Glutamina e turnover do carbono no tecido adiposo de leitoes
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Resumo — O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da glutamina no turnover do carbono do tecido adiposo
de leitdes. Quarenta leitdes foram desmamados aos 21 dias e distribuidos, aleatoriamente, em dois tratamentos:
T1, dieta de plantas C;, sem suplementacdo de glutamina; e T2, dieta de plantas C,, suplementada com 1% de
glutamina. Nos dias 0, 1, 3, 5, 8, 11, 15, 20, 29 e 46 pds-desmame, dois leitdes por tratamento foram abatidos;
amostras de tecido adiposo foram coletadas e analisadas quanto & composi¢do isotépica em 8%0"C, e foi
mensurada a substitui¢ao do carbono em funcao do tempo. Na primeira semana pds-desmame, ndo houve alteracao
dos valores isotdpicos, pois 0s animais nessa fase usam suas reservas corporais de gordura. Apés esse periodo,
o tecido adiposo comecou a incorporar o sinal isotopico da rac¢do, o que indica inicio da deposi¢@o de gordura
corporal. Nos animais que se alimentaram com suplemento de glutamina, a incorporac¢do do carbono da racio no
tecido adiposo foi mais rdpida. As reservas de gordura corporal, adquiridas durante o aleitamento, exercem
importante papel na manutencdo dos animais por aproximadamente uma semana pdés-desmame, e a glutamina
auxilia na retomada de deposi¢@o de gordura corporal apds esse periodo.

Termos para indexagao: carbono-13, desmame, glutamina, reserva corporal, suino.

Glutamine and carbon turnover in adipose tissue of piglets

Abstract — The objective of this work was to verify the glutamine influence on carbon turnover of adipose tissue
of piglets. Forty piglets were weaned on the 21* day, and were distributed, at random, into two treatments:
T1, diet of C; plants, without glutamine supplementation; and T2, diet of C; plants, supplemented with 1%
glutamine. On days 0, 1, 3, 5, 8, 11, 15, 20, 29 and 46 postweaning, two piglets by treatment were slaughtered;
samples of the adipose tissue were collected and analyzed as for their carbon isotopic composition (6%0'*C), and
carbon substitution was measured, in function of time. In the first week postweaning, there was no alteration of
the isotopic values, because the animals in this phase used their fat corporal reserve. After this period, the
adipose tissue began to incorporate the isotopic signal of the ration, which indicates the onset of body fat
deposition. In animals supplemented with glutamine, carbon incorporation in the fatty tissue was faster. Fat
reserve acquired during the suckling period have an important role in the maintenance of the animals, during
approximately one week postweaning; and glutamine helps in body fat deposition retaking after this period.

Index terms: carbon-13, weaning, glutamine, corporal reserve, swine.

Introducao atender suas necessidades energéticas de manutengio, e
aos dez dias pds-desmame, ainda ndo recuperaram a
ingestdo de energia de antes do desmame e, entdo, usam

suas reservas de gordura corporal nesse periodo. Isto impede

Na producdo intensiva de suinos, o desmame dos
leitdes com 21 dias de idade ou menos é atualmente uma

pratica comum, por permitir maior produtividade das
matrizes. O desmame nessa idade requer que seja
atendida uma série de necessidades relativas a nutricao,
emrazdo da imaturidade de sistema digestério do animal.

Nos trés a cinco primeiros dias pds-desmame, 0s
leitdes ndo conseguem ingerir alimento suficiente para

que o leitdo alcance seu maximo potencial de crescimento,
no inicio desse periodo. Leitdes que mantém ou perdem
peso, durante a primeira semana pds-desmame,
permanecem cerca de dez dias a mais na engorda, para
atingir o peso de abate, com significativas implicacdes
econdmicas na produgdo de suinos (Mavromichalis, 2001).
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Significativa quantidade de glutamina € utilizada
diariamente por vdrios tecidos corporais (intestino,
pancreas, baco, rim, cérebro etc.). Para manter
constante a concentracdo de glutamina circulante, é
necessdario que a mesma quantidade seja sintetizada por
outros 6rgaos (Tizianello et al., 1978).

