0,19 0,22 0,20
L-Triptofano 0,01 0,23 0,04 0,03
L-Treonina 0,18 0,20 0,26 0,23
Premix mineral e 0,28 0,00 0,00 0,00
vitaminico?
Sal comum 0,33 0,33 0,33 0,33
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02
Inerte’ 1,00 1,37 0,00 0,00
Total 100,0 100,0 100,0 100,0
Valores calculados (%)
Energia metabolizavel 3,375 3,375 3,375 3,375
(Mcal/Kg)
Proteina bruta 21,00 21,00 21,00 21,00
Célcio 0,82 0,82 0,82 0,82
Fésforo disponivel 0,45 0,45 0,45 0,45
Triptofano digestivel 0,23 0,23 0,23 0,23
Arginina digestivel 1,13 1,19 2,04 1,61
Lisina digestivel 1,33 1,33 1,33 1,33
Metionina digestivel 0,46 0,46 0,48 0,47
Metionina + Cistina 0,74 0,74 0,74 0,74
digestivel
Treonina digestivel 0,83 0,83 0,83 0,83

Valores nutricionais obtidos dos ingredientes foram recomendados por Rostagno et al. (2011). “Premix mineral e vitaminico
fornecendo por kg de racéo: 100 mg Fe, 10 mg Cu, 0,3 mg de Se, 40 mg Mn, 100 mg Zn, 1 mg de Co, 1,5 mg I; 3; 9000 Ul vit. A,
2250 Ul vit. D3, 22,5 mg Vit.E, 22,5 mg vit. K3, 2,03 mg vit. B1, 6 mg vit. B2, 3 mg vit. B6, 30 pg vit. B12, 0,9 mg 4cido folico,

14,03 mg &cido pantoténico, 30 mg niacina, 0,12 mg biotina, 400 mg de colina. *Areia lavada. “DAM — Dieta composta

principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 1% de L-Glutamina + &cido glutdmico; DA - Dieta

composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 1% de L-Arginina; DGA — Dieta composta

principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 0,5% de L-Glutamina + acido glutdmico e 0,5% de L-

Arginina.
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Tabela 3. Composicdo centesimal das dietas experimentais utilizadas para leitdes de

15-30 kg'.

Dietas experimentais
Ingredientes (kg) pC* DAM* DA’ DGA*
Farelo de milho 64,54 67,19 70,05 68,61
Farelo de soja 28,94 29,93 23,21 25,07
Oleo de soja 1,82 1,05 1,65 1,35
Calcério calcitico 0,55 0,56 0,58 0,57
Fosfato bicalcico 1,58 1,59 1,62 1,60
L-glutamina + A. glutdmico 0,00 1,00 0,00 0,50
L-Arginina 0,00 0,00 1,00 0,50
L-Lisina HCL 0,39 0,45 0,56 0,50
DL-Metionina 0,09 0,11 0,14 0,12
L-Triptofano 0,00 0,00 0,02 0,01
L-Treonina 0,12 0,15 0,20 0,18
Premix mineral e 0,50 0,50 0,50 0,50
vitaminico?
Sal comum 0,40 0,40 0,41 0,40
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02
Inerte® 1,00 0,00 0,00 0,00
Total 100,0 100,0 100,0 100,0
Valores calculados (%)
Energia metabolizével 3,230 3,230 3,230 3,230
(Mcal/Kg)
Proteina bruta 19,2 19,2 19,2 19,2
Calcio 0,72 0,72 0,72 0,72
Faésforo disponivel 0,40 0,40 0,40 0,40
Triptofano digestivel 0,19 0,19 0,19 0,19
Arginina digestivel 1,13 1,09 1,94 1,51
Lisina digestivel 1,14 1,14 1,14 1,14
Metionina digestivel 0,37 0,37 0,37 0,37
Metionina + Cistina 0,64 0,64 0,64 0,64
digestivel
Treonina digestivel 0,72 0,72 0,72 0,72

