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LOZANO, A. P. Desempenho, atividade imune, sistema de alojamento e hemograma de
leitdes desmamados alimentados com glutamina dietética e desafiados com LPS. 2013.
69 f. Tese (Doutorado) — Universidade Estadual de Londrina. 2013.

RESUMO

Objetivou-se com o trabalho avaliar os efeitos da suplementacdo de diferentes niveis de
glutamina dietética (0; 1,0; 1,5; 2,0%) para leitdes desmamados associados a duas condigoes:
submetidos ou ndo a desafios com 0,3 pg lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS); e sob
duas condi¢des de alojamento (creches caracterizadas com diferentes fatores de risco). Por
tanto foram desenvolvidos dois experimentos. No primeiro experimento foram avaliados 4
niveis de L-glutamina dietética e duas situagdes de desafio (Creche I, com baixo fatores de
risco; e Creche I, com altos fatores de risco), definindo um desenho experimental em modelo
fatorial 4 x 2. Foram utilizados quarenta e oito leitdes com 21 dias de idade, alojados em
numero de 2 por baia, um macho castrado e uma fémea, avaliados durante 30 dias. Houve
interacdo dos fatores para a conversdo alimentar, onde para os animais da Creche I niveis
crescentes de glutamina promoveram melhora da conversdo alimentar. Para o fator
alojamento, os animais da Creche I apresentaram melhor (P<0,05) ganho didrio de peso,
consumo diario de racdo e peso final, e menor incidéncia e intensidade de diarréia. A
glutamina demonstrou ser benéfica para a conversdo alimentar, quando as condi¢des de
ambiente apresentaram baixos fatores de risco; e a condi¢cdo ambiental com baixos desafios
sobrepde a acdo da glutamina para caracteristicas de ganho de peso e consumo de ra¢do. No
segundo experimento foram avaliados 4 niveis de L-glutamina dietética e duas situacdes de
desafio (sem LPS e com LPS, administrados no 22°, 23°, 24° 25° e 26° dias do periodo
experimental). Foram avaliados o desempenho, o perfil sérico de cortisol € o leucograma. As
coletas de sangue realizadas nos 22°, 24°, 26° e 28° dias de experimento. Foram utilizados 96
animais, desmamados aos 21 dias de idade, alojados em ntimero de dois por baia (um macho
castrado e uma fémea), durante 30 dias. Foi observado efeito quadratico para o ganho diario
de peso para os animais nao desafiados, com ponto de méaxima (0,303 kg/dia) para 0,41% de
glutamina e efeito linear negativo para a conversdo alimentar de animais desafiados. Houve
interagdo para o nimero de leucocitos totais entre os teores de glutamina e LPS e efeito linear
dos teores de glutamina dos animais nao desafiados sobre o nimero de leucdcitos totais. Para
neutrofilos e linfécitos houve efeito quadratico apenas dos teores de glutamina. A
suplementagdo de glutamina em até 2% na dieta melhora a conversdo alimentar dos animais
submetidos ao desafio com LPS e favorece a imunidade celular sérica de leitdes apds o
desmame.

Palavras- chave:Cortisol. Creche. Imunidade. Produgao. Suinos.



LOZANO,A.P Weaning piglets performance, immune activity, house system and blood
count, feeding with dietary glutamine and challenged with LPS. 2013. 69p. Tese
(Doutorado) — Universidade Estadual de Londrina. 2013.

ABSTRACT

The aim in this was to evaluate the effects of different levels of dietetic glutamine (0; 1.0; 1.5;
2.0%) to weaning piglets associated with two conditions: submitted or not to 0.3 pg
Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS) challenge; and two housing conditions (nurseries
characterized with different presences of risk factors). Two experiments were well
characterized. In the first, were evaluated four levels of dietetic L-glutamine and two
challenge conditions (Nursery I, with low risk factors level and Nursery II, with high risk
factors level), setting a 4x2 factorial experimental design. Forty eight piglets with 21 days,
allocated two per bay, one barrow and one female, were evaluated during 30 days. There was
an interaction for feed conversion ratio with an improvement when the levels of glutamine
were increased for the Nursery I animals. For the housing factor, animals allocated at Nursery
I had better (P <0.05) average daily gain, daily feed intake and final weight, and lower
incidence and severity of diarrhea. The glutamine had better feed conversion ratio, when the
ambient conditions presented lower risk factors; and the ambient conditions with low
challenge overrides the actions of glutamine to average gain and feed intake. In the second,
were evaluated four levels of dietetic L-glutamine and two challenge situations (without LPS
a with LPS, given on day 22°, 23° 24° 25° e 26° of experimental period) and the
performance and profile of serum cortisol and leukocyte were evaluated. The blood samples
were performed on day 22°, 24°, 26° e 28°. A total of 96 animals were used, weaned at 21th
day, allocated two per cage (a barrow and a female), during 30 days. It was observed
quadratic effect for average daily gain to non-challenged animals, with the point of maximum
(0.303 kg / day) to 0.41% glutamine and negative linear effect for feed conversion ratio of
challenged animals. There was interaction for the variable total number of leukocytes between
glutamine levels a LPS and was observed too for this variable linear effect of glutamine
levels. Only the glutamine levels presented quadratic effect for neutrophils and lymphocytes.
Glutamine supplementation up to 2% in the diet improves feed conversion ratio for LPS
challenged animals and promotes cellular immune serum of piglets after weaning.

Keywords: Cortisol. Immunity. Nursery. Production. Swine.
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1 INTRODUCAO

O desmame na suinocultura intensiva ocorre precocemente, sendo ainda
considerado um periodo muito critico na vida dos leitdes (HAMPSON; PLUSKE; PETHICK,
2001). As perturbacdes associadas ao desmame ocorrem principalmente em decorréncia da
mudanga no tipo de alimento (liquido para so6lido) e ao inicio de um regime adverso de
refeicdes e de estresse social, ja que os animais perdem a referéncia materna e de seus irmaos
(WEARY; JASPER; HOTZEL, 2008).

Associado a esses fatos, no nivel intestinal ocorrem alteragcdes morfologicas
e funcionais importantes, como a reducdo da altura das vilosidades e aumento da
profundidade das criptas intestinais (VARLEY; MILLER, 2002). Com relacdo as mudangas
que suportam a nutri¢do do leitdo, apos a separacdo da mae o amido torna-se a principal fonte
energética para o desmamado e a proteina do leite é substituida por proteinas vegetais, o que
implica em adaptacao morfologica, enzimatica e metabolica (FREIRE, 1998), aumentando o
pH estomacal, que passa de 3,8 para 4,3 (ROSTAGNO; PUPA, 1998), propiciando grandes
alteracdes na microbiota intestinal, reduzindo a populacdo de bactérias benéficas e
aumentando as patogénicas que produzem metabodlicos toxicos, podendo causar inflamagdes
na mucosa intestinal do hospedeiro (SILVA; NORNBERG, 2003).

Este conjunto de alteragdes representa um momento de estresse para o
animal, como consequéncia também da insuficiente capacidade de produzir secregdes
digestivas para degradar compostos diferentes daqueles presentes no leite materno (LIU;
BAIDOO, 1997), resultando em aumento dos niveis do fator de liberagao de corticotrofina
(CRF) e cortisol séricos, que influenciam o comportamento animal (MOESER et al., 2007).
Frequentemente, pela ativagdo do sistema imune, estas alteragdes coincidem com a produgado
exacerbada de citocinas (IL-1, IL-6, TNF-[1), que interfere no metabolismo e regula o
desempenho animal, aumentando a temperatura corporal, reduzindo o consumo de alimentos,
além da partigdo de nutrientes para fins de pouco interesse zootécnico (PIE et al., 2004)

Dentre muitos recursos dirigidos para a minimiza¢do dos danos do pos-
desmame, a suplementacdo da dieta com glutamina (GLN) representa uma das ferramentas
recentes de grande €xito que favorecem a alta replicacdo das células do trato gastrintestinal
(TGI) e as do sistema imune, como linfocitos e macréfagos (ELLIOTT; BIOURGE, 2006).

Apesar de ser o aminoacido mais abundante no plasma e no tecido muscular
(SHABERT; EHRLICH, 1994), a sintese de GLN pode ndo ser suficiente para corresponder

ao aumento da absorcdo e do metabolismo do TGI, bem como para atender a demanda do
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sistema imunoldgico em algumas situagdes, como nos casos patoldgicos, sendo assim
classificada como aminoacido condicionalmente essencial (ELLIOTT; BIOURGE, 2006).

Sob alta demanda do sistema imunoldgico, a sintese muscular de GLN ¢
frequentemente insuficiente e a concentragdo sérica decresce (ELLIOT, 2004). Fontes pobres
de GLN, associada a doengas que aumentam a necessidade da mesma, podem resultar em
comprometimento do sistema imunologico devido a diminui¢ao da produgdo de anticorpos e
da redugdo da barreira da mucosa do intestino, aumentando assim o risco de infec¢des que
podem evoluir para um quadro de septicemia (ELLIOT; BIOURGE, 2006). Estas observacdes
suportam o conceito de que este aminoacido pode tornar-se essencial na dieta durante
periodos de estresse (FIELD et al., 2000).

Diante da importancia da glutamina no metabolismo animal, faz-se
necessario avaliar a eficiéncia da suplementacdo de diferentes niveis de glutamina as ragoes,
sobre o desempenho, hematologia, imunologia e ambiéncia de leitdes desafiados com o

lipopolissacarideo de Escherichia coli na fase de creche.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GLUTAMINA

Glutamina (GLN) ¢ o aminoacido livre mais abundante na circulacdo e nos
espagos intracelulares. Além disso, ¢ precursor da sintese de outros aminodacidos,
nucleotideos, 4cidos nucléicos, agucares aminados, proteinas e muitas outras moléculas
biologicamente importantes (SMITH, 1990). A sintese de purina, pirimidina e de actcares
aminados, elementos basicos dos nucleotideos, ocorre no citoplasma, sendo essenciais para o
reparo da mucosa intestinal (STRYER, 2008), enquanto que o metabolismo do esqueleto de
carbono da GLN se inicia por sua desaminacdo pela glutaminase dependente de fosfato na
mitocondria (CURTHOYS; WATFORD, 1995).

A GLN tem grande importancia em varios processos metabolicos, sendo
indispensavel para o crescimento da maioria das cé¢lulas e tecidos (PIERZYNOWSKY et al.,
2001), participando da gliconeogénese, sintese de wuréia, homeostase do pH e
neurotransmissdo. Por ter em sua estrutura dois grupos nitrogenados facilmente mobilizaveis
(Figura 1), a GLN pode funcionar como veiculo para intercambio tissular de nitrogénio e
amonia, da periferia para os 6rgaos viscerais (DARMAUN; HUMBERT, 2000).

A GLN ¢ um aminoacido sintetizado por varios tecidos corporais, sendo
classificado como ndo essencial (LACEY; WILLMORE, 1990). No entanto, essa
classificagdo tem sido questionada, pois em situagdes criticas, como processos cirurgicos,
traumas e exercicios fisicos exaustivos, a sintese de glutamina ndo supre a exigéncia do
organismo (SANTOS; CAPERUTO; COSTA ROSA, 2007; WRAY; MAMMEN;
HASSELGREN, 2002)

A GLN ¢ o principal substrato energético de células de proliferagdo rapida,
como enterocitos e linfocitos ativados (CYNOBER, 1999). O aminoacido ¢ um substrato
essencial na sintese de mucina e na manuten¢do de barreiras contra ataques de bactérias
(REEDS; BURRIN, 2001). Além disso, a GLN ¢ o principal aminoacido para a sintese
endogena de arginina na maioria dos mamiferos, como suinos, bovinos e ovinos, via €ixo
intestinal-renal. Esta via sintética compensa uma deficiéncia da arginina (essencial para
neonatos) no leite durante o periodo de amamentagdo e o intenso catabolismo da arginina
dietética pelo intestino delgado nos animais recém-desmamados (WU; MORRIS, 1998).

O principal tecido corporal produtor de GLN ¢ o musculo esquelético,

responsavel pela manutencdo dos niveis plasmaticos e por prover outros tecidos importantes
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(pulmonar, renal, intestinal e adiposo) com o aminoacido (PIVA; BACH KNUDSEN;
LINDBERG, 2001).

A GLN e a alanina sdo as principais moléculas utilizadas no transporte de
grupos amino dos tecidos até o figado, onde ocorre a remocao do nitrogénio. O esqueleto de
carbono deste metabolismo ¢ destinado a gliconeogénese (LEHNINGER; NELSON; COX,
1995). A hidroélise da glutamina resulta na formacao do glutamato, que pode ser utilizado na
sintese proteica ou convertido em a-cetoglutamato, que sera oxidado no ciclo de Krebs,
resultando na producdo de trifosfato de adenosina (ATP) (SOUBA; SMITH; WILMORE,
1985).

Figura 1 —Estrutura da Glutamina
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Fonte:  Lehninger; Nelson; Cox, 1995.
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2.2 SINTESE DE GLUTAMINA.

A biossintese de GLN a partir do glutamato e da amodnia ¢ catalisada pela

glutamina sintetase numa reacao dependente de ATP (Figura 2).

Figura 2 —Interconversdo Glutamina — Glutamato.