O tecido adiposo geralmente nio tem sido considerado
importante no metabolismo de aminodcidos. Porém,
estudos mostraram que o carbono-14 de leucina ou
alanina pode ser incorporado em triacilglicerol, em tecido
adiposo isolado (Feller, 1965), e que aminodcidos de
cadeia ramificada sdo metabolizados por tecido adiposo
isolado, com sintese de glutamina e alanina (Tischler &
Goldberg, 1980), o que indica que o tecido adiposo
metaboliza aminodcidos de maneira similar ao mudsculo
esquelético, com a capacidade adicional de converter parte
do carbono em triacilglicerol (Newsholme & Leech, 1983).

Se as condi¢des para lipogénese e formacao de
triacilglicerol sdo favordveis, a maior parte da glutamina
removida pelo tecido adiposo é convertida em glutamato
que, posteriormente, ¢ metabolizado para acetil-CoA,
para prover precursor para a lipogénese (Kowalchuk
et al., 1988).

Varios aminodcidos sdo capazes de estimular a
lipogénese em hepatdcitos de ratos. Quando hepatdcitos
foram incubados em presenca de glicose, a glutamina
foi o aminodcido de maior eficiéncia no estimulo da
lipogénese (Baquet et al., 1991). Entretanto, em cées
mantidos em jejum por quatro dias, a infusdo de
glutamina atuou como potente inibidor da lipdlise
(Cersosimo et al., 1986).

A aplicacdo dos is6topos estdveis como tracadores
naturais, em pesquisas na drea de nutricdo animal, vem
aumentando nas tltimas décadas. Esta técnica € indicada
em situagdes em que fontes dietéticas, isotopicamente
distintas, estdo disponiveis para os animais, uma vez que
a composicao isotdpica dos tecidos e fluidos corporais
depende principalmente de sua alimentacdo. Assim,
dietas com assinaturas isotdpicas distintas podem ser
usadas para medir taxas de turnover, em todos os tecidos
corporais do animal.

A diferenga natural, de 14%o mais rica em 13C, em
plantas do ciclo fotossintético C,4, em relacao as plantas
do ciclo Cs, possibilita utilizar essas plantas e seus
subprodutos como tragadores naturais em animais, sem
anecessidade de sintese de compostos enriquecidos em
carbono-13 ou a utilizacdo de is6topos radioativos
(Metges et al., 1990).
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O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
glutamina sobre o turnover do carbono em tecido adiposo
de leitdes, apds o desmame, utilizando-se a técnica dos
is6topos estdveis e a variacdo natural de carbono-13
existente entre plantas de diferentes ciclos
fotossintéticos.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Setor de Suinocultura,
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ),
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP.

Matrizes da raca Large White (n = 9) foram
cobertas e passaram a receber racdo composta,
predominantemente, por graos de plantas do ciclo
fotossintético Cy4, durante toda a gestacdo e lactacao.
Este procedimento foi adotado para que, ao nascer, 0s
leitdes possuissem em seus tecidos corporais o sinal
isotopico semelhante ao dessas dietas. Foram coletadas
amostras de leite de cinco porcas, ao longo do periodo
de lactagdo, para o monitoramento do sinal isot6pico de
carbono-13.

Os leitdes (n = 40) foram desmamados aos 21 dias
de idade e alojados em galpdes de creche, distribuidos
em gaiolas metdlicas suspensas (1x1,75 m) com piso
ripado de pléstico, equipadas com comedouro metélico
automadtico, bebedouro tipo chupeta e campanula de
aquecimento.

A partir do desmame, os animais passaram a
receber racdo composta predominantemente por
graos de plantas do ciclo fotossintético C3, com o sinal
isotépico de carbono-13 distinto das racdes fornecidas
as matrizes. O programa de alimentacao foi dividido
em duas fases: a primeira de 0 a 14 dias pods-
desmame (pré-inicial), e a segunda dos 15 aos 46 dias
p6s-desmame (inicial). O alimento foi fornecido a
vontade.