Valores nutricionais obtidos dos ingredientes foram recomendados por Rostagno et al. (2011). Premix mineral e vitaminico
fornecendo por kg de ragéo: 100 mg Fe, 10 mg Cu, 0,3 mg de Se, 40 mg Mn, 100 mg Zn, 1 mg de Co, 1,5 mg I; 3; 9000 Ul vit. A,
2250 Ul vit. D3, 22,5 mg vit.E, 22,5 mg vit. K3, 2,03 mg vit. B1, 6 mg vit. B2, 3 mg vit. B6, 30 pg vit. B12, 0,9 mg 4cido folico,

14,03 mg &cido pantoténico, 30 mg niacina, 0,12 mg biotina, 400 mg de colina. *Areia lavada. “DAM — Dieta composta

principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 1% de L-Glutamina + acido glutamico; DA - Dieta

composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 1% de L-Arginina; DGA — Dieta composta

principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com 0,5% de L-Glutamina + acido glutamico e 0,5% de L-

Arginina.
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2.1. Variaveis analisadas

2.1.1. Desempenho produtivo

Para a determinacdo das variaveis de desempenho, 0s animais e as racles
fornecidas foram pesados no inicio e final de cada periodo experimental, bem como as
sobras de racdo, obtendo-se o consumo medio didrio (CMD), o ganho médio diario
(GMD) e a conversdo alimentar (CA). Os resultados de desempenho foram analisados
nos seguintes periodos: | — dos 28 aos 35 dias de idade; Il — dos 28 aos 42 dias de idade;
Il — dos 28 aos 49 dias de idade e IV — dos 28 aos 63 dias de idade.

2.1.2. Incidéncia de diarreia

Com o objetivo de verificar a influéncia das dietas experimentais sobre a
incidéncia de diarreia, foi realizado o levantamento dos escores fecais dos leitdes, nos
primeiros 21 dias do periodo experimental. Duas vezes ao dia, foi verificada a
consisténcia das fezes, as 8:h00 e as 17:h00, mediante analise visual, de acordo com 0s
seguintes escores: 1 — fezes normais, 2 — fezes pastosas e 3 — fezes aquosas. Os escores
1 e 2 foram considerados fezes ndo diarreicas e o 3 diarreicas. Estas identificacOes

foram realizadas sempre pelo mesmo observador.
2.1.3. Parametros séricos

Para 0 monitoramento do padrdo sanguineo e contagem diferencial de células,
foram colhidas amostras de sangue por meio de pun¢do da veia mamaria do mesmo
leitdo de cada baia aos 42 e 49 dias de idade. Em cada colheita foram retirados 2 ml de
sangue para determinagéo leucograma, cujas analises foram realizadas com a utilizagéo
do kit ACT-PAC coulter. Estas analises foram realizadas no Centro de Analises e
Diagnosticos Veterinarios (CADVE) na cidade de Campina Grande-PB.

Foram analisadas as concentracfes leucdcitos totais — Le (mm?®), como também,
a contagem diferencial de leucdcitos, obtendo-se o numero de eosindfilos, neutréfilos
segmentados, linfocitos e mondcitos.

Para os dados dos parametros sanguineos foi utilizado o esquema em parcelas
subdivididas, sendo as parcelas as dietas experimentais, e as sub-parcelas, as idades em

gue foram colhidas as amostras.
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2.1.4. Morfometria intestinal

Para estudo da estrutura do intestino delgado, foram colhidas amostras (£ 3 cm)
da porcéo inicial do duodeno e da por¢do média do jejuno. Para isso, um animal de cada
parcela no final do terceiro periodo (49 dias de idade) foi submetido a um jejum de 12
horas, e em seguida, encaminhado para o abatedouro do CCHSA/UFPB obedecendo ao
protocolo de abate humanitério, sendo abatidos para coleta dos segmentos intestinais.
Os segmentos intestinais (Duodeno e Jejuno) foram fixados em solucdo de Metacarn
(60% de metanol; 30% de cloroférmio; 10 de acido acético) por doze horas, e mantidos
sobre refrigeracdo. Percorrido esse tempo, colocados em solugdo de alcool (70%). As
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Histologia do programa de Pds-
graduacdo em Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias, Campus de Areia/UFPB,
para confeccdo das laminas histoldgicas, onde foram realizadas as andlises
morfométricas do epitélio intestinal por microscopia de luz.