Glutamina + H,0 _dutaminase  Glutamato + NH,

glutamina
sintetase

Glutamato + NH; + ATP » Glutamina + ADP + P + H,O

Fonte: Watford et al, 2002.
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No tecido intestinal a expressdao da enzima glutaminase ¢ alta. Em 6rgaos
com grande exigéncia de glutamina como rins e pulmdes, a enzima glutaminase, responsavel
pela hidrolise da glutamina, tem atividade elevada (REEDS; BURRIN, 2001). A glutaminase,
nos mamiferos, apresenta-se sob duas isoformas, uma localizada no figado, denominada
hepatica, e outra nos demais 6rgaos, principalmente cérebro, intestinos e rins, sendo a tltima
isoforma denominada glutaminase renal, devido sua caracterizagdo inicial ter sido feita nos
rins (POMPEIA, 2000).

Estudos conduzidos por Reeds e Burrin (2001) mostram que as células das
criptas e das vilosidades sintetizam simultaneamente GLN, sugerindo que este aminoacido
pode nao ter papel estritamente metabolico no intestino. A GLN pode apresentar papel mais
regulatorio que metabolico, j4 que ativa uma série de genes associados com o ciclo de
progressdo das células na mucosa. Neste sentido, inibir a sintese da GLN significa diminuir a
proliferagio e a diferenciagdo de células da mucosa (REEDS; BURRIN, 2001;
BLIKSLAGER et al, 1999; RHOADS et al., 1997).

2.3  METABOLISMO DA GLUTAMINA NO INTESTINO

A GLN dietética ndo esta sujeita a significante hidrdlise acida no estobmago
e na parte superior do duodeno, estando, portanto, efetivamente disponivel no intestino
delgado para ser absorvida e utilizada metabolicamente. Em estado pos-pandrial a absor¢ao de
GLN ocorre a partir do limen intestinal através da membrana de borda em escova do
enterdcito. Quanto maior a concentracdo de GLN no lumen, mais esta serd transportada pelo
sistema transportador de N dependente de sddio e liberada no sangue via sistema porta. O
trato gastrintestinal ¢ o 6rgdo que mais utiliza a GLN, sendo responsavel por extrair 20% de
GLN circulante em estado pos-absortivo (SOUBA et al., 1990), sendo a captacdo desse
aminoacido realizada principalmente nas células epiteliais dos vilos do intestino delgado
(FISCHER DA SILVA, 2001; PADOVESE, 2000; VASCONCELOS; TIRAPEGUI, 1998).
Sua metabolizacdo pelos enterdcitos, em estados normais ou patolégicos, ¢ uma etapa
importante na regulagdo intestinal do balango nitrogenado, sendo que em casos de estresse e
doencgas a GLN pode ser um componente dietético (PALANCH, 2000).

A mucosa intestinal dos mamiferos ¢ o tecido corporal de mais rapida
replicagdo. A renovagdo das células epiteliais do intestino (proliferacdo, migracao,
diferenciag¢do dos tecidos e apoptose) e dos constituintes da barreira intestinal sdo processos

dinamicos afetados pelo estado nutricional e pela adequacao de nutrientes especificos da dieta
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(ZIEGLER et al., 2003), dentre eles a GLN. A GLN desenvolve também um papel importante
na sustentacdo da fun¢do da mucosa intestinal, isto porque o muco e o complexo de jungao,
que protegem o epitélio intestinal, sdo ricos em glicoproteinas que sdo sintetizadas a partir de
glucosamina-6-fosfato, cuja sintese participa a GLN (Figura 3) (ABREU; DONZELE, 2007).
O mecanismo pela qual a GLN estimula a proliferacdo de células intestinais
ndo ¢ bem conhecido. Rhoads et al. (1997), trabalhando com o jejuno de suinos, sugeriram
que existem dois eventos associados com a oxida¢do da GLN e a proliferagdo de células
intestinais, a estimulagdo das trocas sodio/hidrogénio (Na’/H" ) na membrana do enterdcito e
o aumento da atividade especifica da enzima ornitina descarboxilase (ODC). Ambas
aumentam a producdo de poliaminas que atuam na maturagdo e regeneracdo da mucosa

intestinal (WANG; LI; PATEL, 1998).

Figura 3 —Participagdo da glutamina na protecao do epitélio intestinal
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Fonte: Abreu e Donzele 2007.

Ziegler et al. (2003) descreveram que além da glutamina ser utilizada como
substrato energético e estar associado a proliferacdo celular, sua atividade no intestino esta
relacionada ao estimulo da sintese protéica, inibicdo da apoptose, aumento do nimero e
funcdo das células do sistema imunoldgico associadas a mucosa, diminui¢ao da translocagdo
de bactérias, diminuicdo da resposta inflamatdria, regulagdo da producdo de glutationa na
mucosa, regulagdo das proteinas de choque térmico, entre outros fatores.

Particularmente, quanto ao intestino, a importancia da GLN para este 6rgao
¢ evidenciada pelo fato da GLN dietética ser degradada durante sua passagem pelo intestino

delgado (STOLL; HENRY; REED, 1998).
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Assim, a suplementacdo com glutamina na dieta de leitdes desmamados
mostra resultados satisfatorios. Wu, Meier ¢ Knabe (1996) verificaram que suinos
desmamados que receberam racdo suplementada com 1,0% de GLN apresentaram, aos sete
dias ap6s o desmame, as vilosidades do jejuno preservadas, e na segunda semana pos-
desmame, uma melhor conversdo alimentar. Kitt et al. (2001) relataram que essa mesma
suplementagdo melhorou o desempenho zootécnico de leitdes desmamados, mas nao
influenciou a altura das vilosidades nos primeiros quatro dias apds o desmame. Lackeyram,
Yue e Fan (2001) reportaram que a suplementagdo de 0,8% de L-glutamina em dietas a base
de milho e farelo de soja para leitdes submetidos ao desmame precoce aos dez dias de idade,
em um estudo de 12 dias, foi eficaz no incremento do ganho de peso corporal, promoveu um
maior desenvolvimento do intestino delgado e determinou o crescimento de outros 0rgdos
viscerais. Ja, House, Pencharz e Ball, (1994) observaram que suinos alimentados com dietas
contendo 1,5% de L-glutamina apresentaram aumento do peso vivo, porém sem mudangas no
conteudo de proteina, gordura e cinzas na carcaca. Todavia, Yoo, Field e Mcburney. (1997)
ndo observaram diferencas na inclusdo de 4% L-glutamina na dieta de leitdes desmamados
expostos a infeccdo bacteriana em relacdo a animais ndo infectados, sendo que os niveis de

glutamina muscular e a resposta imune apresentaram-se sob niveis normais.
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3 SISTEMA IMUNOLOGICO

Numa resposta imune, o animal recorre a multiplos sistemas de defesa
sobrepostos e interligados que interagem para destruir o agente agressor. Estes conjuntos de
recursos contemplam defesas inatas e adquiridas (OMS 1993; TIZARD, 2009).

Todavia, o sistema imunoldgico dos suinos ao nascimento ¢ imaturo, s
alcangando um nivel de desenvolvimento adequado ao redor dos 35 dias de vida; (ALLEE;
TOUCHETTE, 1999; MEDEL; LATORRE; MATEOS, 1999; GATNAU; MATEOS;
LAZARO, 1995).

A resposta imune pode ser classificada em natural e adaptativa, com o
objetivo de discriminar os elementos envolvidos na mesma. Ambas ocorrem de forma
simultanea, mas as células envolvidas e a comunicagdo bioquimica entre elas sdo diferentes.
Fagocitos, células natural killer e citocinas derivadas de macrofagos relacionam-se a resposta
imune inata. J4 a resposta imune adaptativa possui como elementos principais os linfécitos T
e B e as citocinas produzidas por eles. Na resposta imune adaptativa um segundo encontro
com o agente agressor induz a uma reagcdo mais rapida e mais efetiva, caracterizando a
memoria imunoldgica (ABBAS; LITCHTMAN; PILLAL 2007).

A resposta imune também pode ser dividida em fase indutora e efetora. A
fase indutora ¢ composta por uma etapa cognitiva, na qual o antigeno, que ¢ um agente
estranho ao organismo, ¢ apresentado ao sistema imune; e por uma etapa denominada
ativacdo, durante a qual o antigeno provoca uma série de reagdes de ativacao, proliferacao e
diferenciagdo celular. Na fase efetora o sistema imune gera processos humorais e celulares
que normalmente levam a eliminacdo do antigeno (MURPHY; TRAVERS; WALPORT,
2010).

O sistema imune adaptativo dos vertebrados ¢ dividido em dois segmentos
funcionais: imunidade humoral e imunidade celular. A resposta imune humoral caracteriza-se
pela presenca de substancias soliveis, os anticorpos, os quais sdo produzidos pelas células B,
enquanto que os linfocitos T exercem um papel central no desenvolvimento da resposta imune
celular e ¢ caracterizado pela ativagdo de células citotdxicas como os linfocitos T citotoxicos

e os macrofagos (SANTIN, 2007).
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3.1 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA IMUNE NO LEITAO

O desenvolvimento do sistema imune no feto de mamiferos segue um
padrdo consistente, com uma série de etapas, sendo que a medida que evolui a gestacdo as
respostas aos antigenos sdao mais efetivas (TIZARD, 2009).

Durante a gestacdo o feto encontra-se num ambiente que guarda uma
protecdo eficiente contra uma grande variedade de antigenos e que ndo permite a transferéncia
de anticorpos maternos via placenta. O neonato, portanto, ¢ considerado imunodeficiente
quando comparado ao adulto (McCAULEY; HARTMANN, 1984). Ha varios fatores que
contribuem para a imunodeficiéncia neonatal, uma delas ¢ a baixa quantidade de linfocitos B
no sangue ao nascer (320 + 40 x 10’ células mL™ contra 640+ 90 x 10° células mL™" nos
animais adultos) que permanece até os 10 dias de idade e aumenta gradualmente a niveis de
um suino adulto em um periodo de 5 semanas (McCAULEY; HARTMANN, 1984). O
neonato apresenta uma baixa expressao de moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade na superficie das células apresentadoras de antigeno (APCs) (MOREIN;
ABUSUGRA; BLOMQVIST, 2002). Um menor nimero de APC também limita a resposta
imune (KELLY; COUTTS, 2000).

O ntimero de leucocitos totais e neutrofilos também € mais baixo ao nascer
(4470 + 3000 x 10’ ¢ 2380 + 310 x 10° célula mL™, respectivamente). Apds o nascimento a
percentagem de linfocitos cai de 47,4 + 3,3% para 35,2 + 1,7% e permanece neste nivel até o
quinto dia pds-parto. Essa propor¢do aumenta para 65,6 + 2,5% aos 20 dias pds-parto. Aos 10
dias a quantidade de leucocitos totais passa de 2040 + 120 para 5940 + 550 x 10° células mL ™"
e ap6s o nascimento o numero de neutréfilos segue aumentando (5370 + 580 x 10° células
mL™") até 10 dias pos-parto, quando entio se mantém (MOREIN; ABUSUGRA;
BLOMQVIST, 2002).

McCauley e Hartmann (1984), trabalhando com leitdes, afirmaram que as
altas concentragdes de cortisol sanguineo (93 + 11 ng/mL), valor 12 vezes maior que no suino
adulto (15,5 +1,2ug/litro™), contribui com a imunodeficiéncia neonatal, pois os
glicocorticoides suprimem a fungdo imune (HOSKINSON; CHEW; WONG, 1990),
interferindo na dinamica dos leucdcitos (McCAULEY; HARTMANN, 1984). As
concentragdes de cortisol no plasma em leitdes diminui em 50% as 6 semanas de idade
(HOSKINSON; CHEW; WONG, 1990). Altas concentracdes de cortisol também estdo

relacionadas com o inicio do parto e com o estresse do nascimento.
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3.2 DESENVOLVIMENTO DA IMUNIDADE INATA

O sistema imune adquirido € insipiente ao nascimento ¢ como resultado ¢
pouco eficiente. As respostas imunes inatas sdo, portanto, essenciais para a sobrevivéncia nas
primeiras semanas de vida. Os recém-nascidos, produzem uma quantidade diversificada de
moléculas antimicrobianas, incluindo componentes do complemento em baixos niveis
(TIZARD, 2009).

Os neutrdfilos do feto suino aos 90 dias apds a concepgao sdo totalmente
capazes de fagocitar bactérias como Staphylococcus aureus. No entanto, nesse periodo eles
sao deficientes na atividade bactericida, alcangando os niveis do animal adulto somente por
volta do dia 100 de concepgdo. Préximo ao nascimento a capacidade fagocitica e bactericida
desses neutrofilos declinam como resultado de um aumento dos niveis de esteroides (OLIN et
al., 2005).

Também ocorrem alteragdes interessantes na distribui¢do dos macrofagos
no suino recém-nascido. Em neonatos existem poucos macrofagos pulmonares
intravasculares. Durante os primeiros dias apds o nascimento, contudo, mondcitos sanguineos
se aderem a capilares pulmonares endoteliais e se diferenciam em macréfagos. Assim, no
leitdo recém-nascido, 75% das particulas sdo removidas do sangue pelo figado e baco, mas
com dois meses de idade, 75% sdo depurados nos pulmdes. Os macrofagos alveolares dos
suinos recém-nascidos apresentam atividade fagocitica fraca, mas isso ¢ eficientemente

adquirido com sete dias de idade (BROWN et al., 2006).