Todas as ragdes foram formuladas para atender as
exigéncias nutricionais propostas pelo National Research
Council (1998), e suas composi¢des nutricionais e
isotOpicas podem ser observadas na Tabela 1. Os valores
isotopicos (%o) dos ingredientes usados na ragdo foram:
milho (-12,45), farelo de soja (-26,56), farelo de trigo
(-27,66), farinha de trigo (-26,43).

Os leitdes foram distribuidos ao acaso, em dois
tratamentos (20 animais por tratamento): T;, dieta
predominantemente Cj3, sem suplementacdo de
glutamina (controle); T,, dieta controle, suplementada
com 1% de glutamina (glutamina).
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Aos 0, 1, 3,5, 8, 11, 15, 20, 29 e 46 dias apds o
desmame, foram tomados, ao acaso, dois leitdes por
tratamento que, apds insensibilizacao, foram abatidos por
sangria, por meio de incisdo da veia jugular. O dia zero
tem por objetivo expressar a composicao isotdpica do
alimento consumido antes da troca; neste caso, a racao
fornecida as matrizes e o leite consumido pelos leitdes.

Apds o abate, os animais foram eviscerados e,
posteriormente, foram coletadas as amostras de tecido
adiposo subcutaneo da regiao mandibular as quais foram
acondicionadas, identificadas e imediatamente
congeladas (-18°C), até preparacdo para as andlises
isotopicas.

Para a realizac@o das andlises isotdpicas, as amostras
foram acondicionadas em cdpsulas de estanho.
Em virtude de a gordura ser muito rica em carbono, a
quantidade de tecido utilizado para anélise deve ser
extremamente pequena e, para facilitar o preparo das
cépsulas, as amostras foram mantidas em estufa de
ventilacdo forcada a 60°C por 48 horas, para que
atingissem estado liquido. Porém, apenas uma pequena
fracdo de cada uma das amostras atingiu o estado liquido,
da qual foi retirado o conteido minimo a ser analisado.

As amostras foram analisadas em espectrometro de
massa de razdes isotdpicas, do Centro de Isétopos
Estaveis Ambientais, do Instituto de Biociéncias da Unesp,

Campus de Botucatu. Os resultados foram expressos em
8%0'3C, em rela¢do ao padrio internacional (PDB), com
erro de andlise de 0,2%o , calculado pela equacao:
8%013(:(amostra, padrio) = [(Ramostra/Rpadréo) - 1] X 103,

em que: 8%¢'3C € o enriquecimento da razio '3C/'2C da
amostra, em relacdo ao padriao; R € a razdo isotépica
(13C/12C) da amostra e do padrio.

Os dados isot6picos obtidos foram compilados em curva
isotdpica padrdo, com auxilio do programa Origin 6.0
Professional (Microcal Software Original 6.0 Professional,
1999), e os resultados foram analisados pelo modelo sigmoidal
de regressao de Boltzmann.

O Modelo de Boltzmann tem por equacdo geral a
expressao:

y = [Ar- A1+ e %] + Ay,

em que: X € o ponto de inflexao da sigméide; dx € a constante
de tempo; A; é o valor inicial do eixo Y — vy
(-o0); Ay € o valor final do eixo Y — y (4o0)

O valor de Y, em ), € a metade da distancia entre os dois
valores limites Aj e Ay: y(Xo) = (A + Ap)/2. O valor de Y
muda drasticamente, conforme variacdes de X. A magnitude
destas variacdes € aproximadamente dx.

Atribuindo-se a terminologia isotdpica a equagao geral de
Boltzmann, tem-se:
3BC(t) = 3BC() + [83C() - SBCH/(1 + et - %0/dx)],

Tabela 1. Composicao porcentual, isotOpica e nutricional das racdes experimentais fornecidas nas diferentes fases.

