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RESUMO

Os avangos genéticos na suinocultura trouxeram ao mercado matrizes suinas altamente
produtivas com grande nimero de leitGes nascidos por leitegada, no entanto, alguns
pontos inerentes a esses avancos tém sido preocupantes, devido ao seu impacto
econdmico na producdo suinicola, pois estdo diretamente relacionadas com o peso ao
nascer, como a desuniformidade das leitegadas com alta variabilidade de peso. Como
estratégia para solucionar esses pontos objetivou-se nesse estudo avaliar se a
suplementacdo com Arginina (L-Arg) e Valina (L-Val) na dieta de fémeas suinas no
terco final da gestacdo e durante a lactacdo possui efeitos sobre o desenvolvimento da
glandula mamaria e desempenho das matrizes suinas e suas respectivas leitegadas.
Foram conduzidos dois experimentos. No 1° experimento foram analisadas as
expressdes génicas de transportadores de aminoécidos (AA) SLC7a7 e SLCT7AO9;
transportadores de acidos graxos SLC27al, SLC27a2 e SLC27a4 e proteinas do leite -
caseina (CSN2) e LALBA (o-lactaloumina). As matrizes foram alimentadas com 1)
dieta sem suplementacdo de AA (CON); 2)CON+L-Arg; 3)CON+ L-Val; 4)CON+L-
Arg+ L-Val. A densidade, area e didmetro alveolar ndo foram influenciados pela
suplementacdo com L-Arg e L-Val, no entanto, a combinacdo de L-Arg+ L-Val
aumentou a proliferacdo celular na glandula mamaria de porcas durante a lactagcdo. A
suplementacdo com os AA nao influenciou na expressdo dos genes BCATm, SLC27a2,
CSN2 e LALBA. A expressdao génica da BCATc foi maior no tratamento com L-Arg
quando comparado as matrizes do tratamento com L-Val e L-Arg+L-Val. O gene
SLC7a7 foi menos expresso no tratamento com L-Val quando comparado ao tratamento
CON e L-Arg. O gene SLC7a9, teve foi menos expresso no tratamento com L-Ag+L-
Val do que nos tratamentos CON e com L-Arg. A expressdo do gene SLC27al foi
semelhante entre os tratamentos, exceto no tratamento com L-Val. A expressédo do gene
SLC27a4 foi semelhante ao controle nos tratamentos com L-Arg e L-Val, e menor no
tratamento LArg+L-Val. No 2° experimento foram adotados 0s mesmos tratamentos, no
entanto o periodo de suplementacdo foi distinto, sendo as matrizes suplementadas a
partir dos 85 dias de gestacdo e durante toda a lactacdo (21 dias). Foram avaliados os
parametros de desempenho da leitegada, condicdo corporal das matrizes, consumo
médio de racdo e parametros sanguineos. A suplementacdo com L-Arg e L-Val ndo teve
efeito sobre os parametros reprodutivos, produtivos e sanguineos das fémeas suinas no
terco final de gestacdo e lactacéo, exceto para o numero total de leitGes nascidos, cujos
tratamentos CON e L-Val diferiram, mas estes foram semelhantes entre os demais
tratamentos. Conclui-se que a suplementacdo com 1% L-Arg, e 120% de L-Val:Lis em
racdes contendo milho, farelo de soja a partir do 85° dia de gestacdo e durante a lactacéo
ndo promoveu melhora na condicdo corporal das fémeas suinas hiperprolificas e no
desempenho das respectivas leitegadas, assim como sobre a expressdo de genes
relacionados a sintese de proteinas e gorduras no leite, no entanto aumentou a
proliferacdo celular na glandula mamaria de matrizes suinas durante a lactacéo.

Palavras-chave:  aminoacidos  funcionais,  expressdo  génica, histologia,
imunohistoquimica, leitdes, nutricdo materno-fetal



ABSTRACT

Genetic advances in swine farming have brought to the market highly productive sows
with large numbers of piglets born to litter, however, some points inherent to these
advances have been worrisome due to their economic impact on pig production, since
they are directly related to weight at birth, as the disuniformity of litters with high
weight variability. As a strategy to solve these points, the objective of this study was to
evaluate whether supplementation with Arginine (L-Arg) and Valine (L-Val) in the diet
of sows in the final third of gestation and during lactation has effects on the
development of the gland mammary and performance of swine matrices and their
respective litters. Two experiments were conducted. In the first experiment the gene
expression of amino acid transporters (AA) SLC7a7 and SLC7A9; SLC27al, SLC27a2
and SLC27a4 fatty acids, and B-casein (CSN2) and LALBA (a-lactaloumin) milk
proteins. The matrices were fed with 1) diet without supplementation of AA (CON); 2)
CON + L-Arg; 3) CON + L-Val; 4) CON + L-Arg + L-Val. The density, area and
alveolar diameter were not influenced by supplementation with L-Arg and L-Val,
however, the combination of L-Arg + L-Val increased the cell proliferation in the
mammary gland of sows during lactation. Supplementation with AA did not influence
expression of BCATm, SLC27a2, CSN2 and LALBA genes. Gene expression
of BCATc was higher in L-Arg treatment when compared to L-Val and L-Arg + L-Val
treatment matrices. The SLC7a7 gene was less expressed in the treatment with L-Val
when compared to the treatment CON and L-Arg. The SLC7a9 gene was less expressed
in the L-Ag + L-Val treatment than in the CON and L-Arg treatments. Expression of the
SLC27al gene was similar between treatments, except for treatment with L-Val.
SLC27a4 gene expression was similar to control in L-Arg and L-Val treatments, and
lower in LArg + L-Val treatment. In the second experiment, the same treatments were
adopted, however the supplementation period was different, and the matrices were
supplemented from the 85 days of gestation and throughout the lactation (21 days). The
performance parameters of the litter, body condition of the sows, average feed intake
and blood parameters were evaluated. Supplementation with L-Arg and L-Val had no
effect on the reproductive, productive and blood parameters of the sows in the final
third of gestation and lactation, except for the total number of piglets born, whose
treatments CON and L-Val differed, but these were similar among the other treatments.
It was concluded that supplementation with 1% L-Arg and 120% of L-Val: Lys in
rations containing corn, soybean meal from the 85th day of gestation and during
lactation did not promote improvement in the body condition of the sows as well as on
the expression of genes related to the synthesis of proteins and fats in the milk, but
increased to the cellular proliferation in the mammary gland of sows during lactation.

Keywords: functional amino acids, gene expression, histology, immunohistochemistry,
piglets, maternal-fetal nutrition
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PRIMEIRA PARTE

I.  INTRODUCAO

Os avancos na selecdo genética na suinocultura tém resultado em fémeas com
alto potencial reprodutivo, sendo cada vez mais frequente o nimero de matrizes que
apresentam taxa de ovulacédo elevada e grande nimero de leitdes nascidos por leitegada,
sendo conhecidas como fémeas hiperprolificas. A hiperprolificidade trouxe consigo a
necessidade de adequacdo dos programas nutricionais ao potencial genético e nivel de
producdo dessas matrizes disponiveis no mercado.

Atualmente, as matrizes suinas apresentam-se mais precoces, mais produtivas,
com maior peso corporal e maior exigéncia nutricional. No entanto, esses avangos
genéticos ndo ocorreram na mesma intensidade sobre os aspectos fisiologicos, como
capacidade uterina, eficiéncia placentaria e nutricdo materno-fetal.

Dessa forma a vantagem de se produzir leitegadas numerosas esta associada a
producdo de leitbes com baixo peso ao nascer e alta variabilidade dentro das leitegadas,
visto que esses leitdes competem com menos sucesso pelo alimento, especialmente
durante a lactacdo, com isso apresentam menores taxas de crescimento e,
consequentemente, menor peso ao desmame.

Um ajuste nutricional na nutricio da matriz gestante pode minimizar esses
problemas quando se leva em consideracdo o fornecimento de nutrientes em
quantidades adequadas para a formacéo e desenvolvimento dos embrides/fetos, placenta
e anexos placentarios.

O sucesso de um sistema de producdo de suinos esta relacionado ao bom
desempenho de suas matrizes e a adequacdo de programas nutricionais nas diversas
fases da vida da matriz, com isso varios estudos enfatizam a utilizacdo de aminoéacidos
funcionais no periodo gestacional e lactacional, fases de alta demanda de nutrientes para
o desenvolvimento fetal e producédo de leite, no intuito de melhorar a qualidade e obter
um namero maior de leitdes viaveis.

Na lactacdo a alta demanda nutricional para a producdo de leite aliada ao
limitado consumo alimentar determina a utilizacdo de uma dieta que atenda as

exigéncias nutricionais a fim de evitar perdas corporais e diversos problemas
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reprodutivos, além de garantir producdo suficiente de leite para a sobrevivéncia e
crescimento da leitegada (JONES; STAHLY, 1999).