Para confeccdo das laminas, as amostras permaneceram em solucdo de alcool
(70%) por 24 horas. Apos este periodo, foram lavadas em agua corrente para retirada do
fixador e posteriormente desidratadas em séries crescentes de alcoois, diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina. A microtomia das mesmas foi realizada a espessura de
5um, sendo realizados de 6 a 8 cortes semi-seriados para cada segmento de cada animal.
A coloracdo dos cortes para visualizacao de altura de vilo (AV), profundidade de cripta
(PC), espessura de vilo (EV), espessura de mucosa (EM) e densidade de vilo por area
(DV) foi realizada com hematoxilina-eosina, ja para visualizacdo e contagem de células
caliciformes (CC), a colorag&o utilizada foi a PAS (Acido-periddico Schiff).

Para as leituras das laminas histologicas, foi utilizado microscépio de luz
modelo Olympus BX60 e camera Zeiss Axion acoplada com programa de captura de
imagens digitais Motic Image Plus 2.0. Para avaliar a altura das vilosidades (AV),
profundidade das criptas (PC), relacéo vilo/cripta (AV/PC), espessura de mucosa (EM),
espessura de vilo (EV) e contagem de células caliciformes foi realizada a metodologia
descrita por Moreira Filho et al. (2015) modificada. A area absortiva foi determinada a
partir da seguinte equacgéo: Altura de vilo x Largura de vilo. A densidade de vilos por
érea foi calculada através da multiplicacio de uma 4rea total de 3.500 x 3.500 um? pelo
total de vilos contados em 3.500 pm?, sendo assim, foi determinado o total de vilos

numa area de 12.500 pm?, sendo o total de vilos corrigidos para area de 10.000 pum.
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3.  Analises estatisticas

Os dados observados foram submetidos a andlise de variancia por meio do
procedimento GLM (General Linear Models) no programa estatistico SAS (Statistical
Analysis System, 1998) e a comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey
com um nivel de significancia de 5%.

A normalidade dos erros foi testada pelo teste de Cramer-von Misses, de acordo
com Everitt (1998). Para a avaliacdo da incidéncia de diarreia foi utilizada a estatistica

ndo paramétrica, sendo as médias comparadas pelo teste de Kruskall-Wallis (5%).
4.  RESULTADOS E DISCUSSAO
Tabela 4. Efeito da adicdo de L-glutamina + acido glutdmico e L-arginina na dieta de

leitBes recém-desmamados sobre o ganho de peso médio diario (GMD), consumo médio
diario (CMD) e conversao alimentar (CA).

Dietas experimentais

DC DAM DA DGA CV (%) P
28 a 35 dias de idade
GMD (g) 237,67b 258,46ab 290,25a 231,43 b 23,96 0,0369*
CMD (g) 289,85 310,85 290,18 291,35 14,57 0,7197
CA (9/9) 1,30 ab 1,49 a 1,22b 1,29b 16,05 0,0124*
28 a 42 dias de idade
GMD (g) 24464 ab 260,71a 23570b 237,50b 16,83 0,0139*
CMD (g) 331,58 340,40 315,33 330,46 10,09 0,5155
CA (g/9) 1,47 ab 1,39b 1,35b 1,49 a 16,21 0,0236*
28 a 49 dias de idade
GMD (g) 288,01ab 291,10a 270,01b 261,22b 12,93 0,0056*
CMD (g) 397,70 403,46 382,48 388,77 9,95 0,7179
CA (0/9) 1,38 ab 1,37b 1,34b 1,48 a 8,41 0,0227*
28 a 63 dias de idade
GMD (g) 382,50 381,25 363,93 343,79 13,83 0,4021
CMD (g) 565,94 562,04 542,10 566,23 7,73 0,6441
CA (g9/9) 1,49 1,47 1,55 1,54 13,21 0,8238