Composicdo porcentual Fases
Gestacdo Lactagdo Pré-inicial Inicial
Milho 64,0 54,0 - -
Farelo de soja 12,0 21,0 18,6 23,5
Farelo de trigo 20,0 9,0 - -
Farinha de trigo(l> - - 41,4 60,5
Concentrado/nucleo 4,0 16,0 40,0 16,0
Total 100,0 100,0 100,0 100,0
Composicao isotopica
8%o0"C estimado -17,12 -18,81 -25,01 -26,05
8%o"’C analisado -17,12 -19,26 24,87 25,37
Suplemento vitaminico/mineral (%o) -10,89 -25,14 -22,83 -23,85
Composigdo nutricional calculada®
EM (kcal kg™) 2.981 3.200 3.404 3.293
PB (%) 14,6 19,0 20,3 21,7
Lisina (%) 0,64 0,95 1,40 1,17
Metionina (%) 0,23 0,30 0,37 0,35
Treonina (%) 0,53 0,71 0,78 0,74
Triptofano (%) 0,16 0,22 0,24 0,26
Calcio (%) 1,21 1,11 0,89 0,90
P disponivel (%) 0,40 0,42 0,46 0,44
Lactose (%) - - 8,00 5,00

(DNo tratamento com glutamina, nas ra¢des pré-inicial e inicial, a glutamina substituiu (1%) a farinha de trigo, sem alteracdes significativas nos
valores nutricionais e isotépicos. PValores calculados com base na composi¢io das matérias-primas (Rostagno et al., 2000) e composi¢do de
nicleos e concentrados, fornecidos pela empresa Maxi Nutrigdo Animal.
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em que: 8'3C(i) é o enriquecimento relativo inicial no
tecido, expressado em 8%o; 8!3C(f) é o enriquecimento
relativo final no tecido, expressado em 8%o; 8'3C(t) é o
enriquecimento relativo no tecido em qualquer tempo
(), expressado em &%o; X € o ponto de inflexdo da
sigmdide, representa a meia-vida do carbono, expressada
em unidade de tempo; dx € a constante de tempo,
expressada em unidade de tempo; t € o tempo
experimental, expressado em unidade de tempo (dias
ap6s o desmame).

A equagdo gerada permite a determinacio do valor
de 8%'3C, em tecido adiposo de leitdes, em qualquer
tempo (t) desejado. Inseriu-se esta equagao na expressao
da diluicdo isotdpica a seguir:
da(A) + 6b(B) = 0P, comA+B = 1,
em que: da é o valor do 8%¢'3C da fonte de carbono
pré-desmame (leite Cy4), expressado em (%o); db € o
valor do 8%0'3C da fonte de carbono pés-desmame
(ragdo C3), expressado em (%o); OP € o valor do 8%0!3C
do produto analisado (tecido adiposo), expressado em
(%0); A é a propor¢io da fonte de carbono pré-desmame
(leite C4) no produto; B é a proporcdo da fonte de
carbono pés-desmame (racao Cs) no produto.

Assim: 8'3Ci (A) + 8'3Cf (B) = 6'3Cf + [8!3Ci -
dBCH/(1 + e*0/d)], Como A + B = 1, tem-se que
A = 1-B,entdo: B = 1-[1/(1 + e{t-*/dx)]
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Atribuindo-se porcentual & equagdo gerada, pode-se
determinar a contribuicao porcentual de racdo (Cs) e,
conseqiientemente, do leite (C4) na composi¢do do tecido
adiposo dos leitdes, em qualquer tempo.

Resultados e Discussao

Na Figura 1, observa-se a curva-padrdo de
distribui¢do dos valores de 8%¢'*C do tecido adiposo dos
leitdes, ao longo do tempo, e a andlise dos resultados
pelo modelo de Boltzmann, em que se evidencia o
turnover do carbono no tecido adiposo dos leitdes,
durante 46 dias apds o desmame.