Dessa forma a suplementacdo com aminoécidos funcionais veem sendo utilizada
como alternativa para melhorar a condigdo corporal das matrizes suinas, o desempenho
da leitegada e a producéo tanto de leite quanto de colostro. A suplementa¢do com L-
Arginina durante a gestacdo ja se mostrou benéfica para o desempenho dos leites ao
nascimento, além de participar da regulagcdo da angiogénese, vascularizacdo, funcGes da
artéria umbilical e placenta, favorecendo a captacdo de mais nutrientes e oxigénio da
porca para os fetos e, consequentemente, melhorar o seu desenvolvimento. Na lactacéo,
ja foi visto que a suplementacdo com L-Arginina aumenta a producdo, o percentual de
proteina e gordura do leite, e consequente o desempenho da leitegada ao desmame.

A suplementagdo com L-Valina é outro importante amino&cido na nutricdo de
fémeas suinas. A valina é considerada como o terceiro aminoacido limitante para as
porcas lactantes apos lisina e treonina, devido & mobilizag&o do tecido corporal. Varios
estudos ja foram conduzidos com L-Valina para fémeas suinas na lactacdo onde foram
observados que esse aminoacido apresenta a maior taxa de oxidacdo do qualquer
aminodacido na glandula mamaria para fornecer energia para a sintese de lactose e acidos
graxos no leite. Além disso, a suplementacdo com L-Valina melhorou o desempenho da
leitegada e minimizou a mobilizacdo corporal nas fémeas suinas na lactacdo. Diante
disso, objetivou-se desse trabalho foi aliar os beneficios desses aminoacidos e avaliar o
efeito da suplementacdo da racdo de gestacdo e lactacdo com L-Valina e L-Arginina
sobre o desenvolvimento do complexo mamario e desempenho da leitegada até o

desmame.

Il. REFERENCIAL TEORICO

1) Manejo nutricional de matrizes suinas na gestacao

Nos suinos a duracdo da gestacdo em suinos dura em média 114 dias, variando
em quatro dias, para mais ou menos, de acordo com a genética, linhagem, ambiente e
manejo adotado (PANZARDI et al., 2007).

Abreu et al. (2005), afirmam que um programa nutricional para porcas gestantes
deve levar em consideracdo 0s seguintes aspectos: a) as diferentes fases e fendmenos

metabdlicos que acontecem na gestagdo; b) as diferencas de padréo de crescimento entre
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as porcas, segundo a ordem de parto; ¢) o estado metabdlico da matriz apds a lactagdo
anterior. Todos esses aspectos podem interferir nas exigéncias nutricionais desses
animais e devem ser consideradas para o desenvolvimento de um programa nutricional.

A nutricdo da fémea suina gestante pode ser dividida em fases distintas em
relacdo a eventos e exigéncias nutricionais. 1sso porque durante a gestagéo, a exigéncia
nutricional € determinada pela demanda para a mantenca e ganho da matriz e
desenvolvimento fetal (ABREU et al., 2013; KIM; WU; BAKER, 2005; SILVA, 2010).
As linhagens maternas contemporaneas possuem maiores taxas de crescimento fetal, o
que leva a um aumento na demanda por nutrientes para suportar as necessidades
metabdlicas tanto da matriz quanto de seus fetos (WU et al. 2004 ; KIM et al. 2005;
LIU et al. 2012). Além disso, essas matrizes tem um maior potencial para crescimento
de tecido magro, que esta associado com alteracdes no metabolismo em geral, sendo
necessario reavaliar as exigéncias nutricionais e as técnicas de manejo nutricional, para
otimizar o aproveitamento de nutrientes por essas fémeas (FOXCROFT, 2005).

Dessa forma € proposta a divisdo da gestacdo em trés fases: inicial, da cobertura
até os 21 dias; intermediaria, dos 22 dias aos 75 dias; e fase final, dos 76 dias até o

parto.

1.1. Fase inicial ou primeiro terco da gestacdo
Na fase inicial da gestacdo os principais eventos gestacionais sd@o a ligacédo
embrio-maternal e inicio da formacéo da placenta, até os 21 dias (FOXCROFT; TOWN,
2004). As necessidades nutricionais sdo ligeiramente superiores as necessidades de
mantenca. O manejo nutricional no inicio da gestacdo tem como principal finalidade
intensificar a sobrevivéncia de embrides de qualidade e propiciar a formacdo adequada
da placenta e anexos fetais (JINDAL et al., 1996).

1.2. Fase intermediaria ou segundo terco da gestacdo
Nesse periodo 0 acompanhamento permanente da condicao corporal dos animais
é de extrema importancia. O principal objetivo de um programa nutricional é garantir o
desenvolvimento corporal das fémeas em crescimento e a recuperacdo das condicoes
corporais das matrizes, devido a mobilizacdo na lactacdo anterior. Foxcroft e Town
(2004) afirmam que a formacdo de fibras musculares primarias e secundarias ocorre no
periodo intermediario da gestacdo. No entanto, estudos realizados por McPherson et al.

(2004) e Ji et al. (2005) sugerem trabalhar de forma diferenciada os niveis nutricionais a
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partir dos 70 dias de gestagcdo, em funcdo da intima ligagdo com o desenvolvimento de
fibras musculares dos fetos e formacdo do complexo mamario, visando o melhor

desempenho da leitegada ao nascer e vida reprodutiva futura da fémea.

1.3. Fase final ou terco final de gestagéo

A terceira fase da gestacdo é caracterizada pelo maior desenvolvimento da
glandula mamaria (76 a 90 dias) e pelo crescimento mais acentuado do feto (a partir dos
91 dias). Nesta fase a necessidade de ganho proteico e reserva energética torna-se maior
quando comparado aos dois periodos anteriores, resultando em aumento das exigéncias
nutricionais da matriz, pois o crescimento fetal é acelerado no terco final da gestacao
(McPHERSON et al., 2004; JI et al., 2005) e proteina extra é necessaria para este
momento, especialmente se ainda estiver ocorrendo crescimento corporal da fémea

jovem.

De acordo com Shields et al. (1985), as fémeas sdo muito mais sensiveis a
suplementacdo proteica nesta fase comparando-se com outras fases. A demanda de
proteina pode ser suprida através de dietas contendo fontes de ingredientes vegetais ou

animais e complementada com a adicdo de aminoacidos industriais (KIM et al., 2009).

2) Aminoacidos de cadeia ramificada

A valina (Val) é um aminoécido essencial, pertencente ao grupo dos
aminodacidos de cadeia ramificada (branched-chain amino acids; BCAA), assim como a
leucina e a isoleucina. Os BCAA sédo oxidados primariamente no musculo esquelético,
diferentemente dos outros aminoacidos que iniciam a oxidacdo no tecido hepatico
(LEHNINGER, 2006). No musculo os BCAA servem como um importante substrato de
energia em momentos de estresse e exercicio tanto como precursores para a sintese de
outros aminoacidos e proteinas (FERRANDO et al., 1995; ROGERO; TIRAEGUI,
2008).

Apo6s uma alimentacdo contendo proteina, os BCAA passam através da
circulacdo hepética para a circulacdo sistémica onde entdo mais de 60% sdo
metabolizados pela musculatura esquelética (GELFAND et al., 1986). A primeira etapa

no metabolismo dos BCAA nos tecidos periféricos € a desaminacdo pela enzima
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aminotransferase de aminoécidos de cadeia ramificada (BCAT) a qual produz
cetoacidos de cadeia ramificada.

Existem duas isoformas dessa enzima, uma que esta presente na mitocondria
(BCATm) e a outra que esta no citoplasma (BCATc) (BIXEL et al., 1997). A partir da
reacdo catalisada pela BCAT, os BCAA sdo convertidos nos seus respectivos
cetoacidos, ou seja, a leucina ¢ convertida em a-cetoisocaproato (KIC); a isoleucina em
a-ceto-B-metilvalerato (KMV); e a valina em o-cetoisovalerato (KIV).
Concomitantemente, verifica-se que na reagdo catalisada pela BCAT ha a conversao de
a-cetoglutarato — aceptor de nitrogénio oriundo dos BCAA — em glutamato. A partir do
glutamato pode ocorrer a sintese de outros aminoécidos, como alanina e glutamina.
Desse modo, a transaminagcdo dos BCAA fornece mecanismos para transferir o
nitrogénio dos BCAA de acordo com a necessidade do tecido por glutamato e outros
aminoacidos ndo essenciais (ROGERO; TIRAPEGUI, 2008). Além disso, cabe ressaltar
que as isoenzimas BCAT em mamiferos sdo muito especificas para BCAA e glutamato,
sendo a preferéncia de substratos a seguinte: isoleucina, valina e glutamato
(CYNOBER; HARRIS, 2006; HARRIS et al., 2005; HUTSON et al., 2005; HARRIS et
al., 2004).