IDC- Dieta controle, composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo, sem suplementagio de L- glutamina +
acido glutdmico e L-arginina; DAM — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo, suplementada com
1% de L-Glutamina + &cido glutamico; DA - Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo,
suplementada com 1% de L-Arginina; DGA — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo,

suplementada com 0,5% de L-Glutamina + &cido glutamico e 0,5% de L-Arginina.

Observa-se que no periodo de 28 a 35 dias, 0 ganho médio diario (GMD) dos

leitdes foi maior com quando receberam a dieta suplementada com 1% de L-Arginina
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(DA), ja 0 menor valor para 0 GMD foi observado quando os animais receberam a dieta
controle que, ao mesmo tempo, ndo diferiram dos valores obtidos quando estes
receberam a dieta com 1% de L-glutamina + &cido glutdmico e quando suplementada
com 0,5% de L-Glutamina + acido glutamico e 0,5% de L-Arginina. Nao foi observado
efeito significativo (P>0,05%) para a variavel consumo médio diario (CMD). Foi
observada que a adicdo de 1% de L-glutamina + &cido glutdmico piorou a conversao
alimentar, ja a melhor conversdo alimentar foi observada quando adicionado 1% de L-
arginina na dieta, porém, essa ndo diferiu quando comparado com os tratamentos da
dieta controle e da dieta adicionada de 0,5% de L-glutamina + acido glutamico e 0,5%
de L-arginina (DGA).

Na fase de 28 aos 42 dias de idade, 0 maior GMD foi observado nos animais que
receberam a dieta contendo 1% de L-glutamina + &cido glutamico (DAM) diferindo-a
assim das dietas que continha a adi¢do de 1% de L-arginina e 0,5% de L-glutamina +
acido glutdmico e 0,5% de L-arginina, a0 mesmo tempo ndo diferindo da dieta controle
(DC). Néo foram observados efeitos significativos (P>0,05%) para variavel CMD nesta
fase. Houve efeito significativo para variavel CA, sendo a melhor conversao observada
para aqueles animais que receberam 1% de L-arginina na dieta quando comparada ao
tratamento que recebeu a suplementacdo de 0,5% de L-glutamina + acido glutdmico e
0,5% de L-arginina.

O melhor GMD obtido na fase de 28 a 49 dias de idade foi observado quando
adicionado a dieta 1% de L-glutamina + acido glutamico, quando comparado com as
dietas suplementadas com 1% de L-arginina e a dieta contendo 0,5% de L-glutamina +
acido glutdmico e 0,5% de L-arginina. Ndo foram observados efeitos significativos
(P>0,05%) para as variaveis CMD nesse periodo. Para a variavel CA, foram observados
efeitos significativos (P<0,05%), onde a melhor CA foi observada nos animais que
receberam dietas contendo 0,5% de L-glutamina + acido glutdmico e 0,5% de L-
arginina. N&o foi observado efeito significativo quando avaliado o periodo de 28 a 63
dias de idade para nenhuma das variaveis analisadas.