3.3 DESENVOLVIMENTO DA IMUNIDADE ADQUIRIDA.

Os tecidos linféides intestinais dos animais neonatos respondem
rapidamente aos antigenos ingeridos. Por exemplo, leitdes vacinados por via oral, com trés
dias ap6s o nascimento, desenvolvem anticorpos neutralizantes no intestino 5 a 14 dias mais
tarde (TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 1994). Boa parte dessa resisténcia precoce ¢
atribuida a produgdo inata de IFN-o/, mas existe também uma resposta precoce de
imunoglobulina M (IgM) intestinal que muda para [gA em duas semanas. Nos animais jovens
a resposta de IgA aparece mais cedo e alcanca niveis do animal adulto bem antes das outras
imunoglobulinas. Esta rapida resposta do trato intestinal ndo sensibilizado ¢ também
verificada em suinos livres de germes. Nesses animais a sintese de anticorpos no intestino

pode ser detectada 4 dias apos a infecgao por E. coli (BUTLER et al., 2002). Na auséncia de
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anticorpos maternos o animal recém-nascido ¢ capaz de produzir anticorpos logo apods o
nascimento. Leitdoes privados de colostro respondem bem ao virus da pseudoraiva com 2 dias
de idade, mas se amamentados, a produgdo de anticorpos ndo comega até que tenham 42 dias

de idade (WILLIAMS; 1993).

3.4 PAPEL DA GLUTAMINA NA RESPOSTA AO DESAFIO SANITARIO.

Em ambientes de desafio sanitdrio, comumente encontrado em granjas
comerciais, a manuten¢ao do consumo ¢ do ganho de peso de leitdes apos a desmama pode
ser comprometida. Nessas condi¢des ocorre intensa multiplicacdo de macrdofagos e linfocitos,
e a GLN tem se mostrado um importante substrato energético para estas células (ABREU;
DONZELE, 2008; ANDREWS; GRIFFTHS, 2002; CALDER, 1995). Portanto, o intestino
percebe o ambiente nutricional e antigénico e atua na modulagdo da resposta imune do
individuo, na triagem imunoldgica e na defesa, assim como gera respostas enddcrinas ao
ambiente do limen (BURRIN et al., 2000).

Em relag¢do aos linfocitos T in vitro os niveis de glutamina tem um papel
direto na proliferagcdo, assim como a producdo de interleucina 2 (IL2) e a expressao de seus
receptores (WILMORE; SHABERT, 1998). Bem como, diferenciacdo de linfécitos B em
células de sintese e secretoras de anticorpos, in vitro, é dependente de GLN e aumenta
significativamente com o aumento das concentracdes fisioldgicas deste aminoédcido
(CRAWFORD; COHEN, 1985).

Em condi¢des de estresse catabolico, como a desmama ou infecgdes, as
concentragdes de GLN plasmaticas e musculares diminuem, e ocorre aumento do
fornecimento de GLN do musculo para outros tecidos do corpo (CALDER; NEWSHOLME,
2002). O suprimento nutricional de glutamina pode estar limitado em virtude da desmama ou
por algum estresse intestinal devido a rapida renovagao e substituicao das células da mucosa
(BEQUETTE, 2003). O aumento da demanda de GLN durante uma situacdo de estresse
imunolégico, tanto pelos enterdcitos da mucosa intestinal quanto pelas células do sistema
imune, pode determinar a condig@o de essencialidade deste aminoécido.

Em diversos estados de estresse (sepse e trauma), o fornecimento de dietas
enterais ou parenterais ricas em GLN pode reduzir a incidéncia de translocag¢do de bactérias,
diminuindo a aderéncia das bactérias ao enterdcito e normalizando os niveis de IgA (SOUBA,

1993).
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Hwang, O dwyer e Smith (1987) relataram que a suplementacao de solucdes
de GLN parenterais para pacientes humanos diminuiu significativamente a atrofia das
vilosidades associada as formulas padrao sem GLN. No entanto, os efeitos da suplementagado
com GLN e glutamato sdo variaveis e inconsistentes sob condi¢des normais de alimentacao.
Em quadros inflamatérios ou de doenga com catabolismo, espera-se que a GLN e o glutamato
tenham papéis mais importantes em termos de aumentar a resposta imune, de manter a
integridade do intestino, de aumentar a sintese proteica e reduzir o catabolismo proteico, de
reduzir a mortalidade e a morbidade, assim como o impacto geral sobre o desempenho de
leitdes jovens.

A afirmacgdo de que em condigdes de estresse imunologico a suplementagao
com GLN torna-se importante, foi constatada por Yi et al. (2005), ao avaliarem o efeito da
GLN e do plasma sanguineo como aditivos para leitdes desmamados submetidos a condi¢des
de desafio. A inclusdo de GLN nas ragdes sem plasma sanguineo atenuou a depressdo do
crescimento e a atrofia das vilosidades da mucosa intestinal de leitdes desafiados com E.coli
K88", proporcionando desempenho semelhante ao dos animais que receberam plasma
sanguineo nas ra¢des sem suplementacao de GLN.

De forma semelhante, Kitt, Miller e Fischer (2003) avaliaram o efeito da
inclusdo de 5% de GLN nas ragdes sobre o desempenho de leitdes desmamados desafiados
com lipopolissacarideo de E. coli (endotoxina de E. coli) ou com solugdo salina ¢ constataram
que a resposta a inclusdo de GLN nas ra¢des foi maior quando os animais estavam desafiados
com a endotoxina. A inclusdo de outros aminoacidos nido essenciais na ra¢do também foi
testada neste experimento, € a baixa resposta dos animais em desempenho, quando
comparados aos animais que receberam suplementagdo com GLN ap6s o desafio, comprova
que a suplementacdo com GLN ¢ importante em animais desafiados (KITT; MILLER;
FISCHER, 2003).

Gomez (1994), trabalhando com leitdes neonatos alimentados com dieta
liquida, também encontraram efeito positivo da inclusdo de GLN sobre o ganho de peso didrio
dos animais desafiados com Rotavirus enteritis.

Os trabalhos de Kitt, Miller e Fischer (2003) e Gomez (1994) sugerem que a
inclusdo de GLN na dieta teria efeito em situacdes de desafio sanitario, e que em condi¢des
normais a sintese da GLN a partir de outros aminodcidos seria capaz de atender a necessidade
do animal.

Com o intuito de esclarecer os fatores que influenciam a estrutura e funcao

do intestino de leitdes recém-desmamados, Pluske, Hapson e Williams (1997) preconizaram a



24

necessidade de conhecer os mecanismos que controlam a capacidade de defesa do animal
nesta fase. A utilizagdo de aminoacidos nao essenciais como a GLN tem efeitos sobre a
digestao, absor¢ado e a capacidade imunoldgica do TGI quanto este se encontra comprometido.
A procura por ingredientes para as ragdes que possam manter o crescimento dos leitdes no
periodo pds desmama e amenizar suas inevitaveis consequéncias, somada a tendéncia da
industria suinicola de redu¢ao do uso de antibioticos nas ragdes, conduzem a hipotese de que
a suplementacdo de dietas com GLN no periodo que sucede a desmama dos leitdes, de forma
isolada ou associada a outros ingredientes (plasma sanguineo e lactose), pode ter efeito

positivo sobre o desempenho dos animais.
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4 ENDOTOXINAS

As endotoxinas sdo complexos de alto peso molecular associadas a
membrana externa de bactérias gram-negativas, sejam elas patogénicas ou ndo, e se
constituem na mais significante fonte de pirogeno para a industria farmacéutica (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2004; PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Apesar da maior parte das endotoxinas permanecerem associadas a parede
celular até a desintegra¢do da bactéria, quantidade infimas de endotoxinas sdo liberadas na
forma soluvel por culturas de bactérias jovens ou também por bactérias gram-negativas, dos
generos Escherichia, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus ¢ outros
agentes patogénicos (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

A denominac¢do de lipopolissacarideo (LPS) ¢ aplicada a endotoxina
purificada para enfatizar a sua natureza quimica (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

As endotoxinas sdo toxicas a maioria dos mamiferos. Estudos tém
demonstrado que a injecdo de células de bactérias gram-negativas vivas ou mortas, ou LPS
purificados, causa uma série de reagdes patofisiolégicas que podem variar de uma leve
alteracdo de temperatura (febre), mudangas na contagem de células brancas do sangue até
coagulagdo intravascular disseminada, hipotensdao, choque e mesmo a morte (ZIJLSTRA et
al., 1997, COOPER; LEVIN; WAGNER, 1971).

O mecanismo de indugdo de febre envolve a intera¢do do lipideo A, com
macrifagos e a produgdo de IL-1 que atravessa a barreira hematoencefalica e altera o ponto de
equilibrio dos neuronios reguladores de temperatura do hipotalamo anterior. Um significante
aumento na concentracdo de prostaglandina E, e adenosina monofosfato ciclica (cAMP) foi
encontrado no fluido cérebro-espinhal de coelhos, nos quais foi induzida febre por inje¢ao
intravenosa de lipideo A, indicando que ambos ocupam papel importante na inducdo de febre

(PEARSON, 1985).
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5 RESPOSTA IMUNE CONTRA LIPOPOLISSACARIDEOS BACTERIANOS (LPS)

A fim de verificar a influéncia de certos fatores no processo inflamatorio,
diversos trabalhos (YI et al., 2005; GAINES et al., 2003; CARROL et al., 2003) foram
realizados administrando LPS. Quando inoculados, os LPS sdo transferidos por uma proteina
ligante de LPS a outra proteina (CD14) presente na superficie dos macréfagos, gera um sinal
e se liga aos receptores glicoproteicos tipo toll (TLR-4) encontrados na superficie de bactérias
Gram-negativas, responsavel pela ligacdo aos LPS. Essa ligacdo ativa os macrofagos e
estimula a producdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a), fazendo com
que os LPS se dissociem do CD14 e se liguem a lipoproteinas, perdendo a toxicidade
(TIZARD, 2009). O nivel dessas citocinas na circulacdo sanguinea pode ser usado como
biomarcador de processos inflamatérios (SHERWIN et al., 2008; BOZZA et al., 2007).

A inoculagdo de LPS induz sintomas de infeccdo bacteriana aguda nos
leitdes com consequente depressdo, anorexia e febre (LIU et al., 2008). Em trabalho com
leitdes realizado por Ribeiro et al. (2010), a administracdo de 150 pug de LPS/kg de peso vivo
aumentou a temperatura corporal e a frequéncia respiratoria, causou voOmitos, diarréias,
intensa prostragao e até mesmo a morte de 3 dos 15 animais inoculados. Em suinos (LIU et al.
2003, 2008 ; JOHSON, 1997; VAN HEUGTEN; SPEARS; COFFEY , 1994;), camundongos
(MILLER et al ., 1994), ratos e frangos ( COOK et al ., 1993, TAKAHASHI et al ., 1998,
1999, 2002) foi observada queda no desempenho zootécnico como consequéncia da redugdo
do consumo alimentar e efeitos catabolicos causados pela estimulagdo do sistema imune com
LPS.

A administracdo de LPS resulta também em uma variedade de alteragdes
morfoldgicas diretas no trato digestorio, além do efeito indireto em consequéncia da reducao
no consumo alimentar. Em leitdes, excluindo-se a influéncia de consumos alimentares
distintos, ja foi observado que o LPS, mesmo quando administrado pela via intraperitoneal,
diminui a altura dos vilos intestinais e aumenta a profundidade de criptas intestinais (HOU et
al., 2010; LIU et al., 2008), além de aumentar os niveis das citocinas pro-inflamatdorias TNF-a

e IL-6 (LIU et al., 2008).
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6 DIARREIAS POS-DESMAME

Segundo Jonsson e Conway (1992), as principais causas do aparecimento de
diarréia pds-desmame em leitdes sdo: subita privagdo de anticorpos maternos e de outros
fatores de protecao presentes no leite da porca; alteragdo da dieta; os extremos de temperatura
e umidade e estresses dietéticos e social. Qualquer um destes fatores pode aumentar a
susceptibilidade a infeccdo e, se combinados, aumenta o risco de infec¢do. A diarreia pos-
desmame pode ser de origem osmotica, como resultado do consumo excessivo de ragdo
quando as fungdes digestivas e absortivas ndo estdo completamente desenvolvidas, ou ser
resultado da agdo de enterotoxinas produzidas por algumas cepas de E. coli, Staphylococcus e
Clostridium (HAMPSON, 1986).

A E. coli ¢ uma enterobactéria envolvida em uma grande variedade de
infecgdes em muitas espécies animais, atuando como agente primario ou secundario. A
bactéria pode exercer seu efeito patogénico no intestino delgado dos animais, sendo que dois
mecanismos de viruléncia sdo fundamentais: a aderéncia (mediada por fimbrias) e a
capacidade de produzir toxinas (BARCELLOS; SOBESTIANSKY; PIFFER, 1998). As
enterotoxinas produzidas pela E. coli ligam-se aos receptores do epitélio intestinal e iniciam
reacgoOes intracelulares, levando a diarreia secretora grave, especialmente durante os primeiros
cinco a 10 dias apdés o desmame (HAMPSON, PLUSKE e PETHICK, 2001).

Hampson, Hinton e Kidder (1985) e Nabuurs, Zijderveld e De Leeuw
(1993) relataram que E. coli geralmente é detectada em leitdes com diarréia e também em
fezes de leitdes saudaveis. Miller (1984) concluiu que a presenga de E. coli no intestino
delgado de leitdes ndo desmamados, sem evidente aparecimento nas fezes, ¢ indicio de que
estes organismos podem estar presentes em pequeno nimero no trato intestinal de animais
saudaveis. Entretanto, apds a desmama, certos animais dentro de um grupo apresentam maior
proliferagdo de E. coli e desenvolvem diarreia pos-desmame.