Os cetoéacidos de cadeia ramificada sdo entdo incorporados nas proteinas, ou
circulam pelo corpo e servem de substrato energético para musculatura esquelética,
cérebro, rins figado e no coracdo (ABMURAD et al., 1982; LENINGER, 2006). Os
BCAA exercem um efeito importante sobre a homeostase da musculatura esquelética
(JURASINSKI et al.,1995). Em 1975, Buse e Reid observaram que a concentracdo de
leucina no musculo desempenha um papel chave na regulacdo do turnover das proteinas
musculares. Altas concentracdes de leucina foram associadas com supressdo da
proteodlise muscular.

A desidrogenase de cetoacidos de cadeia ramificada (BCDH) catalisa o
segundo e irreversivel passo na degradacdo de BCAA (HARRIS et al., 1997). Esse
passo resulta no a-cetodcido passando pela decarboxilacdo oxidativa e eventualmente
ap0s uma série de reacdes, resulta na formacdo de um derivativo da coenzima A. Os
produtos dessa reacdo — derivados de acetil-CoA de cadeia ramificada sofrem oxidacao
por meio de duas diferentes desidrogenases. Apos essa etapa, as vias catabdlicas de cada
um dos BCAA passam a divergir. A leucina é cetogénica, uma vez que forma acetil-
CoA e acetoacetato, enquanto a valina é glicogénica, devido ao fato de ser convertida

em succinil-CoA — intermediario do ciclo de Krebs. Tanto a isoleucina quanto a valina
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sdo metabolizadas para succinato via metilmalonil-CoA. O outro produto do
metabolismo da isoleucina é o acetoacetato e, desse modo, a isoleucina pode ser
considerada como um aminoacido glicogénico e cetogénico (BROSNAN; BROSNAN,
2006; HARPER et al., 1984).

Figura 1 - Catabolismo dos aminoécidos de cadeia ramificada (Adaptado de Brody

(1998).
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2.1. Aminoacidos de cadeia ramificada para fémeas suinas

Fémeas suinas em lactacdo possuem alta exigéncia de aminoacidos de cadeia
ramificada BCAA (WANG et al., 2008), para sustentar a producéo de leite (KIM et al.,
2009). A captacdo destes aminoacidos pela glandula mamaria (76 g/d do dia 13-20 de
lactacdo) é muito maior do que a sua secrecdo na proteina do leite (46 g/d) (TROTTIER
et al., 1997). Portanto, a glandula mamaria suina lactante possivelmente cataboliza 30 g
BCAA/d que representa cerca de 40% do BCAA retirado do plasma arterial.

A possibilidade de que os BCAA sdo degradados pela glandula mamaria

lactante é suportado pelo fato de que a BCAT e a BCDH estarem presentes no tecido
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mamario de ratas, com a BCAT sendo induzida aproximadamente 10 vezes mais
durante a lactacdo (De SANTIAGO et al., 1998). No entanto, pouco se sabe sobre o
efeito dos BCAA na glandula mamaéria durante o processo de lactagéo.

A auséncia da pirrolina-5-carboxilato desidrogenase e da prolina oxidase
(O'QUINN et al., 2002), no tecido mamario suino lactante inviabiliza a conversao de
arginina, ornitina ou prolina em glutamina. Assim, o nitrogénio de BCAA deve ser
utilizado para a sintese de glutamina na glandula mamaéria através das reacfes
sequenciais da BCAT e glutamina sintetase como anteriormente reportado para a
musculatura esquelética (GOLDBERG; CHANG, 1978; WU et al., 1989; ROGERO;
TIRAEGUI, 2008) e placenta (SELF et al., 2004).

O leite da porca contém altas concentragdes de glutamina livre ou ligada a
peptideos mais glutamato (WU et al., 1994; REEDS et al., 2000), os quais séo cruciais
para o crescimento, desenvolvimento e fungdo do intestino delgado dos leitdes (REEDS
et al., 2000; WANG et al., 2008; KIM; WU, 2009).

A glandula mamaria de porcas lactantes introduz 125% mais glutamina no leite
do que retira da circulago arterial (TROTTIER et al., 1997; HAYNES et al., 2009). E
improvavel que a glutamina extra, seja derivada da prolina, pois o tecido mamario suino
nao possui a enzima prolina oxidase, enzima necessaria para esse processo (O’QUINN
et al., 2002). Li et al. 2009, verificaram um aumento da sintese de glutamina quando os
BCAA foram fornecidos ao tecido mamario suino, sugerindo uma sintese de novo a
partir de a-cetoglutarato e do nitrogénio de BCAA.

A glandula mamaria suina lactante possui atividade particularmente elevada de
BCAT, o que explica o fato dos BCAA serem transanimados extensivamente neste
tecido e promover a sintese de glutamina (LI et al, 2009). Assim, as concentracdes de
BCAA livres sdo baixas, mas as concentracGes de glutamato livre e glutamina sdo
elevadas no tecido mamario. Existe um padrdo distinto de distribuicdo de atividade da
BCAT na glandula mamaria, no masculo esquelético, figado e intestino delgado de
porcas em lactacdo em comparagdo com a de ratos ndo lactantes, seres humanos, e
macacos (De SANTIAGO et al., 1998; SURYAWAN et al.,, 1998; TOVAR et al,,
2001).

O tecido mamario também possui atividade relativamente elevada de BCDH que
oxidativamente descarboxila o0s cetodcidos para produzir acetil-CoA, que ¢€
posteriormente oxidada através do ciclo de Krebs (BROSNAN; BROSNAN, 2006;
HARPER; MILLER, 1984). A acetil-CoA derivada de leucina e isoleucina pode ser
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utilizada para a sintese de acidos graxos no tecido mamario, ao passo que a succinil-
CoA produzido a partir do catabolismo da isoleucina e valina pode fornecer esqueletos
de carbono para a formacdo de aminodcidos ndo essenciais, tais como glutamina
(SHIMOMURA et al., 2001). Com isso, verifica-se que durante a lactagéo, a glandula
mamaria € um local fisiologicamente significativo para o catabolismo de BCAA
(MANJARIN et al., 2014)

A atividade da BCAT no intestino delgado de porcas em lactagdo (LI et al.,
2009) é mais baixa do que a de suinos desmamados (CHEN et al., 2007), leitGes
lactantes alimentados por via entérica (BURRIN et al., 2003), e em seres humanos
adultos (SURYAWAN et al., 1998). O que sugere, que a entrada do BCAA dietético e
0s seus atomos de carbono na circulagdo portal podem ser maior nas porcas em lactagédo
em comparacgéo a porcas nao lactantes, ou seja, durante a lactacdo, a glandula mamaria é
um local fisiologicamente significativo para o catabolismo de BCAA

Assim, pode-se supor que, em porcas lactantes, os BCAA circulantes s&o
preferencialmente canalizados para a glandula mamaria em vez do muasculo esquelético
para apoiar a sintese de glutamina e aspartato. 1sso também aumenta a possibilidade de
que a sintese de glutamina pelo musculo de porcas em lactacdo pode estar reduzida
(CLOWES et al., 2005).

A valina possui a maior taxa de oxidacdo em relacdo a qualquer AA na glandula
mamaria (KIM et al., 2001 ), seu papel na sintese do leite ndo € bem compreendido, mas
um estudo fatorial 2x2x2 em porcas (dois niveis de valina:lisina; 0,80 e 1,20%),
isoleucina:lisina (0,68 e 1,08%), e leucina:lisina (1,57 e 1,97%) descobriram que apenas
a suplementacéo de valina tende a aumentar o nitrogénio do leite, mas nao isoleucina ou
leucina (MOSER et al., 2000).

Richert et al. (1997) relatou que era necessaria uma relacdo Val:Lis de pelo
menos 1,15:1 para maximizar a taxa de crescimento da leitegada. Paulicks et al. (2003),
relataram um efeito sobre o crescimento do leitdo, o rendimento de leite e a condicao
corporal das porcas aumentando a relacdo de Val:Lis total de 0,45 para 0,55%, mas
nenhum efeito foi registrado ao aumentar ainda mais a proporcao de 0,64 para 1,44%.

Da mesma forma, Gaines et al. (2006), concluiram que um valor total de Val
acima de 0,86% ndo impedi a mobilizacdo excessiva de tecidos corporais ou aumento
do peso do leitdo, no entanto, compromete-se o crescimento da leitegada com 0,73% de
Val:Lis. Anteriormente, Carter et al. (2000), evidenciaram que ndo ha beneficio de

valina dietética elevada para porcas em lactacdo que amamentam mais de 10 leitdes
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consumindo uma dieta de milho e farelo de soja contendo 0,90% lisina e 0,80% de
valina.