A L-glutamina + 4&cido glutimico e a L-arginina sdo importantes no
desenvolvimento de tecidos com rapido turno ver como a mucosa intestinal o que é
importante para leitdes, pois o comprometimento da integridade das vilosidades do
intestino delgado que ocorre ap6s o desmame, reduz a area de absorcéo e a producao
enzimética (Hedeman et al., 2003), dificultando assim a absor¢do dos nutrientes e

consequentemente ganho de peso dos animais. Além disso, sdo importantes também
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para a resposta imunoldgica (Sauer et al., 2012). Observa-se nesse trabalho que nos
tratamentos suplementados com a L-glutamina + acido glutdmico e a L-arginina ocorre
uma melhora em algumas varidveis do desempenho dos animais, provavelmente
ocasionado pela alteracdo nessas estruturas do trato gastrointestinal que tem relagéo
direta com a absor¢éo dos nutrientes, embora que os efeitos benéficos da suplementagéo
de L-glutamina e L-arginina na sua maioria, foram observados em experimentos sob
desafios como estresse, doencas ou estados inflamatérios (Dai et al., 2009; Soltan et al.,
2009), o que nao ocorreu nesse trabalho.

Os dados dessa pesquisa corroboram com os encontrados por Teixeira et al.
(2014) que ao adicionar niveis de L-glutamina + &cido glutamico (0,5; 1,0 e 1,5%) na
dieta de leitdes desmamados aos 21 dias de idade observaram melhora no desempenho
dos animais ao se adicionar 1%, estes porém ja discordam dos encontrados por Abreu et
al. (2010) e Tucci et al. (2011) que ndo observaram melhora no desempenho de leitdes
desmamados precocemente alimentados com dietas contendo niveis L-glutamina e/ou
plasma suino (1 e 2% respectivamente) nas duas primeiras semanas apos o desmame. Yi
et al. (2005) também nédo encontraram efeitos da L-glutamina (2%) quando adicionado a
dieta dos animais ap0s 0 desmame e sugeriu que o baixo desafio durante o periodo
experimental pode explicar a baixa eficiéncia da L-glutamina, ja que no mesmo trabalho
quando os animais foram desafiados com Escherichia coli, aqueles que recebiam a

suplementacédo de L-glutamina apresentaram melhor desempenho.

Tabela 5. Efeito da adicdo de L-glutamina + &cido glutdmico e L-arginina sobre a

incidéncia de diarreia de leitdes recém-desmamados.

Dietas experimentais
Escore DC DAM DA DGA
3 (%) 17,23 a 11,31 b 15,48 ab 16,07 a

IDC- Dieta controle, composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo, sem suplementagdo de L- glutamina +

acido glutamico e L-arginina; DAM — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com
1% de L-Glutamina + &cido glutdmico; DA - Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo
suplementada com 1% de L-Arginina; DGA — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo

suplementada com 0,5% de L-Glutamina + acido glutamico e 0,5% de L-Arginina.

A maior incidéncia de diarreia foi observada naqueles animais que receberam a
dieta controle e DGA, conforme observado na Tabela 5. A menor incidéncia de diarreia
foi observada nos animais que receberam L-glutamina + &cido glutdmico na dieta, ndo

diferindo daqueles que receberam L-arginina.
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Caldara et al. (2010) descobriram que o a suplementagédo de 1% de L-glutamina
+ acido glutamico em dietas de leitdes desmamados acelera a proliferacdo de células da
mucosa intestinal, indicando uma resposta positiva na rotatividade do processo de
renovacdo da mucosa e adaptacdo dos leitbes ao desmame, influenciando assim na
manutencdo da integridade do epitélio e menor indice de diarreia. Nesse contexto, a L-
arginina atua na manutencdo das células de defesa presentes na mucosa do intestino,
impedindo a proliferacdo de patégenos (Han et al., 2009). Dessa forma, a acdo em
separado desses aminoacidos, quando adicionados em 1% na dieta dos animais,
possivelmente favoreceu a diminuicdo da incidéncia de diarreia. Estes dados
corroboram com o0s encontrados por Teixeira et al. (2014) que observaram menor
incidéncia de diarreia ao adicionar 1% de L-glutamina + acido glutamico na dieta de

leitdes desmamados aos 21 dias de idade.

Tabela 6. Valores médios dos pardmetros sanguineos de leites em funcdo da adicdo de

L-glutamina + &cido glutdmico e L-arginina nas idades e dias de colheitas.