Segundo Borowski (1995), o controle da diarreia pos-desmame ¢ dificil e se
baseia em corregdes ambientais, de manejo, de nutri¢do e de estimulagdo imunitaria. Como
em alguns casos essas medidas se mostram insuficientes, indica-se como medida
complementar a antibioticoterapia.

Estudos de prevaléncia de enteropatogenos em leitdes recém-desmamados
com diarreia demonstraram que a populagdo de Escherichia coli é o agente bacteriano mais
isolado nos animais em fase de creche no Brasil (MENIN et al., 2008). No Brasil, estima-se

que a média de leitdes nascidos vivos € que morrem antes do desmame esteja em torno de
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12,5 a 15 %, atribuindo-se a diarréia uma das principais causas de morbidade e mortalidade de
leitdes nesta fase da vida. (ABRAHAO et al., 2004).

De acordo com Kummer et al. (2009), alguns fatores podem influenciar o
desempenho produtivo de suinos como o desenvolvimento genético, 0 manejo sanitario, a
nutri¢do, o ambiente ¢ a interferéncia do homem. No entanto, cuidados na fase de creche, dos
21 aos 63 dias de vida, sdo fundamentais para obter melhor desempenho do animal. Fatores
como a idade ao desmame, a qualidade do leitdo e a variacdo de peso dentro do mesmo lote
devem ser consideradas, pois uma menor idade ao desmame resulta em aumento no nimero
de leitdes terminados por ano, porém influenciam em um maior desafio sanitario e variacao de

peso dentro do mesmo lote.
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7 OBJETIVOS

7.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia da suplementacdo dietetica de diferentes niveis de
glutamina dietética as ragodes, sobre o desempenho, hematologia, imunologia e ambiéncia de

leitdes desafiados com o lipopolissacarideo de Escherichia coli na fase de creche.

7.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

— Avaliar os efeitos e possiveis interacdes dos teores de glutamina e o tipo
de alojamento de leitdes na fase de creche.

— Avaliar a eficiéncia nutricional da glutamina em leitdes desmamados
submetidos a desafio com lipopolissacarideo de Escherichia coli;

— Avaliar o perfil hematologico e de frequéncia de diarreias de leitdes
submetidos a dietas com glutamina.

— Avaliar a influéncia de dois tipos de instalagdo nos indices zootécnicos
de leitdoes desafiados com LPS e suplementados com glutamina na dieta.

— Determinar o teor de glutamina que apresenta melhor comportamento
para atenuar os niveis de cortisol produzidos pelo desafio com lipopolissacarideo de

Escherichia coli.
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8 ARTIGO 1:

EFEITO DA GLUTAMINA E DO LIPOPOLISSACARIDEO DE ESCHERICHIA
COLI NO DESEMPENHO DE LEITOES DESMAMADOS E ALOJADOS EM DOIS
TIPOS DE CRECHE.

Resumo: O presente experimento foi conduzido com o objetivo avaliar a a¢do da glutamina
dietética sobre o desempenho e a incidéncia diarréia em leitdes na fase de creche, submetidos
a duas condigdes de alojamento e desafiados com LPS (Lipopolissacarideo de Escherichia
coli). Foram utilizados 48 leitdes de genética Agroceres x Penarlan, desmamados aos 21 + 2
dias de idade, com peso médio inicial de 6,17+ 0,783 kg. Os tratamentos corresponderam a
valor quatro niveis de glutamina (0, 1.0, 1.5, 2.0 %) e duas condi¢des de alojamento (Creche
I, com menos fatores de risco; € Creche I, com mais fatores de risco), definindo um desenho
experimental em modelo fatorial 4 x 2. Os animais foram alojados em nimero de 2 por baia,
sendo um macho castrado e uma fémea, durante 30 dias. Houve interacdo dos fatores para a
conversao alimentar, onde para os animais da Creche I niveis crescentes de glutamina
dietética promoveram melhora da conversdo alimentar. Para o fator alojamento, os animais da
Creche I apresentaram melhor (P<0,05) ganho diario de peso, consumo diario de ragdo e peso
final, e menor incidéncia e intensidade de diarréia. A glutamina demonstrou ser benéfica para
a conversao alimentar, quando as condi¢des de ambiente apresentaram baixos fatores de risco;
e a condi¢do ambiental com baixos desafios sobrepde a agdo da glutamina para caracteristicas
de ganho de peso e consumo de ragdo.

Palavras-chave: Desafio. Desempenho. Diarreia. Intestino delgado.

GLUTAMINE AND LPS (ESCHERICHIA COLI LIPOPOLYSACCHARIDE)
EFFECTS ON WEANING PIGLETS PERFORMANCE ALLOCATED IN TWO
DIFFERENT NURSERY.

Abstract: This experiment was conducted to evaluate the action of diet glutamine over the
performance and incidence of diarrhea in piglets in the nursery phase, subject to two
conditions for accommodation and challenged with LPS (Escherichia coli
lipopolysaccharide). There was used 48 piglets (Agroceres x Penarlan), weaned of age 21 + 2
days, with initial weight of 6,17 + 0,759kg. The treatments were four levels of glutamine (0,
1.0, 1.5. 2.0%) and two housing conditions (Nursery I, with low risk factors level and Nursery
I1, with high risk factors level) setting a 4x2 factorial experimental design. The animals were
allocated two per cage, one barrow and one female, were evaluated during 30 days. There was
an interaction for feed conversion ratio with an improvement when the levels of glutamine
were increased for the Nursery I animals. For the housing factor, animals allocated at Nursery
I had better (P<0.05) average daily gain, daily feed intake and final weight, and lower
incidence and severity of diarrhea. The glutamine had better feed conversion ratio, when the
ambient conditions presented lower risk factors; and the ambient conditions with low
challenge overrides the actions of glutamine to average gain and feed intake.

Keywords: Challenge. Diarrhea. Performance. Small intestine.
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8.1 INTRODUCAO

Na suinocultura industrial o éxito do desmame precoce deve-se a qualidade
das ragdes que fazem uso de ingredientes complexos e de alta digestibilidade, ao uso de
aditivos melhoradores do status sanitario e fisioldgico intestinal e da interacdo de adequadas
acoes de manejo e de ambiente. Nao obstante sejam observados indices produtivos aceitaveis
na fase, existe ainda certo consenso de que a taxa de crescimento ¢ limitada devido a baixa
ingestdo de alimento, principalmente nas primeiras duas semanas pos-desmame (PIERCE et
al., 2005; DONZELE; ABREU; HANNAS, 2002; VAN DIJK et al., 2002; PLUSKE, 2001;
BERTOL; SANTOS FILHO; LUDKE, 2000).

Neste cenario alguns fatores de risco de cariter ambiental e de manejo
exercem grande influéncia sobre o desempenho dos animais, como a idade média e o peso
médio ao desmame, o ganho de peso médio do desmame até 21 dias, a homogeneidade do
peso dos leitdes aos 21 dias apoés o desmame (coeficiente de variacdo) e a ocorréncia de
diarreia (SILVA et al., 1999; MORES et al.,1993, 1998).

As respostas a presenga destes fatores se traduzem na piora do desempenho,
no aumento da desuniformidade do lote, na maior incidéncia de diarreia e no aumento da taxa
de mortalidade. A diarreia ¢ a principal enfermidade associada aos fatores de risco ligados ao
ambiente e ao manejo na fase de creche, sendo decorrente principalmente da proliferacdo da
Escherichia coli enterotoxigénica (MACHADO, 2007; HOPWOOD; PLUSKE; HAMPSON,
2005).

Considerando que a associacdo do baixo consumo alimentar com os
disturbios digestivos ainda ¢ uma ocorréncia comum nessa fase, com repercussdes negativas
na funcionalidade intestinal, pesquisas continuam sendo dirigidas para buscar recursos que
possam minimizar estes danos (JUNQUEIRA et al., 2008). Neste contexto, alguns
componentes veiculados nas ragdes tém demonstrado uma agdo muito positiva na
preservacgao/recuperacdo do epitélio intestinal, como € o caso da glutamina (HAYNES et al.,
2009).

Apesar de ser considerado o aminoacido mais abundante no plasma e no
tecido muscular (LI et al.,, 2007), a sintese de glutamina pode ndo ser suficiente para
corresponder ao aumento da absor¢do e do metabolismo do trato gastrintestinal, bem como na
demanda do sistema imunoldgico em algumas situagdes adversas, como no caso de
enfermidades, sendo assim classificado como um aminoacido condicionalmente essencial

(ELLIOTT; BIOURGE, 2006). Devido aos inimeros processos metabolicos que a glutamina
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participa e ao seu papel na recuperacdo de animais doentes ou que passaram por situagao de
estresse, pesquisas tém se intensificado no intuito de estabelecer a glutamina como um
aminoacido condicionalmente essencial a saude (LOPES, 2005).

Reconhecendo a importancia do meio ambiente e o papel da glutamina nas
funcdes da sustentagdo imune e de recuperacao intestinal no poés-desmame, objetivou-se com
este trabalho foi avaliar a agdo de diferentes niveis de glutamina dietética na ragdo de leitdes
desmamados submetidos a duas condigdes de alojamento e desafiados com LPS
(Lipopolisacarideo de Escherichia coli), na promog¢do do desempenho e na preservagdo da

saude na fase pds desmame.

8.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Suinocultura da Fazenda Escola
da Universidade Estadual de Londrina. Foram utilizados 48 leitdes da linhagem Agroceres x
PenArLan, sendo 24 machos castrados e 24 fémeas, desmamados em média aos 21+ 2 dias de
idade, com peso médio inicial de 6,16 + 0,783 kg durante 30 dias.

Os animais foram submetidos a quatro dietas isonutrientes, com diferentes
inclusdes de L-glutamina (0; 1,0; 1,5 e 2,0%), alojados em dois tipos de instalagdo (Creche I
e Creche II), sendo dois animais por baia (um macho castrado e uma fémea). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizados em esquema fatorial 4x2 (sendo quatro niveis de
glutamina e dois tipos de alojamento), com trés repeti¢des, sendo cada baia considerada uma
repeticao.

A instalacdo denominada Creche I caracterizou-se por possuir 12 baias
metalicas, distribuidas em duas linhas, suspensas a 0,65 m do chdo, possuindo cada baia 1,43
m’ de 4rea (1,00 x 1,43 m), provida de piso pléstico ripado e com paredes vazadas em ferro.
Possuiam ainda comedouro tipo calha (0,73 m lineares com cinco bocas de 0,14 m cada),
bebedouro tipo chupeta com altura regulavel e com vazao de 0,950 L/min e aquecimento
complementar proporcionado por lampadas infravermelhas de 250 W penduradas a 0,50 m do
piso. O controle térmico da instalacdo foi feito também pelo manejo de cortinas, dispostas
bilateralmente, com dimensoes de 1,14 x 12,0 m.

O segundo tipo de instalagdo, definida como Creche II, possuia 12 baias de
alvenaria, distribuidas em duas linhas, com 2,97 m? de 4rea cada (1,93 x 1,54 m), separadas
por paredes com altura de 0,80 m. O piso das baias era de cimento, sendo 1/3 da area coberta

com cama sobreposta de maravalha. A limpeza do piso foi realizada diariamente, uma vez ao
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dia. Nas duas primeiras semanas do periodo experimental foram utilizados comedouros de
madeira (0,30 x 0,09 m) que, posteriormente, foram substituidos por comedouros metalicos
semi-automaticos (0,71 x 0,30 x 0,28 m de comprimento, altura e profundidade da boca,
respectivamente). Os bebedouros eram do tipo chupeta com vazao de 1,8 L/min. A ventilacao
no interior do galpao foi realizada de forma natural através do manejo de cortinas, instaladas
bilateralmente, apresentando as seguintes medidas 1,61 x 18,48 m. O aquecimento das baias
foi realizado por lampadas infravermelhas de 250 W penduradas a 0,50 m do piso.

Durante o periodo experimental, com duracdo de 30 dias, os animais
receberam agua e racdo a vontade. As ragdes experimentais foram formuladas para atender ou
exceder as exigéncias de suinos na fase pré-inicial (21 - 35 dias de idade) e inicial (36 - 50
dias de idade) (ROSTAGNO et al., 2011) e suas composi¢des centesimais e nutricionais
calculadas encontram-se apresentadas na Tabela 1.

Independente do nivel de glutamina utilizado nas ragdes e do modelo de
alojamento empregado, todos os leitdes foram desafiados com lipopolisacarideo de
Escherichia coli (LPS). O programa de desafio imunologico foi realizado do 22° ao 26° dia
do periodo experimental. Os animais receberam uma dose didria de 0,3 pg de LPS (sorotipo
0111:B4, Sigma Aldrich®), diluido em 5 mL de leite integral, por via oral, através de
gavagem, entre as 7:30 e 8:00 horas (PARRA-SUESCUM et al.,2013) .

Para a identificacdo dos possiveis efeitos das diferentes instalagdes nos
resultados, foi aplicado o protocolo descrito por Morés et al. (1993); Morés et al. (1998) e
Dalla Costa et al., (2000). As variaveis avaliadas no protocolo foram: ocorréncia de diarréia
(OD), ganho diario de peso (GDP), homogeneidade do peso dos leitdes aos 21 dias apds o
desmame (coeficiente de variagdo), comprimento do comedouro por leitdes (CC), tipo e altura
do bebedouro (AB) e vazao maxima dos bebedouros (VB) (Tabela 3).