Devi et al. (2015), trabalharam com duas dietas experimentais contendo 0,80 ou
0,85% de Val:Lis, durante a lactacdo de 24 dias, e ao final, ndo encontram influéncia da
suplementacdo de Val sobre perda de peso corporal, consumo médio diario de racéo,
perda de gordura e retorno ao estro nos niveis 0,80 e 0,85% de valina:lisina. Além disso,
ndo houve diferenca sobre o desempenho da leitegada, mas observaram um aumento da
concentracdo de arginina e treonina no leite.

Craig et al. (2016), investigaram as exigéncias nutricionais de valina para as
porcas lactantes hiperprolificas para melhorar o desempenho dos leitdes, trabalharam
com dois niveis de Val:Lis (0,68 e 1,10%), e viram que o aumento dos niveis de Val
ndo melhorou o desempenho das matrizes e nem de suas leitegadas.

Strathe et al. (2016), visto a escassez de estudos que investigavam niveis de
Val:Lis acima de 0,84:1 para as porcas de alta producdo, que desmamam mais de 12
leitdes, analisaram diferentes niveis de valina na dieta durante a lactacdo: 0,84, 0,86,
0,88, 0,90, 0,95 ou 0,99%. E ndo observaram beneficios sobre a condi¢do corporal das
matrizes e desempenho da leitegada ao aumentar a relacdo Val:Lis acima de 0,84:1.

Xu et al. (2017), alimentaram as porcas com dietas a base de farelo de soja e
milho contendo 63, 83, 103 ou 123% Val:Lis a partir do dia 107 da gestacdo até o dia
28 da lactacdo. E verificaram que os niveis 88 e 113% de Val:Lis foram 6timos para
evitar a perda minima de gordura das matrizes e a taxa maxima de crescimento de

leitdes, o que excede 0s 85% estimado pelo NRC (2012).

3) Arginina

A arginina (Arg) é um aminoacido condicionalmente essencial produzido no
organismo, porém em quantidade insuficiente para todas as necessidades (FLORA
FILHO; ZILBERSTEIN, 2000), devendo ser fornecida via dieta a fim de atender a
necessidade do organismo em condicdes nas quais a sintese enddgena sdo inferiores a
taxa de utilizacdo (WU et al., 2014). Além disso, a arginina € considerada um
aminodacido funcional, pois atua veemente sobre a regulacdo de vias metabdlicas que
s80 necessarias para manutencado, crescimento, reproducdo e imunidade dos seres vivos
(WU, 2009).
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Em suinos, a sintese enddgena de Arg ocorre nas células renais, nos enterdcitos e
nos hepatdcitos, sendo que em cada um desses sitios existem vias especificas de sintese
e transporte dos produtos metabolizados (WU et al., 1997). Nos rins, a reacdo é mediada
por duas enzimas, a argininosuccinato sintetase e a argininosuccinato-liase que atuam
sobre a citrulina. Assim, a citrulina é absorvida pelo intestino delgado e transportada
através da circulagdo até os rins, onde serd captada e utilizada para a producéo de Arg,
qualquer deficiéncia na sintese de citrulina intestinal restringe a sintese de arginina
renal. (DHANAKOTI et al., 1990).

A absorgéo de arginina no intestino ocorre na por¢do da borda em escova da
membrana do enterécito, mediado pelos sistemas especificos de transporte de
aminoécidos bipolares, sistema B®* (Na* independente) e b® (Na* dependente). Outro
sistema envolvido no transporte de aminoéacidos catidnicos é o sistema Y* (Na'
independentes), cuja absor¢do ocorre na porcdo basolateral da membrana (AIRES,
1999). No figado as concentracOes elevadas de arginase, impede que a producgéo de
arginina exceda, pois, essa enzima atua na degradacao da arginina produzida no ciclo da
ureia (WU; MORRIS, 1998).

A sintese enddgena de arginina atende cerca de 50% das necessidades diarias
deste aminoacido em suinos jovens, sendo a producdo pelo organismo importante na
regulacdo da homeostasia desse aminoacido em neonatos e (FLYNN; WU, 1996),
primordial, entre 0 3° e 21° dia de idade, momento em que o0 organismo do leitdo é
capaz de sintetizar apenas cerca de 60% de suas exigéncias de arginina. Isso porque nos
enterdcitos ocorre a sintese liquida de arginina, que resulta do balanco entre a arginina
catabolizada na mucosa intestinal e a arginina absorvida (STOLL et al., 1998), sendo
que a partir do terceiro dia de vida cessa essa sintese liquida de arginina e ocorre a
diminuicdo da sintese de citrulina, tornando essencial o fornecimento de arginina via
dieta. Fémeas suinas em fase de lactacdo também podem apresentar um déficit na
sintese enddgena de arginina, o que pode limitar seu desempenho ou comprometer seu
sistema imune (LI et al., 2007).

A Arg desempenha mdltiplos papéis no metabolismo animal servindo de
substrato para a sintese de proteina, como intermediaria no ciclo da ureia e como
precursora na sintese de varios compostos metabdlicos importantes incluindo a prolina,
ornitina, poliaminas e éxido nitrico (WU; MORRIS, 1998; KIM et al., 2007). Além
disso, atua na angiogénese, possivelmente por suprimir a producdo de angiostatina
inibidor da angiogénese (MATSUNAGA et al., 2002).
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Nas células de mamiferos, prolina e arginina sdo substratos potenciais para a
sintese de ornitina (WU; MORRIS, 1998). Porém em leitdes lactentes, a atividade
intestinal da arginase € baixa (WU et al., 1996) e assim, a sintese de ornitina é também
reduzida, principalmente em enterdcitos de neonatos (WU; KNABE, 1994). A pequena
quantidade de ornitina no leite e a pouca absor¢éo intestinal da ornitina presente na
circulagdo arterial contribuem para a menor sintese de poliaminas em leitGes lactantes
(WU et al., 1998). Todavia, devido a elevagdo gradual da atividade da arginase e
ornitina descarboxilase, a sintese de poliaminas aumenta logo apés o desmame. O
intestino delgado de mamiferos pos-desmame expressa altos niveis de atividade da
arginase e, consequentemente, 40% da arginina da dieta passam pelo catabolismo no
intestino de adultos (WU; MORRIS, 1998).

A prolina é sintetizada a partir de pirrolina-5-carboxilato, a qual é sintetizada
por agdo da ornitina aminotransferase sobre a ornitina. Esse aminoacido é o principal
produto catabdlico da arginina nos enterocitos de leitbes pos-desmame (WU et al.,
1996). Além disso, a prolina é precursora para a sintese de proteinas e para a formacao
de hidroxiprolina que é necessaria para a sintese de colageno, para a geracao de matriz
extracelular, atuando na cicatrizacdo de feridas e remodelacéo de tecidos. Um aumento
na conversao de pirrolina-5-carboxilato em prolina estimula o metabolismo da glicose
através do ciclo das pentoses. Isso também resulta num aumento da sintese de purinas e
proliferacdo celular (WU et al., 2000; PHANG, 1985).

As poliaminas atuam na regulacdo da angiogénese e, Sdo essenciais para a
proliferacdo e diferenciacdo celular, na regulacdo da expressdo génica, transducédo de
sinais e sintese de DNA e proteinas (WU et al., 2004; WU, 2009), além de serem
primordiais na maturacdo e remodelacdo intestinal e regulacdo da apoptose (WU;
MEININGER, 2000).

Outro importante produto catabdlico da arginina é o Oxido nitrico, formado a
partir da acdo da enzima éxido nitrico sintetase e apesar de produzido em pequenas
proporcOes, exerce papel crucial em quase todas as células e fungdes organicas no
organismo (ALDERTON et al., 2001; WU, MEININGER, 2002). O oOxido nitrico
liberado ativa a guanilato-ciclase, aumentando o GMP ciclico, promovendo relaxamento
da musculatura lisa (IGNARRO et al., 1999), e através disso é capaz de regular o fluxo
sanguineo. Ele também esta envolvido com a resposta imune, neurotransmissdo, adesdo
de plaquetas e leucdcitos, regula a angiogénese possivelmente por suprimir a producéo
de angiostatina (MATEO et al., 2008; MATSUNAGA et al., 2002). Além disso, é
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mediador da producdo basal de GnRH, estimulando a secre¢do de LH e foliculogénese
(ROSSELLI; KELLER; DUBEY, 1998).