Dietas Experimentais Idade Efeitos
Variaveis CV(%)
DC DAM DA DGA 35 42 D I DxI

Le 23.10 22.38 21.54 2294  257la 1927b 2392 NS ** NS
Ns 8.305 8.352 7.459 8495 10365a 35943b 36,07 NS ** NS
Linfo 13415 12156 12.668 13279 13765 11993 3399 NS NS NS
Eos 184,63a 80,75b 142,13ab 167,94a 186,09a 101,63b 26,97 *  ** NS
Mon 1.163a 1.233a 1.007ab 807D 1.195a 910b 2496 * % NS

Pl (mm®) 538.131 514588 521.713 545888 564.253 495878 25,82 NS * NS

!DC - Dieta controle, composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo, sem suplementaco de L- glutamina +
acido glutdmico e L-arginina; DAM — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com
1% de L-Glutamina + &cido glutdmico; DA - Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo
suplementada com 1% de L-Arginina; DGA — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo
suplementada com 0,5% de L-Glutamina + 4cido glutdmico e 0,5% de L-Arginina. 2D = Dias e I= idade. Médias seguidas da mesma
letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). NS: ndo significativo (P>0,05); *(P<0,05); **(P<0,01). %Le =
Leucdcitos totais; Ns = Neutrofilos segmentados; Linfo = Linfdcitos; Eos = Eosin6filos; Mon = Mondcitos; Pl = Plaquetas.

Todos os valores encontrados no leucograma dos animais apresentaram-se
normais quando comparados as tabelas de referéncia (Fraser, 1991; Kaneko et al.,
1989).

Houve efeito significativo apenas para o numero de leucécitos totais e

neutrofilos segmentados, quando comparada entre as idades, como também para o
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numero de eosinofilos e mondcitos, que também apresentaram efeito significativo
quando comparado os dias de colheita.

O aumento do nimero de neutrofilos segmentados, eosinéfilos e mondcitos no
primeiro dia de colheita (35 dias) podem ser em decorréncia do inicio da maturacdo do
sistema imunoldgico dos animais, tendo em vista que essas células pertencem a primeira
linha de defesa do organismo e geralmente estdo relacionados ao primeiro contato
dessas células com antigenos. Podemos ainda observar na Tabela 6, que no segundo dia
de colheita (49 dias) o numero dessas células diminuem e consequentemente o nimero
de leucdcitos totais.

Estes dados corroboram com os mesmos encontrados por Robles-Huaynate et
al., (2014) que ao avaliarem probidtico na dieta de suinos em crescimento, encontraram

valores semelhantes para leucocitos totais, neutrofilos e eosindfilos.

Tabela 7. Médias de altura das vilosidades (AV), profundidade das criptas (PC) e
relacdo altura das vilosidades:profundidade das criptas (AV/PC), espessura de mucosa
(EM), largura de vilo (EV), area absortiva (AA), densidade de vilos por area (DV) e
contagem de células caliciformes (CC) do duodeno de leitdes alimentados com L-

glutamina + &cido glutdmico e L-arginina.

Dietas experimentais

DC DG DA DGA CV(%) P
Duodeno

AV (um) 340,28b 371,31ab 425,80ab 449,34 a 14,88 0,0051*
PC (um) 334,55 329,03 304,40 345,88 13,34 0,7323

AV/PC 1,06 b 1,13 ab 1,40 a 1,30 ab 18,67 0,0376*
EM (um) 674,83b 700,34ab 730,19ab 795,23 a 10,51 0,0277*
EV (um) 16554b 178,43 a 146,90 b 185,95 a 10,78 0,0019*
AA (um?) 57.769b 66.844b 62.249 b 84.626 a 21,43 0,0074*
DV (Vilo/um? 87,62 b 116,75 a 123,62 a 116,62 a 10,21 0,0407*
CC 9,17 c 11,01 b 14,18 a 11,42 b 11,16 0,0350*