A avaliagdo da ocorréncia de diarréia foi realizada pela observagdo diaria
dos leitdes. A presenca de um animal com diarréia determinou a definicdo da baia como
positiva e o numero de dias como o grau de acometimento, que, por sua a vez, obedeceu a
seguinte ordem: 0 = sem diarréia (0 dias); 1= pouca diarréia (1 a 3 dias); 2= muita diarréia (4
ou mais dias) (MADEC; JOSSE; CHANTAL, 1982; VIEIRA; VIEIRA; MADEC, 1989).

Semanalmente foram mensurados o consumo de racdo e o ganho de peso
dos animais. Os dados obtidos foram utilizados para estimar o consumo didrio de ragdo, o

ganho diario de peso e a conversdo alimentar.
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Tabela 1 —Composi¢ado centesimal e calculada da ra¢do basal experimental.

Ingredientes % Pre-inicial Inicial
(21-35 dias de idade) (36-50 dias de idade)

Milho 53,25 67,77
Soja Farelo 45% 23,73 20,88
Leite desnatado em po 10,00 4,00
Oleo de Soja 3,79 0,23
Acucar 3,00 2,00
Leite soro em po 2,00 2,00
Fosfato Bicalcico 1,66 1,36
Calcario Calcitico 0,64 0,70
L — Lisina HCL 0,63 0,33
Sal Comum 0,51 0,36
L- Treonina 0,29 0,09
DL- Metionina 0,24 0,05
Vitini- Sui' 0,20 0,20
L- Triptofano 0,05 0,01
Total 100,00 100,00
Valores Calculados

Energia Metabolizavel (Kcal/kg) 3,400 3,230
Proteina (%) 20,00 17,35
Acido Glutamico (%) 2,91 2,91
Arginina (%) 0,97 0,96
Célcio (%) 0,85 0,72
Fosforo Disponivel (%) 0,50 0,39
Lisina Digestivel (%) 1,45 1,02
Metionina Digestivel (%) 0,55 0,32
Metionina + Cistina Digestivel (%) 0,81 0,57

" Suplemento vitaminico-mineral,composi¢io por kg do produto: Vit A, 1.800.000 UI; Vit D3, 360.000 UI; Vit
E, 4,000 UI; Vit K3, 600 mg; Vit B1, 280 mg; Vit B6, 300 mg; Vit B12, 3.600 mcg; Niacina, 6.000 mg; Ac.
Pantoténico, 3,200 mg; Biotina, 20 mg; Ac.Folico, 80 mg; Colina, 31g; Ferro, 20.000 mg; Cobre, 50.000 mg;
Cobalto, 120 mg; Manganés, 11.000 mg; Zinco, 18.000 mg; Selénio, 60 mg; lodo, 200 mg; Lisina, 140 g;
Antioxidante, 20 g; Veiculo q.s.p, 1000 g.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de normalidade, aditividade e
homocedasticidade e posteriormente submetidos a anélise de variancia e regressao utilizando-
se o pacote ExpDes (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2011) do programa
estatistico R (DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). Para a avaliagdo da incidéncia e

intensidade de diarréia foi aplicado o teste de Qui-quadrado.

8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na caracterizagdo dos ambientes, a Creche I apresentou menos fatores de

risco, fato sustentado pelos melhores resultados observados para o ganho diario de peso dos



43

leitdes entre o desmame e os 21 dias pos-desmame e para o coeficiente de variacdo do peso

dos leitdes aos 21 dias ap6s o desmame (Tabela 2).

Tabela 2 —Relacdo das variaveis objetivas analisadas com os respectivos valores para avaliar
os leitdes na fase de creche e resultados obtidos nas creches estudadas.

Classes

o Boa Intermediaria  Ruim Creche | Creche 11
Variavels Piso ripado Piso de
concreto

Ganho de peso médio
diario dos leitdes nos 21

. >280 200 a 280 <200 228 160
dias ap6s o desmame

(2

Homogeneidade do

peso dos leitdes 21 dias

apos o desmame <19% 19a22% >22% 13,39 18,56
(Coeficiente de

variacao)

Comprimento do
comedouro por leitdes >11 7all <7 14 15

(cm)

Altura dos bebedouros
25a35 e <25e>35  Regulavel 37,5
(cm)

Vazdo maxima dos

bebedouros
_ ' 0 T — >1,0 0,950 1,8
(litros/minutos)

Considerando o fator instalagdo, os animais alojados na Creche I,
apresentaram maior (P<0,05) ganho diario de peso, consumo didrio de ragdo e peso final
(Tabela 3).

Whittemore e Green (2001) afirmaram que leitdes na fase pds-desmama
criados em condi¢gdes de ambiéncia favoraveis (nutri¢do, sanidade, manejo e temperatura)
podem ganhar 100, 200 e 400 g/dia na primeira, segunda e terceira semana apds o desmame,
respectivamente. Contudo, pode-se admitir que nao seja facil superar estes indices em
condi¢des comercias devido a diversidade de desafios que os leitdes enfrentam. O maior

consumo de ragdo dos animais alojados na Creche I (Tabela 3), associado aos menores fatores
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de risco observados nessa instalacdo (Tabela 2) podem justificar o maior ganho de peso

observado para os animais alojados na Creche I.

Tabela 3-Médias do desempenho de leitdes desmamados e desafiados com LPS
(lipopolissacarideo de E. coli), suplementados com diferentes teores de glutamina
em dois tipos de creche.

Teores de Glutamina (%)

Creche Média CV(%)
0 1,0 1,5 2,0

GDP (kg) CI 0,20 0,26 0,27 0,22 0,23 31,87
CII 0,17 0,15 0,18 0,16 0,16° 19,87

CDR (kg) CI 0,38 0,40 0,41 0,31 0,37° 27,44
CII 0,32 0,30 0,33 0,29 0,31° 14,72

CA CI 2,24 1,61° 1,59 1,42° 1,72 26,03
CII 1,89 2,25° 1,88 2,01° 2,01 12,72

PF (kg) CI 11,39 13,41 13,46 12,07  12,58° 20,65

CII 1,12 10,54 11,52 1023 10,85 9,67

CI: instalagdo com piso ripado; CII: instalagdo com piso de concreto, GDP=ganho diario de peso; CDR=
consumo diario de ragdo; CA= conversdo alimentar; PF= peso final, CVf Coeficiente de variagdo. Médias
seguidas de letras mintiscula na coluna diferem estatisticamente (P< 0,05) ' Y= 2,1727 - 0,4017x (R* 0,915)

Segundo Morrison et al. (2003), para grupos relativamente pequenos, onde
os leitdes tém grande contato visual e auditivo com os companheiros de baia, a estimulagao
do consumo de alimento ¢ influenciada pelo comportamento de outros leitdes se alimentando,
sendo o caso da Creche I, cujas laterais eram metélicas e vazadas. Em contrapartida, em
instalacdes com paredes de alvenaria fechadas (como na Creche II), onde os animais tém
pouco contato visual com outros, hd atraso no aprendizado e indug¢do do consumo de
alimento.

Adicionalmente, o tipo de comedouro e a altura dos bebedouros podem ter
influenciado o consumo de rag¢do pelos leitdes. A troca do tipo de comedouro, madeira por
metélico na Creche II na segunda semana do periodo experimental, causou dificuldades para
os animais comecarem a ingerir alimento. A necessidade de adaptacdo dos animais ao novo
tipo de comedouro foi um obstaculo para que os animais apresentassem consumo compativel
com as expectativas para a fase. Barreira que os animais da Creche I ndo encontraram, pois

desde o inicio do periodo experimental foi utilizado um tnico modelo de comedouro com
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dimensdes apropriadas, conforme prescreve os protocolos de Morés et al. (1993); Morés et al.
(1998) e Dalla Costa et al. (2000).

Durante a lactagdo os leitdes tém o leite como principal fonte de agua,
entretanto, depois do desmame, a falta de experiéncia na ingestdo de dgua e a demora na
descoberta dos bebedouros retarda o inicio deste consumo. Na Creche I os bebedouros eram
regulaveis, o que permitiu o seu posicionamento correto, 5 cm acima da altura do dorso dos
animais. Este posicionamento, segundo Dybkjaer et al. (2006), favorece a redu¢do do tempo
para que o leitdo inicie e estabeleca um adequado consumo de 4gua, melhorando assim a
ingestdo de alimento. Na Creche II os bebedouros fixos em um angulo de 90°, a uma altura de
37,5 cm do solo, contrariando as recomendacdes para a categoria, pode ter prejudicado o
consumo de dgua e consequentemente o consumo de rag¢do, conforme defende Dalla Costa et
al. (2000). Além disso, a vazao de 4gua dos bebedouros nesta instala¢do, 1,8 L/min, acima da
recomendada (1,0 L/min) também pode ter contribuido para que o consumo dos animais
alojados na Creche II fosse 16,4% menor em relagdo ao consumo de racdo dos animais da
Creche L.

Houve interagdo (P<0,05) entre os niveis dietéticos de glutamina e o tipo de
alojamento para a conversao alimentar (Tabela 3). Para os animais alojados na Creche I houve
efeito linear decrescente dos teores de glutamina sobre o parametro, ou seja, uma melhora a
medida que o nivel de glutamina na ragdo aumentou.

Os animais da Creche I, que foram suplementados com 1,0% de glutamina,
apresentaram melhor conversdo alimentar, 1,61 vs 2,25 (Tabela 3). Da mesma maneira, os
animais da Creche I que receberam 2% de glutamina apresentaram diferenca significativa na
conversao alimentar em relacdo aos animais da Creche II, 1,42 vs 2,01. O acréscimo na
suplementagdo de 1% para 2% de glutamina resultou na melhora de 11,7% no parametro, ou
seja, menos 190 g de ragdo para 1 kg de peso vivo ganho.

O peso final foi superior para os animais alojados na Creche I (Tabela 3),
conseqiiéncia dos melhores indices de ganho de peso e consumo de racdo observados para
esses animais, confirmando a melhor qualidade ambiental dessa instalacao.

De acordo com Mores et al. (1998) o coeficiente de variagdo do peso final
dos animais ¢ uma ferramenta util, a partir da qual os produtores podem detectar problemas
que possam comprometer o desenvolvimento dos animais na fase de creche e, entdo
estabelecer medidas preventivas para evitar tais ocorréncias. Apoiado nos conceito desses

autores, embora na Creche II o efeito da glutamina ndo tenha sido verificado, os coeficientes
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de variacdo se mantiveram dentro de niveis considerados bons como metas a serem atingidas
pelos produtores (Tabela 2).

Reconhecidamente varios fatores de risco podem comprometer o
desempenho dos leitdes na fase de creche (SILVA et al., 1999; MORES et al., 1993,1998;
VIEIRA; VIEIRA; MADEC, 1989), sendo comum que sob estado de estresse ocorram
quadros de imunodepressdao temporaria que podem ser responsaveis pelo aparecimento de
diarréias (ALFIERI; ALFIERI; BARRY, 2010). Na Creche II foi observado maior niumero de
animais acometidos por diarréia em relacdo a Creche I (Tabela 4). Este resultado também
pode explicar o menor ganho didrio de peso (P<0,05) no periodo de 21 dias apds o desmame
dos leitdes da Creche II em relagdao a Creche I, 0,16 vs 0,23 g/ dia e, consequentemente o

menor peso final desses leitdes.

Tabela 4 —Ntmero de leitdes que apresentaram diarréia em dois diferentes tipos de

instalagdes.
Tipo de Instalagdo
Grau de acometimento Creche I Creche 11 Total
Sem diarréia (0 dias) 12a 4b 16
Pouca diarréia (1-3 dias) 9b 8a 17
Muita diarréia (4 ou mais dias) 3b 12a 15
Total 24 24 48

Medias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste Qui-Quadrado 5%. Creche I: instalagdo com piso
ripado; Creche II: instalagdo com piso de concreto.

8.4 CONCLUSOES

A glutamina, como suplemento dietético para leitdes desmamados,
demonstrou ser benéfica, favorecendo a conversdo alimentar, quando as condi¢des de
ambiente apresentam baixos fatores de risco.

As influéncias negativas dos fatores de risco ambientais sobre os parametros
ganho de peso, consumo de racdo e incidéncia de diarréia sobrepdem a agdo da glutamina
como aditivo dietético no pos-desmame, valorizando a importdncia do controle destes

elementos para o sucesso da fase.
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9 ARTIGO 2

DESEMPENHO, CORTISOL SERICO E CELULAS DE DEFESA DE LEITOES NA
FASE DE CRECHE DESAFIADOS COM LIPOPOLISSACARIDEO DE ESCHERICHIA
COLI E SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES NIVEIS DE GLUTAMINA

Resumo: Objetivou-se estudar a influéncia de diferentes niveis de glutamina em leitdes
desmamados e desafiados com LPS (Lipopolissacarideo de Escherichia Coli) nos parametros de
desempenho, no leucograma e nos niveis de cortisol séricos. Foram utilizados 96 leitdes, sendo 48
machos castrados e 48 fémeas Agroceres (PenArlan), com idade média inicial de 21 dias e 6,06 +
0,852 kg de peso médio corporal. Os animais receberam agua e racao a vontade durante 30 dias
que durou o experimento ¢ foram alojados em nimero de dois por baia (uma macho e uma
femea). Os tratamentos corresponderam a quatro niveis de glutamina dietética (0; 1,0; 1,5 e 2,0
%), e auséncia ou presenca de desafio com LPS 0,3pug/ animal, definindo um desenho
experimental em modelo fatorial 4 x 2. Os desafios foram realizados no 22°, 23°, 24°, 25° ¢ 26°
dias do periodo experimental e as coletas de sangue realizadas nos 22°, 24°, 26° e 28° dias de
experimento. Foi observado um efeito quadratico para o ganho didrio de peso para os animais nao
desafiados, com ponto de maxima (0,303 kg/dia) para a inclusdo de 0,41% de glutamina e, efeito
linear negativo para a conversdo alimentar de animais desafiados. Houve interagdo para o numero
de leucocitos totais entre os teores de glutamina e LPS e efeito linear dos teores de glutamina dos
animais ndo desafiados sobre o numero de leucdcitos totais. Para neutrofilos e linfocitos houve
efeito quadratico apenas dos teores de glutamina. A suplementagdo de glutamina em até 2% na
dieta melhora a conversdo alimentar e aumentou os niveis de leucocitos totais dos animais
submetidos ao desafio com LPS e favorece a imunidade celular sérica de leitdes apds o desmame.