O oxido nitrico desempenha papel importante na regulacdo do fluxo sanguineo
placentario (WU; MEININGER, 2000) e, portanto, na transferéncia de nutrientes e
oxigénio da mée para o feto. Além disso, 0 ON € um importante mensageiro intercelular
nos mamiferos superiores. O mecanismo de sinalizagdo intercelular €, em geral,
realizado através de receptores de membrana celular na célula alvo e habitualmente, sdo
transmembranosos em contato com citoplasma e desencadeando uma “cascata” de sinais
intracelulares que interferem no metabolismo celular. Pelas suas caracteristicas
quimicas de alta difusibilidade, a sinalizacdo do ON é exercida diretamente em nivel
intracelular, sem receptores transmembranosos, cujo organismo utiliza o ON em
funcbes fisiolégicas em que é necessaria uma resposta rapida (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000).

Além disso, a arginina tem potente atividade secretagoga sobre varias glandulas
endocrinas, atuando na secre¢do do hormonio do crescimento, da prolactina e insulina.
Estimula a liberacdo do glucagon, polipeptideo pancreatico e catecolaminas adrenais
(FERRAZ; PANTALEAO, 2005; ILEYLAND et al., 2001).

3.1 Arginina na nutricdo de porcas em gestacgao e lactacdo

Uma tecnologia que tem se mostrado promissora para uma melhor nutricdo € a
suplementacdo da arginina para as porcas em gestacdo e lactacdo. Estudos recentes
apresentam a suplementacdo com aminoacidos como alternativa ao baixo consumo de
racdo durante a lactacdo e deficiéncias na composicdo lactea, tendo em vista que o leite
é deficiente em alguns aminoécidos o que pode comprometer o desenvolvimento dos
leitdes (WU et al., 2004). Com isso tem-se sugerido a manipulacdo da dieta materna,
com a suplementacdo com arginina, que pode alterar o perfil de varios componentes
nutritivos do leite e proporcionar eficiente crescimento potencial dos leitbes (LIMA,
2010).

Os animais jovens tém uma alta exigéncia de Arg (SOUTHERN; BAKER, 1983;
FICKLER et al, 1994), devido a utilizacdo de Arg por varias vias metabolicas (WU;
MORRIS, 1998; LI et al, 2007). No entanto, a ingestdo de Arg no leite de porca é baixa
em relacdo a necessidade de deposicao de proteina em leitdes (DAVIS et al, 1994; WU;
KNABE, 1994; KIM et al, 2007).
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Os efeitos da arginina parecem ser devido a sua participacdo em regular a
angiogénese, desenvolvimento vascular, fungdes da veia umbilical e placenta
providenciando mais nutrientes e oxigénio da porca para os fetos (LIU et al., 2011).

A gléandula mamaria suina tem a capacidade de captar grandes quantidades de
arginina e aminoacidos de cadeia ramificada, no entanto, a excrecao desses aminoacidos
no leite é bastante diminuida com relagdo a concentracdo inicial. Além do consumo de
racdo pelas porcas e da intensidade da amamentacdo dos leitdes, a producdo de leite
também é influenciada pela angiogénese do tecido mamario e fluxo sanguineo de
glandulas mamarias, que melhoram a captacdo de nutrientes na glandula para a sintese
de leite (TROTTIER et al., 1997).

Sabe-se que 0 ganho de peso da leitegada é correlacionado com a producdo de
leite ou concentragéo de nutrientes do leite (KING et al., 1993). O aumento do ganho de
peso do leitdo ou da leitegada em dietas de porcas suplementadas com arginina pode ser
um indicativo de aumento da producdo de leite ou aumento da concentracdo de
nutrientes no leite (FONTES et al. 2010).

Estimativas com base no fornecimento de Arg do leite da porca e a exigéncia de
Arg de leitdes revelaram que o leite da porca fornece menos de 40% da exigéncia diaria
em leites de sete dias de idade (WU et al., 2004). Tanto os dados metabdlicos quanto
os dados de desempenho indicam que uma deficiéncia de Arg € um importante fator
limitante ganho de peso maximo de leitdes alimentados com leite (KIM; WU, 2004;
WU et al, 2004; FRANK et al, 2007). Aumentar a concentracdo de Arg no leite para os
leitdes poderia ser um meio eficaz de melhorar o seu crescimento.

A importancia da arginina para a gestacao da porca foi estudada por Mateo et al.
(2007). Os autores verificaram que a suplementacdo com 1% de arginina a partir dos 30
dias até o parto, elevou o numero de nascidos vivos e também o peso da leitegada ao
nascimento.

Resultados do estudo de Mateo et al. (2008) indicam que 0 consumo voluntario e
mudancas no peso vivo das porcas ndao foram afetados pela dieta suplementada com
Arg, sugerindo que aumentos na concentracdo total de aminoacidos no leite ndo foram
devidos a alteragdes no consumo alimentar proteico ou mobilizacdo de proteinas
corporal. Baseado na reducdo dos niveis de ureia no plasma, a suplementacdo com Arg
parece aumentar a eficiéncia de utilizacdo proteica para a sintese de proteinas do leite,
devido ao aumento do fluxo sanguineo, ocasionadao pelo aumento da sintese de ON

(WU; MEININGER, 2000), aumentando o fornecimento de nutrientes para as glandulas
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mamarias e, consequentemente, producdo de proteinas do leite e aumento do ganho de
peso dos leitdes lactentes.

Em um estudo com marras, Kim e Wu (2009) verificaram que a concentragéo de
proteina no leite foi maior no tratamento com marras suplementadas com arginina do
que nas fémeas do tratamento controle, apesar do consumo ter sido 0 mesmo. Além
disso, a suplementacdo com arginina dietética aumenta a concentracdo no plasma de
insulina e reduzem os niveis de ureia no plasma, uns dos principais produtos
nitrogenados da degradacdo de aminoacidos (MATEO et al., 2008). Essas informacdes
indicam que ha um aumento na utilizacdo de aminoacidos pelas glandulas lactantes e
melhora na eficiéncia de utilizacdo de aminoacidos dietéticos para sintese de proteinas
lacteas em fémeas suinas suplementadas com arginina. Alimentos ricos em arginina
como farelo de soja, amendoim, farinhas de peixe, etc, ou com abundancia de citrulina,
podem ter grande potencial em aumentar a producdo de oxido nitrico e proliferacdo
celular no tecido.

Moreira (2014) observou que a suplementacdo de L-arginina na racdo de porcas
pluriparas em lactagdo, melhorou o ganho de peso dos leitdes, pela melhora da
qualidade nutricional do leite das fémeas, devido ao aumento da porcentagem e da
producdo diaria de proteina e de gordura do leite dos animais.

Lemes (2016) avaliou o efeito da suplementacdo da racdo de lactagdo com 1%
L-Arginina sobre as caracteristicas fisiologicas e de desempenho produtivo de matrizes
suinas primiparas e o desempenho de suas respectivas leitegadas, e ndo observou efeitos
da suplementacédo sobre o perfil nutricional do leite e os parametros fisiologicos das
matrizes suinas, como 0s niveis de acidos graxos ndo esterificados, creatina e uréia, e
ndo também nao houve efeito sobre o desempenho das matrizes suinas primiparas e de
suas respectivas leitegadas.

Krogh et al (2017), estudaram o impacto do fornecimento de 25 g/d de L-Arg no
fluxo plasmatico mamario a partir do 30° dia de gestacdo até o desmame e,
quantificaram a absorcdo de nutrientes mamarios no final da gestacdo e no inicio e no
pico da lactacdo, e verificaram que no pico de lactacdo os dois AA essenciais mais
extraidos no pico da lactacdo foram Lis (38%) e Leu (51%), sugerindo que esses AA

sdo os mais limitantes para a sintese lactea.
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4) Arginina e Valina na Glandula Maméria Suina

A glandula maméria é uma estrutura tubulo-alveolar, cujos alveolos estéo
conectados a um sistema de ductos através do qual o leite secretado flui para o canal do
teto e pode ser removido através da suc¢do ou ordenha (BLACKBURN et al., 1989). A
capacidade da glandula mamaéria é influenciada pelo nimero de células secretoras na
glandula, a atividade dessas células e o tamanho e disposicdo dos alvéolos que eles
formam (LANG et al., 2012). Imediatamente antes do parto, as células mamarias séo
convertidas de um estado ndo secretor para um estado secretor e ha um gradual aumento
da atividade secretora das células através dos estdgios iniciais de lactacdo até o
momento da producdo maxima de leite (KNIGHT; PEAKER, 1984).

Na glandula mamaria em lactacdo o tecido parenquimatoso € composto por
estruturas epiteliais (por exemplo, alvéolos e ductos) e o tecido conjuntivo estromal
associado. O estroma de uma glandula em lactacdo é composto de tecido conjuntivo em
torno da estrutura epitelial (ARENDT; KUPERWASSER, 2015). Os componentes
celulares do tecido conjuntivo consistem em fibroblastos, vasos sanguineos e leucocitos,
enquanto que os componentes nao-celulares incluem colagenos e outras proteinas do
tecido conjuntivo. Além disso, um extenso tecido adiposo branco existe como parte do
estroma da glandula em desenvolvimento.