IDC- Dieta controle, composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo, sem suplementagio de L- glutamina +
acido glutamico e L-arginina; DAM — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com
1% de L-Glutamina + &cido glutdmico; DA - Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo
suplementada com 1% de L-Arginina; DGA — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo
suplementada com 0,5% de L-Glutamina + &cido glutdmico e 0,5% de L-Arginina. > Médias seguidas da mesma letra na linha,

diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Observa-se na Tabela 7, que houve efeito significativo (P<0,05) para altura de
vilo (AV), relagéo vilo/cripta (AV/PC), espessura de mucosa (EM), espessura de vilo
(EV), area absortiva (AA), densidade de vilos por area (DV) e células caliciformes (CC)

do duodeno, onde a maior altura de vilo foi observada quando adicionado a dieta 0,5%
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L-arginina e 0,5% L-glutamina + acido glutamico. A menor altura de vilo foi observada
no intestino daqueles animais que n&o receberam na dieta a suplementagdo de nenhum
dos aminoacidos estudados. Quando realizado a relacdo da altura de vilos pela
profundidade de cripta, nota-se que a maior relacao foi obtida quando incluido 1% de L-
arginina na dieta, quando esta comparada com a dieta controle.

A maior EM foi observada quando adicionado 0,5% de L-glutamina + &cido
glutamico e 0,5% de L-arginina na dieta, esta por sua vez ndo difere dos tratamentos
contendo 1% de L-glutamina + &cido glutamico e 1% de L-arginina, diferindo apenas
quando os animais foram alimentados com a dieta controle. A maior EV foi observada
nos tratamentos adicionados de 1% de L-glutamina e 0,5% de L-glutamina + acido
glutdmico e 0,5% de L-arginina na dieta. A maior &rea absortiva foi observada quando
adicionado 0,5% de L-glutamina + acido glutdmico e 0,5% de L-arginina na dieta.

A adicdo dos aminodcidos nas racgdes, utilizados de forma conjunta ou em
separado resultam em maior densidade de vilos por area quando ambos comparado com
a dieta controle. O maior numero de células caliciformes (CC) foi encontrado quando
adicionado 1% de L-arginina na dieta dos animais, tendo a dieta controle apresentado o

menor nimero de células caliciformes.

Tabela 8. Médias de altura das vilosidades (AV), profundidade das criptas (PC) e
relacdo altura das vilosidades:profundidade das criptas (AV/PC), espessura de mucosa
(EM), Espessura de vilo (EV), area absortiva (AA), densidade de vilos por area (DV) e
contagem de células caliciformes (CC) do jejuno de leitGes alimentados com L-

glutamina + &cido glutdmico e L-arginina.

Dietas experimentais

DC DG DA DGA CV(%) P
Jejuno
AV (um) 340,63 368,90 345,88 375,15 13,85 0,4410
PC (um) 276,56 264,64 257,02 250,58 13,86 0,5319
AV/PC 1,23 1,39 1,34 1,50 17,11 0,1666
EM (um) 617,19 633,54 602,09 625,73 13,16 0,8264
EV (um) 131,57b 146,26ab 15351ab 169,40 a 11,31 0,0021*
AA (um?) 44955b 52.933ab 53.198ab  63.628 a 16,03 0,0031*
DV (vilojum?)  117,37b  132,75a  130,25a  114,00b 5,65 0,0441*
CC 11,14 12,17 12,48 11,45 15,88 0,5356