Palavras-chave: Corticosteroides. Estresse. Leucdcitos. Resposta imune.

PERFORMANCE, CORTISOL SERUM, AND DEFENSE CELLS OF NURSERY
PIGLETS CHALLENGED WITH ESCHERICHIA COLI LIPOPOLYSACCHARIDE AND
SUPPLEMENTED WITH DIFFERENT LEVELS OF GLUTAMINE.

ABSTRACT: The objective was to study the influence of different levels of glutamine for
weaning piglets challenged with LPS (Escherichia coli Lipopolysaccharide) over performance
parameters, white blood cell count and the cortisol serum levels. A total of 96 animals, 48
barrows and 48 gilts (PenArlan), were used with initial weight of 6,06 + 0,852kg of average body
weight. The animals received water and feed ad libitum during the 30 days and were housed two
per cage (one male and one female). The treatments consisted of four levels of dietetic L-
glutamine (0; 1,0; 1,5 e 2,0 %), and absence or presence of immune challenge with LPS 0,3ug/
animal, defining a factorial 4x2 experimental draw. The challenges were given on day 22°, 23°,
24°,25° e 26° of experimental period and the blood samples were performed on day 22°, 24°, 26°
e 28°. It was observed quadratic effect for average daily gain to non-challenged animals, with the
point of maximum (0.303 kg / day) to 0.41% glutamine and negative linear effect for feed
conversion ratio of challenged animals. There was interaction for the variable total number of
leukocytes between glutamine levels a LPS and was observed too for this variable linear effect of
glutamine levels. There was quadratic effect only for glutamine levels to the variables neutrophils
and lymphocytes. Glutamine supplementation up to 2% in the diet improves feed conversion ratio
for LPS challenged animals and promotes cellular immune serum of piglets after weaning.

Keywords: Corticosteroids. Immune response. Leukocytes. Stress.
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9.1 INTRODUCAO

O desmame na suinocultura intensiva comumente ¢ realizado precocemente,
entre 21 e 28 dias de idade, resultando num periodo pds-desmame ainda critico para o leitdo
(HAMPSON; PLUSKE; PETHICK, 2001). Alteragdes importantes associadas como a
mudanga fisica da dieta (liquida para so6lida), do tipo de alimento, as variagdes nutricionais, o
novo regime de refeicdes e o forte estresse social, somados a segregacdo materna e da sua
leitegada de origem, tém repercussdes negativas imediatas e extensivas as duas semanas
subsequentes, determinando mudangas comportamentais, fisioldégicas e de desenvolvimento
no leitdo (VARLEY; MILLER, 2002).

Do ponto de vista alimentar/nutricional a ruptura da ingestdo do leite
materno e a substitui¢do desta fonte energética/proteica por produtos oriundos principalmente
de origem vegetal, demandam uma adaptagdo morfoldgica, enzimatica ¢ metabolica bastante
severas (PLUSKE et al., 2003), ha um aumento do pH estomacal (3,8 para 4,3) (HALAS et
al., 2007) com alteracdes na microbiota intestinal, com redu¢do da populagdo de bactérias
benéficas em detrimento dos agentes patogénicos. Estes agentes, por sua vez, produzem
metabolitos toxicos, causando inflamagdo e espoliagdo da mucosa intestinal do leitdo
(SILVA; NORNBERG, 2003), culminando com quadros diarreicos e subdesenvolvimento,
quando ndo na morte do leitdo.

Este conjunto de alteragdes corresponde a um tipico quadro de estresse, com
aumento dos niveis do fator de liberacdo de corticotrofina (CRF) e de cortisol séricos,
influenciando o comportamento animal (MOESER et al., 2007), determinando respostas que
frequentemente coincidem com um aumento da producdo de células do sistema imunitario
(monocitos, linfécitos, macroéfagos, neutréfilos) pela ativagdo do sistema imune, interferindo
no metabolismo e na otimizagdo do desempenho. E comum nesta fase a observagio de um
aumento da temperatura corporal e redugdo do consumo de alimentos, ocorréncias que
desviam os nutrientes para outros fins que ndo o crescimento corporal.

Neste cendrio, entre muitos recursos empregados para minimizar os danos
resultantes do desmame precoce, a inclusdo de glutamina na dieta de leitdes tem se mostrado
um procedimento positivo na recuperagao do leitdo na fase pds-desmame.

A glutamina ¢ o aminoécido livre mais abundante no organismo dos
mamiferos (WU, 2009). Durante o seu processo de hidrolise sdo gerados produtos como o
fumarato e o aspartato que podem entrar diretamente no ciclo de Krebs para gerar ATP,

evidenciando, assim, o papel da glutamina como substrato energético para tecidos com alta
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capacidade de multiplicacdo, como os enterdcitos e linfocitos dos leitdes (RHOADS; WU,
2009), estimulando a sintese de proteinas juntamente com o crescimento ¢ a diferenciagdo
celular, promovendo paralelamente a redugdo da degradagdo proteica e a apoptose (CURI et
al., 2007; NEWSHOLME et al., 2003).

Devido aos inumeros processos metabdlicos que a glutamina participa e ao
seu papel na recuperagdo de animais doentes ou que passaram por situagdo de estresse, como
no desmame de suinos, pesquisas t€ém se intensificado no intuito de estabelecer a glutamina
como um aminoacido condicionalmente essencial a saude (LOPES, 2005).

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar diferentes niveis
de glutamina dietética para leitdes desmamados e desafiados com Lipopolissacarideo de
Escherichia coli, visando identificar os efeitos sobre o desempenho zootécnico e sobre as

adaptagoes fisiologicas relacionadas.

9.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Suinocultura da Fazenda Escola
da Universidade Estadual de Londrina. Foram utilizados 96 leitdes da linhagem Agroceres x
Penarlan, sendo 48 machos castrados e 48 fémeas, desmamados em média aos 21+ 2 dias de
idade. Ao inicio do experimento os animais apresentaram 6,06+ 0,852 kg de peso corporal e
foram aleatoriamente distribuidos em 48 baias (24 gaiolas metdlicas suspensas com piso
plastico vazado e 24 baias em alvenaria com piso compacto), sendo um macho e uma fémea
por baia. Os animais receberam agua e ra¢ao a vontade durante todo o periodo experimental,
cuja duragdo foi de 30 dias.

As ragdes experimentais foram formuladas conforme recomendacdes
nutricionais descritas por (ROSTAGNO et al., 2011) para suinos na fase pré-inicial (21 - 35
dias de idade) e inicial (36 - 50 dias de idade) e suas composi¢des centesimais e nutricionais
calculadas encontram-se apresentadas na Tabela 1.

Como tratamentos experimentais foram estabelecidas dietas com diferentes
suplementagdes de L-glutamina (0; 1,0; 1,5 e 2,0%) associadas ou ndo a um desafio diério
com lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS). O programa de desafio foi realizado entre o
22° e 26° dia do periodo experimental, onde quarenta e oito animais receberam 0,3 ug de LPS
(sorotipo 0111:B4, Sigma Aldrich®), diluido em 5 mL de leite integral, por via oral, através
de gavagem, entre as 7:30 e 8:00 horas. Os demais leitdes receberam oralmente 5 mL de leite

integral isento de LPS.
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Tabela 1 —Composi¢ado centesimal e calculada da ra¢do basal experimental.

Ingredientes % Pre-inicial Pre-inicial 11
(1-15 dias de idade) (15-30 dias de idade)
Milho 53,26 67,78
Soja Farelo 45% 23,73 20,88
Leite desnatado em po 10,00 4,00
Oleo de Soja 3,79 0,23
Acucar 3,00 2,00
Leite soro em pd 2,00 2,00
Fosfato Bicalcico 1,66 1,36
Calcario Calcitico 0,64 0,70
L — Lisina HCL 0,63 0,33
Sal Comum 0,51 0,36
L- Treonina 0,29 0,09
DL- Metionina 0,24 0,05
Vitini- Sui' 0,20 0,20
L- Triptofano 0,05 0,01
Total 100,00 100,00
Valores Calculados
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3,400 3,230
Proteina Bruta (%) 20,00 17,5
Acido Glutamico (%) 2,91 2,91
Arginina (%) 0,97 0,96
Calcio (%) 0,85 0,72
Fosforo Disponivel (%) 0,50 0,39
Lisina Digestivel (%) 1,45 1,02
Metionina Digestivel (%) 0,55 0,32
Metionina + Cistina Digestivel (%) 0,81 0,57

" Suplemento vitaminico-mineral, composigdo por kg do produto: Vit A, 1.800.000 UI; Vit D3, 360.000 UI; Vit
E, 4,000 UI; Vit K3, 600 mg; Vit B1, 280 mg; Vit B2, 800 mg; Vit B6, 300 mg; Vit B12, 3.600 mcg; Niacina,
6.000 mg; Ac. Pantoténico, 3,200 mg; Biotina, 20 mg; Ac.Fdlico, 80 mg; Colina, 31g; Ferro, 20.000 mg; Cobre,
50.000 mg; Cobalto, 120 mg; Manganés, 11.000 mg; Zinco, 18.000 mg; Selénio, 60 mg; lodo, 200 mg;
Lisina,140 g; Antioxidante, 20 g; veiculo g.s.p., 1.000 g.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema
fatorial 4x2, quatro niveis de L-glutamina e duas situagdes de desafio (sem LPS e com LPS)
de Escherichia coli. Os diferentes tipos de instalagdo foram considerados como blocos no

estabelecimento do desenho experimental.
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Semanalmente foram mensurados o consumo de racdo e o ganho de peso
dos animais. Os dados obtidos foram utilizados para estimar o consumo didrio de ragdo, o
ganho diario de peso e a conversdo alimentar.

Para a andlise do cortisol e do leucograma foram realizadas colheitas de
sangue de 48 animais, um representante de cada baia, através da punc¢do da veia cava cranial,
utilizando-se agulhas descartaveis de 40 x 12 mm. O sangue destinado ao leucograma foi
coletado em tubos contendo 0,1 mL de EDTA 10% (Acido etilenodiamino tetra-acético). A
primeira colheita foi realizada no 22° dia do periodo experimental entre as 7:30 e 8:00 h,
antes da inoculagdo do LPS, apds jejum prévio de 8 h. As demais colheitas foram realizadas
no mesmo horario no 24°, 26° e 28° dias do periodo experimental.

Para a determinacdo da concentracdo sérica de cortisol as amostras foram
coletadas em tubos sem anti-coagulante, que foram submetidos a centrifuga¢do a 2000 rpm
por 10 minutos. O soro obtido foi transferido para microtubos (eppendorf) de 1,5 mL,
identificados e conservados a -20°C para posterior analise.

O leucograma foi determinado pelo método de impedincia em aparelho
hematologico automatizado BC-280Vet (Mindray) em laboratério clinico-veterinario. A
analise de cortisol foi realizada pelo método de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) no Laboratério de Imunologia da Universidade Estadual de Londrina.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de normalidade, aditividade e
homocedasticidade e posteriormente submetidos a analise de variancia e regressao utilizando-
se o pacote ExpDes (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2011) do programa
estatistico R (DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). Para o consumo de ragdo, conversao
alimentar e ganho de peso a baia foi considerada a unidade experimental. Para as demais

varidveis o animal foi considerado a unidade experimental.

9.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada interagdo entre os teores de glutamina e desafio com LPS
para o ganho didrio de peso e conversdo alimentar. No entanto, para o consumo diario de
racdo e peso final ndo houve efeito dos fatores avaliados (Tabela 2).

Para os animais ndo desafiados foi observado efeito cubico dos niveis de
glutamina sobre o ganho diario de peso, com ponto de maxima (0,303 kg/dia) com a inclusdo

de 0,41% de glutamina (Tabela 2), sugerindo que o uso do aminoacido pode ter efeitos
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positivos, com beneficios na digestdo, absor¢do e na modulacdao fisiologicas do trato

gastrointestinal quando os animais nao sao desafiados.

Tabela2 — Meédias e coeficientes de variagdo do desempenho de leitdes desmamados,
desafiados ¢ ndo desafiados com LPS (Lipopolissacarideo de E.coli)
suplementados com diferentes teores de glutamina na fase de creche.