Nos suinos, o numero de glandulas mamarias varia de 14 a 20 (7-10 pares). As
glandulas formam duas linhas paralelas, em ambos os lados da linha mediana ventral e
que se estendem da regido peitoral para a regido inguinal, sendo o tecido secretor de
cada glandula independente das glandulas adjacentes (HARTMANN et al., 1984)

A glandula mamaria é um dos poucos tecidos em mamiferos que podem sofrer
repetidos ciclos de crescimento, diferenciacdo funcional e regressdao. O
desenvolvimento das estruturas da glandula mamaria é referido como mamogogénese,
que comeca no inicio do desenvolvimento fetal e prossegue além do inicio da
lactacdo. A maioria do evento de mamogénese ocorre durante a gestacdo, e alguns
horménios da prenhez, como estrogénio e progesterona, sdo responsaveis pelo
crescimento e maturacdo mamaria (INMAN et al., 2015)

As fémeas primiparas apresentam uma densidade celular significativamente
maior em comparacdo com fémeas multiparas ao longo da lactacdo, sugerindo que as
fémeas primiparas possuem células secretoras menores e menos desenvolvidas (LANG
et al., 2012).
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O numero de células mamarias e a quantidade de disponibilidade de nutrientes
para essas celulas mamarias sdo os determinantes criticos da producdo de leite. As
porcas precisam de uma grande quantidade de AA para apoiar o crescimento do tecido
mamario e a sintese do leite durante a lactacdo (KIM et al., 1999b). Alguns AA tais
como leucina, isoleucina, valina e lisina sdo inibidores da arginase (HRABAK et
al., 2008), uma enzima abundante que degrada arginina no tecido mamario (O'QUINN
et al., 2002), aumentando a disponibilidade de arginina para sintese proteica do leite.

Trottier et al. (1997) relataram que 49,0 g/dia de AA essencial foram
absorvidos pelas glandulas mamarias da porca, mas apenas cerca de 14% deles foram
acometidos principalmente como proteina no leite. Assim, 86% dos AA essenciais
absorvidos pela glandula em lactagdo podem ser catabolizados localmente. No
entanto, com excecdo da arginina (O'QUINN et al., 2002) e AA de cadeia ramificada
(CONWAY; HUTSON, 2000), nao foram estabelecidas vias para o catabolismo de
outros AA essenciais para o tecido mamario.

A quantidade de AA absorvida pela glandula mamaria ndo muda (TROTTIER
et al., 1997), apesar do aumento do numero de células epiteliais (KIM et al., 1999b)
com aleitamento avanc¢ado, indicando uma diminuicdo taxa de transporte de AA por
essas células. No entanto, a producéo de leite € determinada pelo numero de células
epiteliais mamarias funcionais, que por sua vez, € determinada por fatores genéticos,
que podem sofrer influéncias climaticas e nutricionais. Um fornecimento adequado de
energia e proteina pode maximizar o crescimento mamario e a producdo de leite
(KIM et al., 1999),

Os aminoacidos de cadeia ramificada e arginina sdo amplamente degradados,
enquanto o glutamato, a glutamina, a alanina, aspartato, asparagina, prolina e
poliaminas sdo sintetizados ativamente pelo tecido mamario em lactacdo (LEI et al.,
2012). O metabolismo dos AA desempenha um papel essencial na producdo de leite,
regulando o estado enddcrino materno, a taxa de fluxo sanguineo através da glandula
mamaria em lactacdo e a ativacdo da sinalizacdo do alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR) (WU, 2013)

Nos ultimos anos os aminoacidos de cadeia ramificada receberam muita atencéo
(LI et al., 2009; LEI et al., 2012), pelo fato da absorcdo desses AA pela glandula
mamaria da porca ser muito maior do que a producdo no leite, enquanto o oposto é
verdadeiro para a glutamina (TROTTIER et al., 1997; LI et al., 2009; MANJARIN et
al., 2014).
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LI et al., (2009), demonstraram que 0os BCAA séo catabolizados extensivamente
no tecido mamario em lactacdo para fornecer grupos amino para a biossintese de outros
aminoécidos, como o glutamato e a glutamina que sdo necessarios para o crescimento
neonatal e a maturacdo do trato digestivo (LEI et al., 2012).

O catabolismo do BCAA pela glandula mamaéria é iniciado pela transaminase
BCAA na presenga de a-cetoglutarato para formar a-cetodcidos de cadeia ramificada e
glutamato (LI et al., 2009). Assim, as concentragdes de a-cetoacidos no leite podem ser
relativamente altas, e atuam como substratos energéticos para o intestino delgado de
recém-nascidos lactentes.

Nas células epiteliais mamaérias, os BCAA podem estimular seu crescimento e
proliferacdo, além de melhorar a sua diferenciacdo funcional e aumentar a longevidade
(WOLTER et al., 2002). Leucina e isoleucina demonstraram aumentar a sintese de
proteinas em células mamarias bovinas através da regulacdo das taxas de fosforilagdo de
MTOR e rpS6, ou MTOR, S6K1 e rpS6, respectivamente (APPUHAMY et al., 2002),
enquanto varios mecanismos proteoliticos sdo responsaveis pelo catabolismo de
proteinas, incluindo: a) a via ativada pelo calcio; via proteolitica lisossomal;
dependente de ATP via proteolitica da ubiquitina-proteassoma (REZAEI et al., 2015;
CIECHANOVER, 2012). A funcdo da valina sobre esse mecanismo ainda ¢é
desconhecida (ZHANG et al., 2017).

A arginina é deficiente nos leites de: porcas, vacas, humanos e muitos outros
mamiferos (WU, 2013). Isso ocorre devido ao extenso catabolismo da arginina pelo
tecido mamario suino (O’QUINN et al., 2002) como exemplo, no 14° dia de lactagdo, a
absorcdo de arginina pela glandula mamaria da porca é de 31 g/d, mas a producdo de
arginina no leite € de apenas 6 g/d (MANJARIN et al., 2014). Assim, 81% da arginina
absorvida do sangue arterial pela glandula em lactacdo é degradada localmente. Ja a
absorcdo da prolina pela glandula mamaria € muito menor do que a producéo no leite.

Estudos enzimaticos e metabdlicos revelaram que o tecido mamario suino
expressa altas atividades de ambas arginase, tipo | (citossélica) e tipo Il (mitocondrial),
para hidrolisar arginina em ornitina e ureia (O’QUINN et al., 2002).

A maior parte da ornitina derivada da arginina € convertida em prolina pela
ornitina aminotransferase e a pirrolina-5-carboxilato redutase (WU, 2013). O tecido
mamario ndo contém atividade de pirrolina-5-carboxilato desidrogenase ou prolina
oxidase; portanto, este tecido ndo pode converter arginina, ornitina ou prolina em

glutamato ou glutamina (O’QUINN et al., 2002), 0 que explica a abundéncia de prolina
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na proteina do leite. J& o Oxido nitrico, melhora o fluxo sanguineo e,
consequentemente, a absor¢do de nutrientes pela glandula mamaria em lactagdo (KIM;
WU, 2009), devido a degradacdo extensiva da arginina pela arginase no epitélio
mamario, a inibicdo desta enzima pode proporcionar uma nova abordagem efetiva para
melhorar de forma benéfica o desempenho da lactacdo da porca e, consequentemente, 0

crescimento e sobrevivéncia dos leitdes.

I1l.  CONSIDERACOES GERAIS

A suinocultura nos ultimos anos tem enfocado cada vez mais na nutricdo das
matrizes suinas a fim de atenuar os problemas ocasionados pelo aumento da
hiperprolificidade, como a alta desuniformidade das leitegadas e, consequente, com 0
aumento do nimero de leitdes refugos ao desmame.

O uso de aminoacidos industriais como L-Arginina e a L-Valina na
suplementacdo da racdo de matrizes na gestacdo e lactacdo tem ganhado um grande
destague como uma alternativa para melhorar a eficiéncia produtiva na suinocultura,
uma vez que suas funcdes como aminoacidos funcionais indicam que podem atuar em
beneficio de varios fatores envolvidos na producdo de leite, e consequentemente, no

desempenho da leitegada.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1- EFEITO DA SUPLENMENTAQAO COM L-ARGININA E L-
VALINA NA RACAO DE LACTACAO SOBRE A GLANDULA MAMARIA DE
MATRIZES SUINAS HIPERPROLIFICAS

I.  INTRODUCAO

A produgdo de leite das matrizes suinas, assim como de outras especies,
depende da disponibilidade de nutrientes, dos fatores genéticos e ambientais, bem
como da formacao da glandula mamaria, esses pontos sdo determinantes para a sintese
de leite (KIM et al., 1999).