IDC- Dieta controle, composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo, sem suplementagio de L- glutamina +
acido glutamico e L-arginina; DAM — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo suplementada com
1% de L-Glutamina + &cido glutdmico; DA - Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo

suplementada com 1% de L-Arginina; DGA — Dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e produto lacteo
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suplementada com 0,5% de L-Glutamina + &cido glutdmico e 0,5% de L-Arginina. 2 Médias seguidas da mesma letra na linha,

diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Na Tabela 8 observa-se que houve efeito significativo (P<0,05%) para espessura
de vilo, &rea absortiva e densidade de vilos por area, onde a maior espessura de vilos foi
observada no jejuno daqueles animais que receberam a adicéo de 0,5% de L-glutamina
+ 4cido glutamico e 0,5% de L-arginina na dieta quando comparada com os da dieta
controle. A maior &rea absortiva apresentada foi quando adicionado 0,5% de L-
glutamina + acido glutdmico e 0,5% de L-arginina na dieta. Observa-se ainda que a
maior densidade de vilos por area foi observada quando adicionado a dieta 1% de L-
glutamina + &cido glutamico e 1% de L-arginina.

A maturacdo dos enterdcitos ocorre durante o processo de migracdo da cripta
para a zona apical do vilo, e é dependente de estimulos para a sua diferenciagdo,
principalmente por citocinas e reguladores de diferenciacdo celular. O numero e
tamanho dos vilos dependem do numero de células que compdem a mucosa. Assim,
quanto maior o nimero de células, maior o tamanho do vilo, e por consequéncia, maior
a area de absorcao de nutrientes (Maiorka et al., 2002), o que provavelmente deve ter
ocorrido para proporcionar um aumento na altura dos vilos e menor profundidade de
criptas de ambos os segmentos intestinais (duodeno e jejuno), quando adicionados 0s
dois aminoé&cidos de forma conjunta ou em separado.

Em determinadas situagdes, a L-glutamina torna-se condicionalmente essencial
por estar envolvida na multiplicacdo celular, atuando na formacdo das células do
sistema imune e epitélio intestinal (Wu et al., 2007), tornando-se fonte de energia para
enterdcitos, favorecendo assim sua multiplicacdo (Fox et al., 1988). Ja a L-arginina atua
como modulador imunoldgico devido ao seu papel de substrato para o sistema imune
(Wu et al., 2009), dessa forma impedindo a proliferacdo de patdgenos que possam se
aderir a mucosa intestinal e desencadear algum processo inflamatério, lesionando assim
o epitelio e dificultando a absorcdo de nutrientes.

A acdo benéfica verificada para o glutamato, provavelmente se deve ao fato de
ser o principal combustivel oxidativo para as células do intestino, além de ser
considerado precursor para outras moléculas biologicamente ativas, incluindo a
glutationa, prolina e arginina, que sdo importantes antioxidantes celulares e compde

glicoproteinas presentes no muco intestinal (Wu et al., 2007).
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Estes dados corroboram com os encontrados por Liu et al. (2008) que ao
avaliarem o efeito da suplementacdo de L-arginina em atenuar os danos intestinais
induzidos pela E. coli como desencadeador de inflamagdo em leitGes recém
desmamados, verificaram que nos trés segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) a
adicdo de 0,5 e 1% de L-arginina reduziu os danos morfoldgicos intestinais induzidos
pele E. Coli e aliviaram a indugdo da proliferagdo de células da cripta e 0 aumento da
apoptose das células dos vilos, aumentado por sua vez a area de absorcao de nutrientes.

Da mesma forma, Lescano et al. (2013) ao avaliarem diferentes niveis de
incluséo de L-glutamina + acido glutamico (0; 0,4; 0,8; 1,2%) na dieta de leitGes recém
desmamados, verificaram que a inclusdo de 0,8% melhorou a altura dos vilos do
duodeno. Esses dados, porém, discordam dos encontrados por Shan et al. (2012) que ao
avaliar a inclusdo de 1% de L-glutamina na dieta de leitdes desmamados aos 28 dias ndo

encontraram diferenca (P>0,05) para morfologia intestinal do duodeno e jejuno.

5. CONCLUSOES

A adicdo de L-glutamina + &cido glutdmico e L-arginina utilizados de forma
conjunta ou separados melhora o ganho de peso médio diario, como também diminui a
incidéncia de diarreia e melhora os pardmetros morfométricos intestinais de leitdes

recém-desmamados.
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