Teores de Glutamina (%)

LPS Média  CV(%)
0 1,0 1,5 2,0

GDP (kg)  Nao 0,24a 0,24 0,17b 0,23 0,22 19,71
Sim 0,17b 0,21 0,21a 0,20 0,20 17,77

CDR (kg)  Nao 0,36 0,40 0,33 0,39 0,37 17,19
Sim 0,36 0,36 0,38 0,32 0,35 18,92

CA Nao 1,53b 1,70 1,97 1,64 1,71 20,49
Sim 2,13a 1,70 1,75 1,58 1,80 21,60

PF (kg) Néo 12,76 13,08 10,87 12,71 12,36 13,07
Sim 10,39 12,04 12,01 11,42 11,47 14,58

GDP=Ganho diario de peso; CDR= Consumo diario de ragdo; CA= Conversdo alimentar; PF= Peso final; CV=
coeficiente de variacdo; '.Y=0,2413+0,3269X-0,4982X2 + 0,1665X3(R2 =1,00) 2Y= 2,080-0,254X R2 =
0,762) Médias seguidas de letras mintiscula na coluna diferem estatisticamente (F< 0,05)

Os resultados observados neste trabalho divergiram daqueles relatados por
Wu; Meier; Knabe (1996), que suplementaram as ragdes para leitdes desmamados com 0,2 e
0,6% de glutamina e ndo verificaram nenhum efeito sobre a conversdo alimentar e o ganho
diario de peso. Lee et al. (2003) ao suplementarem leitdes desmamados aos 21 dias com 0,5;
1,0; 1,5% de glutamina também nao verificaram diferenga no ganho didrio de peso para
leitdes ndo desafiados.

Por outro lado, Lackeyram; Yue; Fan. (2001), ao adicionarem 0,8% de
glutamina em dietas a base de milho e farelo de soja para leitdes desmamados precocemente
(10 dias de idade), verificaram maior ganho didrio de peso em relagdo aos leitdes ndo
suplementados com este aminodcido. Jiang et al. (2009) e Tucci et al (2011) observaram,
respectivamente, melhora de 30,9% e 21% no ganho médio diario de peso em relagdo ao
grupo controle (0% de glutamina) com a utilizagdo de 0,15 e 1,0% de glutamina
respectivamente .

Yi et al. (2005) relataram que a depressdo no crescimento pode ser causado

por diversos fatores como a perda da integridade intestinal e a diminui¢do da eficiéncia de
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utilizacdo de nutrientes. Assim € provavel que, neste experimento, a suplementacdo com
glutamina até 0,41% tenha fornecido o substrato adicional exigido pelo intestino para seu
desenvolvimento, melhorando a sanidade luminal e concomitantemente o peso médio diario
dos animais desmamados.

Portanto, baseado nos resultados obtidos, a inclusdo de glutamina acima do
nivel de 0,41% na dieta ndo foi eficiente para melhorar o desempenho dos animais nao
desafiados, em particular o ganho médio diario de peso.

Para os animais que ndo foram suplementados com glutamina foi observado
maior ganho didrio de peso para os animais ndo desafiados (0,240 vs 0,170 kg/dia). No
entanto, para os animais suplementados com 1,5% de glutamina os maiores ganhos diario de
peso foram observados para os animais desafiados (0,210 kg/dia) em relacdo aos animais nao
desafiados (0,170 kg/dia) (Tabela 2). Neste sentido, ¢ evidente o efeito benéfico da glutamina
em aliviar a depressdo do crescimento e a utilizagdo ineficiente dos nutrientes pelo desafio
com o LPS indicando a importancia da suplementagao exdogena de glutamina, que pode atuar
como regulador metabolico para aumentar a sintese protéica e diminuir o catabolismo
protéico em processos infecciosos e inflamatérios (LOBLEY; HOSKIN; McNEIL, 2001),
mantendo a taxa de deposi¢do de proteina no musculo esquelético.

Para um nivel maior de glutamina dietética (2%), Hsu et al. (2012)
observaram maior ganho médio didrio para leitdes desmamados aos 28 dias que foram
castrados (um outro fator de estresse imputado) e desafiados com LPS (25ug/kg peso vivo)
aos 7 e 14 dias apos o desmame, respectivamente, quando comparados com o grupo isento de
glutamina. Essa melhora sugere que a suplementacao dietética de glutamina alivia em parte o
estresse causado pela castracdo e pelo desafio com LPS, embora a intensidade destes desafios
seja distinta e de dificil mensuracdo, fato que pode explicar a razdo por que diferentes niveis
de glutamina dietética determinam diferentes respostas nas avaliagdes experimentais.

Desafios que levam a alteragdes inflamatorias sao conhecidos por provocar
uma grande variedade de respostas fisiologicas (KELLEY; JOHNSON; DANTZER. 1994),
assim, o menor ganho de peso observado para os animais desafiados e ndo suplementados
com glutamina pode ser explicado pela provavel ativacdo do eixo hipotalamo hipofise
adrenal, reduzindo a concentragdo intracelular de glutamina, alterando o metabolismo
intermediario e a absor¢do de nutrientes, conforme trata Newsholme (2001).

Dritz et al. (1996) também verificaram diminui¢do no ganho médio diario
de leitdes desafiados, no entanto a queda de 11% no ganho de peso foi consequéncia do

menor consumo diario de racao.
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Jiang et al. (2009) verificaram aumento de 15% no consumo de ra¢do em
leitdes suplementados com 0,15% de glutamina e desafiados com 200 pg LPS/ kg de peso
vivo, em relagdo ao grupo suplementado com 0,15% de glutamina e isento do desafio. Neste
trabalho, a melhora no ganho didrio de peso dos animais desafiados e suplementados com
1,5% de glutamina, sem incremento do consumo de racdo, pode ser resultado do melhor
aproveitamento dos nutrientes da dieta, uma vez que, de acordo com Tucci et al. (2011), a
suplementagdo de glutamina promove aumento na atividade da amilase e da tripsina
pancredtica dos leitdes melhorando assim a digestibilidade.

Para os animais suplementados com 1,0 e 2,0% de glutamina nio foram
observadas diferengas no ganho diario de peso entre animais desafiados € nao desafiados
(Tabela 2). Os resultados sdo semelhantes aos observados por Yi et al. (2005), que também
ndo verificaram efeito da suplementacdo de 2% glutamina sobre o desempenho de leitdes
desmamados aos 17 dias de idade quando estes ndo foram desafiados imunologicamente.
Também pode-se atribuir que em condigdes de homeostase a sintese de glutamina a partir de
outros aminoacidos seria capaz de prover a necessidade do animal (GOMEZ et al .,1994 ;
KITT; MILLER; FISCHER, 2003).

Para a conversao alimentar observou-se efeito linear decrescente em fungao
dos teores de glutamina para os animais desafiados, com redugdo de 0,254 na conversdao
alimentar para cada ponto percentual de inclusdo de glutamina. Os resultados concordam com
Hsu et al. (2012), que trabalhando com leitdes desmamados aos 28 dias, suplementados com
2% de glutamina, castrados aos 7 dias apos o desmame e desafiados com 25ug de LPS/kg de
peso vivo observaram melhora na conversao alimentar quando comparado com os animais
sem suplementacdo de glutamina.

Também este efeito positivo verificado para a conversdo alimentar pode ser
explicado pela hipotese proposta por Fox; Kripke e Berman (1988), que relataram que a
glutamina pode agir na manutencao do metabolismo, estrutura e fungdo intestinal, atenuando
a depressdo do crescimento e a atrofia das vilosidades da mucosa dos animais desafiados com
LPS, promovendo maior absor¢do dos nutrientes da dieta e concomitantemente a melhora da
eficiéncia alimentar. Por outro lado, contrario ao observado neste trabalho, Jiang et al. (2009)
ndo identificaram melhora na conversao alimentar de leitdes desafiados com 200ug de
LPS/kg de peso vivo e que receberam 0,15% de glicil/glutamina, em relagdo aos animais que
ndo foram desafiados e isentos de glutamina. Atribui-se que possivelmente os leitdes nao
conseguiram compensar o baixo consumo médio didrio, devido ao desafio com altos niveis de

LPS.
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Também foi observada uma diferenca (P<0,05) na conversao alimentar, para
0 grupo que nao recebeu glutamina suplementar, entre os animais que nao foram desafiados e
os desafiados com LPS (1,53 vs 2,13). Segundo Solloum; Copeland e Souba. (1991), em
processos de estresse metabolico ocorre uma redugdo do transporte luminal da glutamina e da
atividade da glutaminase da mucosa. Existe assim a possibilidade que o intestino seja
subserviente as necessidades de outros 6rgaos, como parte do processo de priorizagao da
sintese proteica e dessa maneira seja comprometido o aproveitamento dos nutrientes.

Para os teores de cortisol foi verificado efeito da interacdao entre teores de

glutamina e LPS (Tabela 3).

Tabela 3 —Valores de cortisol sérico (ng/mL) em fungdo dos teores de glutamina na ragdo e
desafiado ou ndo com LPS (Lipopolissacarideo de E.coli).

Teores de Glutamina % o ,
Desafio 0 1,0 1.5 2.0 Média CV (%)

Sem LPS 33,4765" 116,8110°  102,4782° 108,1635" 89,80' 61,39

ComLPS  105,7695" 68,6617° 126,7147° 104,6833" 101,307 40,41

CV= coeficiente de variacio; 'Y = 34,9786 + 110,4813x — 38,0710x” (R* = 0,9407); *Y = 105,7695 -335,9840x +
430,0320x* — 131,1558x*(R*=1,00) Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem estatisticamente pelo
teste F (P<0,05).

Para os animais que nao receberam LPS houve efeito quadratico dos teores
de glutamina sobre os valores de cortisol. O valor maximo de cortisol foi obtido com a
inclusdao de 1,45% de glutamina, resultando em 115,131 ng/mL de cortisol. Para os animais
que receberam LPS houve efeito cubico dos teores de glutamina sobre os valores de cortisol.
Os pontos de maxima e de minima foram obtidos com a inclusdo de 1,68 e 0,51% de
glutamina, respectivamente, obtendo-se os valores de 133,15 e 28,87 ng/mL de cortisol.

Em relagdo aos teores de glutamina, houve diferenca significativa entre os
animais desafiados e ndo desafiados para os teores 0; 1,0 e 1,5%, porém para 2% de glutamina
ndo houve diferenca significativa entre os animais que receberam ou ndo receberam LPS com
relagdo ao cortisol (Tabela 3).

A ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, via exposicdo as baixas
doses de lipopolissacarideo de E. coli (LPS), aumenta os niveis de cortisol no sangue como
indicador do nivel de estresse que o animal ¢ submetido, simulando o desafio para leitdes
desmamados durante a fase de creche (WRIGHT et al., 2000; WEBEL et al., 1997).

Paralelamente, ha um aumento significativo da utilizacdo de glutamina (NEWSHOLME,
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2001) como resposta a presenga de macrofagos, elevando a producao de interleucina 1 (IL-I),
a secrecdo do fator de necrose tumoral (TNF-a), de interleucina 6 (IL-6) (MURPHY;
NEWSHOLME, 1999) e interleucina 8 (IL-8) (NEWSHOLME, 2001), que dependem da
disponibilidade extracelular de glutamina.

Normalmente o pico de cortisol em leitdes desmamados ocorre por volta de
2 h pos-desafio com LPS (PARROT et al.,1995), momento na qual os animais comegam a
apresentar sintomas proprios de uma infeccdo bacteriana aguda (ROITT; DELVES, 2004),
podendo até mesmo desencadear a morte do animal, dependendo da dose utilizada no ensaio.
Posteriormente, até 16 horas pos-desafio, hd diminui¢do dos niveis plasmaticos de cortisol até
atingir niveis basais (WRIGHT et al., 2000).

Neste ensaio esperava-se que os niveis de cortisol sanguineo dos animais
que nao receberam glutamina, independentemente de terem recebido ou nao LPS, fossem
semelhantes aos niveis basais de animais ndo estressados, cujos valores oscilam entre 2,5-
3,5mg/dL, segundo Webel et al. (1997); Johnson; Von Borrel. (1994). No entanto, esses
valores, bem como os efeitos quadraticos e ctbicos encontrados neste ensaio para animais
desafiados e ndo desafiados com LPS, suplementados com os diferentes teores de glutamina,
foram discrepantes dos verificados na literatura.

Yi et al. (2005); Wright et al. (2000) e Warren et al. (1997) observaram que
24 h pos-desafio os niveis de cortisol diminuiram até niveis basais normais. Acredita-se que
neste trabalho, quando os animais comegaram a fase de desafio e foram submetidos a colheita
de sangue (42° dia de vida), ja acusavam estresse devido aos fatores de ambiéncia ainda
presentes e percebidos nos primeiros 21 dias pés desmame e ao manejo de contencdo para o
fornecimento da dose de LPS ou placebo via oral, além da propria contencao e colheita de
sangue que provocou um estresse adicional. Isto denota que mesmo para os teores de 1,0; 1,5
e 2,0% de glutamina ndo houve resposta suficiente para evitar o aumento da liberagdo de
citocinas pro-inflamatorias e para a diminui¢do dos niveis de cortisol plasmatico. Estes
resultados se identificam com as observagdes apresentadas por Liu et al. (2008).