A glandula mamaéria € um dos poucos tecidos em mamiferos que podem sofrer
repetidos ciclos de crescimento, diferenciacdo funcional e regressdo (INMAN et al.,
2015). A sua formagéo ocorre principalmente no terco final da gestacdo (JI et al.,2005)
e, imediatamente antes do parto, as células mamarias iniciam a secrecdo de leite
havendo um aumento gradual da atividade secretora das células atraves dos estagios
iniciais de lactacdo até o0 momento da producdo maxima de leite (KNIGHT; PEAKER,
1984). Este aumento na atividade secretora € influenciado pelo nimero de células na
glandula, pela atividade dessas células e o tamanho e disposi¢do dos alvéolos que elas
formam (AKERS, 2002).

Aminoéacidos da proteina da dieta sdo necessarios para apoiar a producéo de leite
durante a lactacdo, pois ocorre um aumento do fluxo sanguineo e a alta taxa de extracao
de aminoé&cidos na glandula mamaria (WU, 2009).

A arginina precursora na sintese de muitas moléculas bioldgicas, incluindo
poliaminas (putrescina, espermina e espermidina) e dxido nitrico (WU; MORRIS, 1998),
que estimulam a proliferacdo e migracdo celular, remodelacdo celular, angiogénese e
dilatacdo dos vasos sanguineos para aumentar o fluxo sanguineo (WU, 2009).

A valina possui a maior taxa de oxidacdo do que qualguer AA na glandula
mamaria (KIM et al., 2001 ), seu papel na sintese do leite ndo € bem compreendido, mas
um estudo em porcas de MOSER et al., (2000), descobriram que apenas suplementacédo
de valina tende a aumentar o nitrogénio do leite, mas ndo isoleucina ou leucina.

O catabolismo da arginina (O'QUINN et al., 2002) e aminoacidos de cadeia
ramificada (CONWAY; HUTSON, 2000) ja foram amplamente estudado no tecido

mamario, entretanto pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares subjacentes que
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regulam a funcdo e proliferacdo do epitélio mamario, provavelmente mediada por
mudancas em larga escala na expressdo génica. Assim o objetivo deste estudo, foi
analisar a influéncia da suplementacdo de L-Arginina e L-Valina na dieta de matrizes
suinas hiperprolificas durante a lactacdo sobre a diferenciacdo das células do epitélio
mamario e a expressdo génica de transportadores de aminoécidos, acidos graxos e

proteinas do leite.

Il.  MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de
Produgdo (CEUAP) do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa
— UFV, protocolo 053/2015, e conduzido no Setor de Suinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

As matrizes foram transferidas para as salas de maternidade aos 109 dias de
gestacdo. Na transferéncia, as fémeas foram pesadas em balanga com preciséo de 1,0 Kg
(Toledo® MGR 2000) e alojadas em gaiolas individuais (68 x 193 cm) na maternidade,
em salas com capacidade para oito fémeas. Cada baia dispunha de um escamoteador
dotado de lampada infravermelha (Empalux® 127V/250W) para aquecimento dos
leites.

A racdo (TABELA 1) foi fornecida quatro vezes ao dia na quantidade fixa de
6000 g/dia, durante o periodo de 21 dias de lactacdo. As sobras de racdo foram retiradas
dos comedouros e mensuradas todos os dias pela manha. As matrizes suinas tiveram
livre acesso a agua, em bebedouros tipo concha, e eram levantadas ao menos quatro
vezes ao dia para estimular o consumo de racao e agua.

Nas primeiras 48 horas ap0s o parto manejou-se 0s leitbes de modo a manter ao
menos 11 leitdes por matriz, sendo esses leitdes assistidos de tal forma que Ihes fossem
garantidas as primeiras mamadas do colostro. Aos sete dias de idade os leitdes machos
foram castrados. Os leitGes também tiveram livre acesso a agua e ndo receberam racao
durante a fase de lactacao.

Foram utilizadas 20 matrizes suinas (1 a 3 partos) em lactacdo de linhagem
hibrida comercial hiperprolifica, distribuidas em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro tratamentos e cinco repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por: 1)
racdo de lactacdo sem suplementacdo de aminoacidos industriais (CONT); 2) racdo
CONT suplementada com 1% de L-Arginina (L-Arg); 3) racdo CONT suplementada
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com 120% de L-Valina referente ao nivel de lisina (L-Val) e 4) associacdo dos
tratamentos 2 e 3 (L-Arg+L-Val).

Tabela 1 — Composicdo de ingredientes e valores nutricionais das ragbes experimentais
fornecidas as matrizes durante os 21 dias de lactacdo.

Ingredientes CONT L-Arg L-Val L-Arg+L-Val
Milho 57,48 57,59 57,49 57,48
Farelo de Soja 32,25 32,25 32,25 32,25
Oleo de Soja 5,18 5,17 5,17 5,18
Fosfato Bicalcico 1,75 1,75 1,75 1,75
Caulim 1,48 0,48 0,52
L-Arginina 1,00 1,00
L-Valina 0,48 0,48
Calcario 0,810 0,810 0,811 0,810
Sal 0,534 0,534 0,533 0,535
L-Lisina HCI 0,130 0,130 0,127 0,130
Cloreto de Colina 0,120 0,120 0,120 0,120
Mistura Mineral’ 0,100 0,100 0,100 0,100
Mistura Vitaminica® 0,050 0,050 0,100 0,100
DL-Metionina 0,027 0,027 0,024 0,027
L-Treonina 0,023 0,023 0,020 0,023
BHT 0,010 0,010 0,010 0,010
Composicdo Nutricional

Energia Metabolizavel, kcal/kg 3450 3450 3450 3450
Célcio, % 0,830 0,830 0,830 0,830
Fosforo, % 0,430 0,430 0,430 0,430
Proteina Bruta, % 19,27 19,27 19,27 19,34
Lisina Digestivel, % 1,050 1,050 1,050 1,050
Metionina + Cistina Digestiveis, % 0,567 0,567 0,567 0,567
Treonina Digestivel, % 0,672 0,672 0,672 0,672
Triptofano Digestivel, % 0,214 0,214 0,214 0,213
Valina Digestivel, % 0,816 0,816 1,260 1,260
Arginina Digestivel, % 1,224 2,155 1,224 2,155
Sodio, % 0,230 0,230 0,230 0,230

! Seguindo as recomendagdes de Rostangno et al., (2011).

% Contetido minimo por quilo do produto: ferro 80g; cobre 12g; cobalto 1.000mg; iodo 1.000mg;
manganés 40g e zinco 100g.

¥ Contetido minimo por quilo do produto: vitamina A 10.000.000UI; vitamina D3 1.400.000UI;

vitamina E 30.000g; vitamina K3 2.800mg; vitamina B1 1.800mg; vitamina B2 5.600mg;
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vitamina B6 1.600; vitamina B12 18.000pg; pantotenato de célcio 20g; niacina 30g; acido folico
1.000mg; biotina 240mg; selénio 200mg e B.H.T. 5.000mg.

Coletas durante o abate

Aos 21 dias ap6s o parto os leitdes foram desmamados sendo pesadas todas as
matrizes, e seus leitdes individualmente.

Apds a pesagem, as matrizes foram insensibilizadas por eletronarcose e abatidas
por meio da seccdo da artéria cervical e da veia cava cranial. Posteriormente, foi feita a
seccdo do aparelho mamario em sua totalidade, eliminando o excesso de tegumento, e
realizada a dissecacdo de cada glandula referente a cada teto (sem modificar a
orientacdo da mesma), para a pesagem individual de cada glandula mamaria.

Os fragmentos de tecidos foram coletados dos trés primeiros pares de glandula
mamaria por meio de uma seccdo de 04 cm caudais do orificio do teto e no sentido
mediolateral, na sequéncia fez-se um segundo corte, paralelo ao primeiro, distando a 01
cm deste.

A partir da faixa de tecido obtida, foram retiradas dez amostras de 0,25 cm3, que
foram armazenadas em tubos contendo 05 mL de RNA holder. Os tubos foram entéo
armazenados em geladeira a 04° C para que, posteriormente, essas amostras fossem
usadas para avaliagdo da expressdo génica. Sendo transferidas para freezer a -80°C
decorridas 24 horas ap0s a obtencdo das amostras.

A partir da mesma amostra de tecido, foram retirados dois fragmentos de 01 cm3
que foram armazenados em tubos contendo 15 mL de formalina a 10%, para posterior
andlise histoldgica e de imunohistoquimica. Esses tubos foram estocados a temperatura
ambiente. Vinte quatro horas apds a amostragem, esses fragmentos foram transferidos
para tubos contendo 15 mL de alcool 70%.