Verificou-se que os desvios-padrao foram
relativamente altos, em grande parte das amostras
analisadas. Gonzales-Martin et al. (1999) observaram
que os valores de 8%o'3C alteram-se de acordo com a
profundidade da gordura subcutdnea, e que isso &
conseqiiéncia de diferencas no grau de insaturacdo das
gorduras conforme sua profundidade no tecido. Tal fato
poderia explicar, em parte, as grandes diferencas obtidas
nos valores isotépicos entre animais do mesmo
tratamento e do mesmo dia de abate, pois ao passar
pela estufa, as diferentes fracdes (de diferentes
profundidades) podem ter sido derretidas entre amostras
de diferentes animais. Outra possivel explicacdo é a
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Figura 1. Composi¢io isotépica do carbono (8%0'>C — média+desvio-padrio) do tecido adiposo de leitdes, apds o desmame,
suplementados ou nao com glutamina na ragao, e andlise dos resultados pelo modelo de Boltzmann.
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variacdo entre individuos na capacidade de deposicao
de gordura, pois alguns assimilam mais rdpido o sinal
isotépico da nova dieta em seu tecido adiposo do que
outros.

As Figuras 2 e 3 apresentam a contribui¢do porcentual
do carbono do leite (fonte pré-desmame) e da racdo
(fonte pds-desmame), na composi¢do do tecido adiposo
dos leitdes, ao longo dos 46 dias apds o desmame, para
os tratamentos controle e glutamina, respectivamente.

O modelo sigmoidal de regressao de Boltzmann foi o
que melhor explicou o comportamento dos resultados
isotdpicos. Atribuindo-se terminologia isotdpica a equacao
geral do modelo, estimou-se a contribuicao porcentual
das fontes de alimentacao dos leitdes (pré e pds-
desmame) na composicao da gordura corporal.

No nascimento, o conteido de gordura corporal dos
leitdes € de aproximadamente 2% do peso corporal total,
portanto, as reservas de energia se esgotam em poucas
horas ap6ds o nascimento. Os altos teores de energia do
colostro e do leite proporcionam o acimulo de reservas
de gordura, ao longo do periodo de aleitamento, que
chegam de 12 a 15% do peso corporal ao desmame
praticado entre a terceira e quarta semanas de idade
(Bertol, 2000). No presente experimento, este fato
tornou-se evidente, pelos valores isotdpicos de carbono
do tecido adiposo dos leitdes ao desmame, que se
assemelharam ao do leite produzido pelas suas maes,
cujos valores se mantiveram em torno de -18,87+0,24%o,
durante toda lactacao.

Roura (2004) afirma que o consumo de alimentos,
por leitdes desmamados com 3 a 4 semanas de idade,
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Figura 2. Contribuicao porcentual do leite (aleitamento) e da
racdo (periodo pés-desmame), na composi¢ao em carbono da
gordura (tecido adiposo) de leitdes desmamados no
tratamento-controle.

22,3 29 46

encontra-se normalmente abaixo do necessario, para sua
manutencdo por cerca de dois dias ou mais. Em razao
disso, ocorre significativa perda de peso, em
conseqiiéncia da mobilizagdo de gordura corporal,
provocada provavelmente pelo estresse e pelo baixo
consumo de alimento nesse periodo.

Bertol et al. (2000) verificaram que o contetido médio
de extrato etéreo corporal de leitdes reduziu-se de 38,81
para 32,99% do corpo vazio, e que a taxa de deposicao
didria de gordura em leitdes, nos primeiros 14 dias ap6s
o desmame, foi negativa. Apés o periodo critico, areserva
de gordura corporal aumentou gradativamente.
Resultados semelhantes foram obtidos por Close &
Steiner (1984), em diferentes condi¢cdes de ambiente e
alimentacao.

Este fato poderia explicar a pequena alteracdo dos
valores isotdpicos do tecido adiposo, na primeira semana
ap6s o desmame, apesar de os leitdes terem recebido
racdo com sinal isotdpico distinto da fonte de alimentacdo
anterior (leite), pois 0s animais, nesse periodo, usam suas
reservas corporais de gordura para manuteng@o ao invés
de deposita-las. Apds esse periodo mais critico, o tecido
adiposo comegou a incorporar o sinal isotpico da ragao,
o que indica inicio da deposicao de gordura corporal.