A idéia da suplementacdo com glutamina tem como objetivo principal
fornecer ao figado uma quantidade adequada de aminoacidos para a fase aguda do
catabolismo e reparar os tecidos e 6rgdos, principalmente o musculo esquelético, modulando a
resposta ao estresse que se encontra mediada pelo sistema nervoso simpdtico, glucagon,
cortisol, insulina, hormonio do crescimento, citocinas e lipidios mediadores (NEWSHOLME,

2001).
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Avaliando a dosagem utilizada de LPS como desafio, Warren et al. (1997)
verificaram que doses de 5 a 50 ug LPS/kg de peso corporal provocaram aumento nas
concentragdes de TNFa e cortisol, induzindo a anorexia, sonoléncia e febre. Os mesmos
autores afirmaram que, embora 0,5 ug de LPS/kg de peso corporal também produza anorexia,
sonoléncia e febre, o incremento plasmatico de cortisol ¢ de TNFa € pequeno e transitério. A
utilizacdo de 0,3 pg de LPS/leitdo neste ensaio ndo seguiu o padrio fisiologico de cortisol
moderado ou transitério durante as coletas, e com as subsequentes injecdes de LPS esperava-
se que as respostas fossem reduzidas em comparagdo ao primeiro desafio. Esta proposicao ¢
atribuida ao efeito de tolerancia ao LPS (VAN HEUGTEN; SPEARS; COFFEY, 1994;
CHEDID; PARANT, 1971).

A suplementacdo de 2% de glutamina ndo resultou diferenga entre os leitdes
desafiados ou ndo com LPS, revelando que embora os dados difiram daqueles relatados na
literatura, a glutamina conseguiu manter o nivel de cortisol similar ao dos animais nao
desafiados com LPS (Tabela 3).

Hsu et al. (2012) avaliaram os niveis de cortisol sanguineo de leitdes
desmamados aos 28 dias e suplementados com 0 e 2% de glutamina em dois momentos, apds
a castragdo, realizada aos 7 dias pds-desmame e no 14° dia pos-desmame. Também foi
somado ao procedimento a administragcdo, via parenteral, 4 h apos as castracdes, de 25 nug
LPS/kg de peso corporal. Os autores verificaram que a suplementagdo com glutamina foi
capaz de aliviar a condi¢do estressante e a inflamacao associada com a castragdo nos machos
desmamados, melhorando a sua imunidade e o desempenho na fase inicial da creche. Porém,
quando desafiados com LPS, houve um aumento do cortisol nos diferentes tratamentos, mas
ndo foi verificada diferenga significativa entre os mesmos. Os autores concluiram que teores
menores que 2% de glutamina podem ndo melhorar a resposta imune dos leitdes na fase
inicial do crescimento.

Na avaliagdo sérica das células de defesa, para o valor de leucocitos totais e
linfocitos houve interagdo entre os fatores glutamina e desafio (Tabela 4). Para os animais nao
desafiados houve efeito linear dos teores de glutamina sobre o nimero de leucocitos. Entre os
animais ndo desafiados houve efeito quadratico dos teores de glutamina sobre o nimero de

linfocitos. Para neutrofilos houve apenas efeito dos teores de glutamina.
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Tabela 4 —Valores do leucograma de leitdes em fungdo dos teores de glutamina ¢ desafiados
ou ndo com LPS (Lipopolissacarideo de E. coli).

Teores de Glutamina

0
0 1,0 1,5 2,0 ER CV (%)
Leucdcitos (n°/mm?’)
Desafiados 17703* 17335% 16014 190822 --- 35,82
Nio desafiados 14044° 14965° 18362 17250 1 34,46
Eosinofilos ( n°/mm’)
Desafiados 227 141 149 217 --- 35,82
Naio desafiados 228 159 163 172 --- 34,46
Monécitos ( n°/mm°)
Desafiados 272 352 218 433 --- 39,50
Nao desafiados 229 294 322 324 --- 40,02
Neutréfilos (n°/mm”)
Desafiados 8226 7172 7436 9120 ) 31,38
Nao desafiados 5674 6182 8186 9157 30,16
Linfocitos ( n°/mm”)
Desafiados 8953 9660° 8192° 9295? 25,85
Nio desafiados 7891° 8301° 9679° 7347° 3 25,71

ER= Equagio de regressdo; = Y= 13929,907 + 1975,748x (R’= 0,6993); ° Y= 6914,17-1383,048x +
1259,679x*(R*= 0,9924) ;> Y= 7755,15 + 2580,77x -1300,52x* (R’= 0,4423), Médias seguidas de letras
diferentes na coluna diferem pelo teste F (P<0,05).

No momento do desmame o animal apresenta um decréscimo na capacidade
de resposta dos linfocitos circulantes, menor concentragdo de anticorpos contra antigenos
inoculados e uma maior possibilidade para a presenga de problemas respiratorios e diarréicos
(BLECHA e KELLEY, 1981; BLECHA; POLLMAN; NICHOLS, 1983). Em processos
inflamatérios, como o estresse agudo por LPS, ¢ necessario o recrutamento rapido de
leucocitos no local onde estd ocorrendo a infeccdo, que os levam a migrar do sangue,
induzindo a alteracdes no nimero e na porcentagem de leucdcitos presentes no sangue
(DHABHAR, 1998). No inicio do processo inflamatorio ocorre aumento no numero de
leucocitos no sangue. Como a resposta ao estresse, continua a ativacdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, resultando na liberagao de glicocorticoides que ajudam na redistribuicdo dos
leucdcitos, culminando na diminui¢do dos leucécitos no sangue (DHABHAR, et al., 1995;
DHABHAR; MCEWEN, 2001).

As concentragdes de leucocitos totais nos animais do presente trabalho
foram maiores do que os relatados por Abreu et al. (2010); Davis et al. (2006); Kleinbeck e
Mcglone (1999) e Tumbleson (1986). No entanto, as propor¢des das diferentes populacdes de
leucdcitos estavam dentro dos valores normais para a espécie suina, segundo Meyer; Coles e
Rich (1995).

A inclusao dos diferentes teores de glutamina na racdo dos animais

desafiados nao foi eficiente para alterar o nimero de leucécitos no sangue. A baixa dosagem
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de LPS a que os animais foram submetidos (0,3ug/animal) ndo estimulou a utilizacdo de
glutamina pelos macrofagos, neutréfilos e linfocitos para sintetizar e secretar citocinas pro-
inflamatorias, podendo justificar a auséncia do efeito da glutamina no numero de leucocitos
dos leitdes durante o periodo experimental. Esta observacdo, que aponta que o baixo nivel de
glutamina dietética ndo determina efeitos nestes parametros ¢ sustentada por Johnson; Von
Borrel (1994). No entanto, o baixo desafio com o LPS apresentou diferenca nos niveis de
leucocitos quando foram comparados os animais desafiados e ndo desafiados para os teores de
glutamina (0; 1,0; e 2,0%), demonstrando que o LPS estimula o aumento de leucécitos no
sangue periferico ¢ que este aumento ¢ dependente da quantidade de glutamina extracelular
presente no momento do desafio, conforme tratam Murphy; Newsholme (1999) e Yassad et
al. (1997). Por outro lado, Tumbleson (1986) cita que as concentragdes de leucocitos totais
variam de acordo com a genética, o ambiente e o estado de saude dos animais dentro de um
rebanho, justificando que o entendimento da a¢do da glutamina nestes parametros guarda
certa complexidade.

Em condi¢des normais de alimentacdo pouca glutamina derivada da proteina
dietética entra na corrente sanguinea. Assim, as células epiteliais do intestino irdo consumir a
maior parte da glutamina dietética que serd utilizada como combustivel respiratorio
(NEWSHOLME, 2001). Neste ensaio foi verificado um efeito linear positivo para a contagem
de leucécitos nos animais ndo desafiados e altos niveis de cortisol séricos. Billings et al.
(1990) tratam que os altos valores séricos de cortisol estimulam a liberacdo da glutamina
sintetase, aumentando a presenga de glutamina na corrente sanguinea, que pode colaborar
com a proliferacao de leucocitos, além de prover a conversao de glutamina em arginase e de
arginase em Oxido nitrico, suprindo as demandas dos macrdéfagos ativados (MURPHY;
NEWSHOLME, 1998) pela presen¢a de um desafio ambiental durante o ensaio.

Também foi verificado efeito linear positivo para a proliferacdo de
leucocitos nos animais nao desafiados que foram suplementados com teores crescentes de
glutamina. Com este resultado pode-se observar que a inclusdo de glutamina na dieta
promoveu melhora no metabolismo e no aumento das concentragdes de leucocitos do sangue
periferico. Estas observagdes sdo compartilhadas por Newsholme et al. (2003); Kew et al.
(1999); Wu; Flynn (1995), Nesta mesma linha Shewchuk, Baracos e Field, (1997); Li et al.
(1997); Adjei et al. (1994); Inoue, Grant e Snyder (1993) e Ardawi (1991), respectivamente,
trabalhando com diferentes espécies de roedores, também apontaram maior proliferacdo de
linfocitos, macrofagos e neutréfilos nos animais tratados com glutamina em comparagao

aqueles que ndo receberam glutamina.
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A contagem de neutréfilos para os animais que foram desafiados ou ndo
com o LPS ndo se mostrou diferente, no entanto foi verificado um efeito quadratico para os
teores de glutamina com ponto de minima de 6534 neutréfilos/mm’® quando os animais foram
suplementados com 0,5% de glutamina, apontando que a glutamina tem um efeito sobre os
niveis de neutrofilos do sangue periférico e modulando a resposta imunitiria conforme
citaram Ogle et al. (1994).

Da mesma forma, a inclusdo de 4% de glutamina na ra¢do, em estudo
conduzido por Yoo; Field e Mc Burney (1997), influenciou positivamente a contagem de
neutréfilos de leitdes desmamados aos 21 dias e desafiados com E. coli 0,5 x 10* UFC/kg de
peso em relagdo aos animais que nao receberam glutamina e nao foram desafiados. Segundo
Furukawa et al. (2000) e Saito; Furakawa e Matsuda. (1999), o aumento da suplementagdo de
glutamina melhora a proliferacdo, a atividade fagocitica e a taxa de produgdo de superdxido
(radical livre necessario para a morte bacteriana), podendo diminuir em 26% o nimero de E.
coli presente apds um desafio.

Para Oechler e Roth (2003), o efeito positivo da glutamina na melhora da
atividade fagocitica dos neutr6filos nos animais desafiados pode ser devido ao seu efeito
sobre a enzima NADPH oxidase que produz superoxido e trabalha de forma sinérgica no
processo de degradagao das bactérias fagocitadas.

Nao houve efeito para os animais que receberam ou ndo LPS na contagem
dos linfocitos, porém foi verificado um efeito quadratico para os teores de glutamina com
ponto de maxima de 9035 linfocitos/ mm’® para o teor 0,99% de glutamina nos animais ndo
desafiados. A glutamina € o principal substrato energético para os linfocitos (WU; FIELD;
MARLISS, 1991) e tem papel importante para a fun¢do das células B e T (NEWSHOLME,
2001). No presente trabalho, baseado nos conceitos de Li et al. (2007), a inclusdo de
glutamina até 0,99%, possivelmente proporcionou a energia suficiente para ajudar na
proliferagcao de linfocitos em resposta a producdo de citocinas pro-inflamatérias em
decorréncia do desafio com o LPS. A partir desse ponto o nimero de linfocitos diminuiu,
provavelmente, pelo aumento da liberacdo do hormonio corticotréfico, como destaca Macari e
Luqueti (2002). Este resultado estd de acordo com relatos de que a suplementacdo de
glutamina suporta a fun¢dao imune durante estados criticos (INOUE; GRANT; SNYDER,
1993), mas ndo tem efeito em estados saudaveis (SHEWCHUCK; BARACOS; FIELD,
1997).
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Os leitdes que foram suplementados com 1 e 2% de glutamina e que foram
desafiados com LPS apresentaram um maior numero de linfécitos que os animais que nao
foram desafiados. No entanto para o teor 1,5% esta diferenca se inverteu.

Valores superiores encontrados para linfocitos no sangue de leitdes tratados
com LPS (P<0,05) possivelmente sejam devido a glutamina dietética que estimula a
proliferacdo celular dos tecidos linfoéides associados ao intestino delgado (ALVERDY, 1990),
aumentando as concentragdes extracelulares de glutamina e melhorando o balango
nitrogenado, estimulando a proliferacdo e a resposta dos linfocitos aos mitogénicos (KEW et
al., 1999; MORLION et al., 1998) por meio da producdo de anticorpos, principalmente das
imunoglobulinas G (HUAYNATE, 2008).

Os resultados obtidos neste trabalho divergem dos encontrados por Jiang et
al. (2009), que ndo verificaram em leitdes diferenca na proliferacao de linfocitos por parte do
desafio com LPS (200pg/kg peso) e da suplementacdo com 0,15% de glicil-glutamina,
comparados com aqueles que ndo foram desafiados e que ndo receberam glutamina,
evidenciando que a glicil-glutamina pode ser capaz de limitar a resposta pro-inflamatoria.

Da mesma maneira, Liu et al. (2003) ndo verificaram diferengas na
proliferacdo de linfécitos em leitdes desmamados aos 28 dias e desafiados com LPS
(200pg/kg peso) no 14° e 21° dias pos desmame e suplementados com 7% de 6leo de milho e
7% de 6leo de peixe.

De acordo com Williams et al. (2009); Tumbleson (1986) e Dvorak (1968),
existe uma correlagdo positiva entre o desafio com LPS e a produgdo de leucécitos, contudo
neste trabalho ndo foi verificado efeito para os valores de eosindfilos e monocitos, onde a

contagem permaneceu inalterada durante o periodo experimental.

9.4 CONCLUSOES

A suplementagdo de glutamina em até 2% na dieta melhora a conversao
alimentar dos animais submetidos ao desafio com LPS de E. coli.

Respostas positivas relacionadas a imunidade sérica em leitdes apds o
desmame e desafiados com LPS provém da suplementacdo de glutamina, suportando e

ratificando sua indicagdo para esta categoria nesta fase critica de vida do leitdo.
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