Além disso, Stryer (1994) afirma que os hormonios
catabdlicos inibem a sintese de dcidos graxos, por
manterem no estado fosforilado inativo a acetil CoA
carboxilase, enzima regulatéria-chave no metabolismo
dos acidos graxos. Segundo Worsae & Schmidt (1980),
o desmame em suinos estd associado ao aumento nas
concentragdes plasmdticas de cortisol, o principal
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wn
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Figura 3. Contribui¢io porcentual do leite (aleitamento) e da ragdo
(periodo pos-desmame), na composi¢do em carbono da gordura
(tecido adiposo) de leitdes desmamados no tratamento com
glutamina.

20 20,8 29 46
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glicocorticéide circulante em suinos. Portanto, este fato
poderia estar associado ao consumo insuficiente de
energia pelos leitdes apds o desmame, para o estimulo
da lipdlise e inibicao da lipogénese nesse periodo.

Os resultados obtidos corroboram a afirmacdo de
Stryer (1994) de que o metabolismo dos dcidos graxos é
eficazmente controlado, de modo que a sintese e a
degradacdo respondem bem as necessidades
fisiologicas.

Verificou-se, porém, que para os animais alimentados
com suplemento de glutamina, a incorporagao do carbono
proveniente da alimentacdo pds-desmame, no tecido
adiposo, foi mais rdpida, o que evidencia retomada na
deposicao de gordura corporal mais precoce nesse grupo
de animais (Figuras 2 e 3).

Tal fato pode ser confirmado pelos valores de meia-
vida do carbono, obtidos (),,) para ambos os tratamentos,
em que o tratamento com glutamina apresentou menor
tempo, para que o tecido corporal avaliado atingisse a
condicdo de 50% da concentracdo de cada dieta.

Baquetet al. (1991) verificaram que quando hepatdcitos
de ratos foram incubados na presenca de 20 mM de
glicose, a glutamina foi o aminoécido de maior eficiéncia
no estimulo da lipogénese. Efeitos semelhantes da
glutamina sobre a lipogénese foram encontrados por
Lavoinne et al. (1987).

Krause et al. (1996) afirmam que o estimulo da
lipogénese por aminoécidos co-transportados por Na*
resultam da ativacdo da acetil-CoA carboxilase. Segundo
estes autores, a ativacao desta enzima pode ser mediada
pelo estimulo de proteinas quinases, resultante do aumento
no volume das células induzido pelos aminoécidos.

Segundo Hobson & Clark (1992), o tecido adiposo é
considerado um tecido de rdpido metabolismo. Porém, os
valores de meia-vida encontrados no presente
experimento — T = 22,3 e 20,8 dias para os tratamentos-
controle e glutamina, respectivamente — refletem uma
lenta incorporacao do carbono, proveniente da dieta,
no tecido adiposo animal. Isto pode ser explicado pelo
fato de que na fase inicial do experimento, os animais
encontravam-se sob balanco energético negativo e
usavam suas reservas de gordura corporal, portanto a
incorporagido do carbono, proveniente da nova
alimentacdo, em seu tecido adiposo, iniciou-se apenas
apds esse periodo.

As diferengas obtidas entre os tratamentos referem-
se a suplementacdo de 1% de glutamina na racao.
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E provavel que niveis de suplementacdo mais elevados
deste aminodcido possam interferir de forma mais
significativa no metabolismo do tecido adiposo.

Conclusoes

1. A incorporagdo do carbono, proveniente da racdo,
no tecido adiposo dos leitdes logo apds o desmame, é
minima.

2. Apés o periodo de desmame, o tecido comeca a
incorporar o sinal isotépico da nova alimentacao, o que
indica a retomada na deposic¢do de gordura corporal.

3. A suplementagdo de 1% de glutamina, na racdo
de leitdes desmamados, acelera a incorporacido do
carbono, proveniente da alimentacio pés-desmame, no
tecido adiposo.
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