O processo de obtencdo das amostras foi repetido para os trés pares de glandulas
mamarias craniais, no entanto para esse estudo utilizamos o segundo par de glandulas
mamarias. O tempo decorrido entre o abate e a obtengcdo das amostras foi inferior a uma

hora.
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Expressédo génica (RT-qPCR)

A andlise da expressdo génica foi realizada no Laboratério de Biotecnologia
Animal (LABTEC) do Departamento de Zootecnia da UFV. Foram utilizados cinquenta
miligramas de tecido glandular para a extragcdo de RNA, sendo utilizado nesse
procedimento a combinagdo de trizol (Life Technologies, Carlsbad,5 EUA) e RNeasy
Mini kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). A sintese de cDNA foi realizado de acordo com o
protocolo Goscript Reverse Transcription System (Promega, Madison, EUA) em Verich
96 Wellthermocycler (AppliedBiosystems, Foster City, EUA). Sequéncias de primers
para 0s genes BCATc (aminotransferases da cadeia ramificada citosélica), BCATm
(aminotransferases ~ da cadeia ramificada mitocondrial), SLC7a7 e SLCa9
(transportadores de aminoacidos), CSN2 (beta caseina); LABA (Alfa —Lactoalbumina),
SLC27al, SLC27a2 e SLC27a4 (Transportadores de &cidos graxos de cadeia longa)
foram obtidas a partir do banco de dados (TABELA 2), GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)  usando a  ferramenta  PrimerQuest
(http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index).

Os primers tiveram sua especificidade verificada usando a ferramenta BLAST
Nucleotide (https://blast.ncbi.nm.nih.gov/Blast.cgi). A otimizacdo para cada par de
primers foi realizada (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Os primers foram utilizados
para PCR quantitativa reversa (RT-gPCR) com GoTaq gPCR Master Mix (Promega,
Madison, EUA) em ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems thermocycler
(Applied Biosystems, Foster City, EUA).

O gene de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), gene de controle
enddgeno, foi selecionado com base na estabilidade de amplificacéo, eficiéncia de RT-
gPCR e resultados do algoritmo geométrico Best Keeper (PFAFFL et al., 2004). Os
valores de Ct de GAPDH foram usados para normalizar a expressdo de genes alvo
(VANDESOMPELE et al., 2002). A expressdo relativa do gene de interesse foi
calculada por: 22 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Para andlise de expressdo génica os dados de Ct foram analisados usando o
QPCR-mixed macro no SAS, baseado em modelos mistos de acordo com Steibel et al.,
(2009). Best Keeper foi usado para obter o coeficiente de correlacdo de Pearson entre

genes alvo (PFAFFL et al., 2004). O modelo matematico delineado foi:
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Yij= |+ ti + 1 + tixrj + g,

Onde: Yj;= valor observado na parcela que recebeu o tratamento i, na glandula j; 1 =

efeito geral da média; tj= efeito do tratamento i; rj= efeito da glandula j; e = erro

aleatdrio da parcela que recebeu o tratamento i, na glandula j.

Tabela 2 - Sequéncias de primers usados para amplificacdo nas reacfes de PCR em

tempo real
Genes GenBank n°. Sequéncia
XM_0056646882 F TGCCTCATCCAGCTTCA
BCATm (BCAT2) R GTGGTCTGTGAATGTCTTCC
XM 0139977931 F CCGCTAGATGGCATCATTC
BCATc (BCATY) R GGTACCTCTCTGACACCTT
NM_001110421.1 F TGGAAGATGGAGGAGAGATG
SLCTAT (y+LATY) R CTCTGGCTGGTAGGAGATAA
NM_001110171.1 F CTCTCTTGTCCCTGTTCCT
SLCTAI (bOH)AT R GGCCGCTCAGCATAAATAG
NM_214321.1 F CTTTCTGCTGAAGCCCTATC
PTGS2 (COX2) R TACCAGAAGGGCAGGATAC
F CTTCTTGTCCTCCACTTTGG
CSN2 NM_214434.2 R GAGTTCTTCCTTCGCTCTTG
F GACAATGGCAGCACAGAA
Lalba NM_214360.1 R CCAGGAATTTGTCACAGGAG
SLCoTal NM 0010839311 F CATCGGCTTCCTTGATGAC
R GCTACTGGCCTCAATGTTC
1X092264.1 F GCGGTCTTCATGGGTAATG
SLC27az R CGCGGATGTTGTAGTTGAG
XM_013993903.1 F GAAGTTCTAACACGGATGGG
SLC27a4 R GTATAGGGCAGGAGTGGAA
GAPDH NM 0012063501 | CAAAGTGGACATTGTCGCCATCA

R

AGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACT

BCATc (aminotransferases da cadeia ramificada citosélica), BCATm (aminotransferases da
cadeia ramificada mitocondrial), SLC7a7 e SLCa9 (transportadores de aminoacidos), PTGS2
(COX2) (Prostaglandina sintase 2)CSN2 (beta caseina); LABA (Alfa —Lactoalbumina), ,
SLC27al, SLC27a2 e SLC27a4 (Transportadores de &cidos graxos de cadeia longa).

Histologia

Os ensaios histologicos foram

realizados na Patologia Veterindria do

Departamento de Medicina Veterinaria da UFLA. As amostras de tecido das glandulas

mamarias coletadas e armazenadas em alcool 70% foram desidratadas em bateria com

gradiente alcodlico crescente, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina a 60 °C.
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Foram obtidos cortes histologicos de 3,0 a 5,0 um de espessura, que foram colocados
em laminas histoldgicas secas em estufa a 37°C overnight.

Para avaliar a morfologia da glandula maméria ao microscopio de luz e
mensurar a densidade, a area e o didmetro dos alvéolos, os cortes histologicos foram
desparafinados e reidratados, segundo métodos histolégicos de rotina, e submetidos a
coloragdo com hematoxilina e eosina (BANCROFT et al., 2008).

As contagens de células foram realizadas em dez imagens aleatdrias
selecionadas de cada amostra. A area dos limens alveolares e o didmetro foram
mensurados em 250 alvéolos dentre as 10 imagens selecionadas aleatoriamente de cada
amostra (area e diametro alveolar). As mesmas imagens foram usadas para estimar a
densidade alveolar, dividindo a area de cada alvéolo pela &rea total da imagem.

As areas de tecido conjuntivo ou porcles da imagem que ndo contém tecido
secretor, como as imagens tiradas proximas das margens das amostras histoldgicas,
foram subtraidas da area de imagem total antes de se calcular a densidade alveolar,
conforme o sugerido por Lang et al. (2012).

As laminas histologicas foram analisadas no Laboratorio de Histologia e
Imunohistoquimica do Departamento de Zootecnia da UFLA, usando microscopio
Olympus CX31 (Olympus, Japdo) acoplado a camera digital Altra SC30 (Olympus,
Japdo) usando o programa AxioVision (Carl Zeiss, Alemanha), e foi utilizado o

software analisador de imagens Image J® 6.0.

Imunohistoquimica

Os ensaios imunohistoquimicos foram realizados no Laboratorio de Histologia e
Imunohistoquimica do Departamento de Zootecnia da UFLA. A preparacdo das laminas
foi a mesma descrita para as analises histoldgicas, seguindo a metodologia de Bancroft
et al. (2008), com algumas adaptacdes. Todas as incubacdes foram realizadas em
camara Umida e todos os procedimentos de lavagem foram constituidos de trés
sucessivas imersdes de cinco minutos em solucdo tampéo fosfato salina 0,1 M pH 7,20
PBS. O bloqueio da atividade da peroxidase enddgena foi feito pela incubacdo em
reagente Peroxidase Block (Dako Cytomation, EUA) por 30 minutos, seguido de uma
lavagem em PBS. O blogueio de ligacGes inespecificas do anticorpo foi feito pelo
tratamento dos cortes com reagente Block Serum (Dako Cytomation, EUA) por 15

minutos. Logo em seguida, os cortes histolégicos foram novamente lavados em PBS,
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incubados com anticorpo monoclonal anti-PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen;
PC 10 - Dako® A/S. Denmark), na diluicdo 1:500 a 4° overnight. Posteriormente, foram
lavados em PBS, incubados por 30 minutos com anticorpo secundario anti-coelho e
anti-rato EnVision+System/HRP (Dako Cytomation, EUA). Apds mais uma lavagem,
os cortes histoldgicos foram revelados pelo método enzimatico utilizando 3,3-tetra-
hidrocloreto diaminobenzidina (DAB) (Dako Cytomation, EUA), imersos em &agua
destilada para parar a reacdo ap0s cerca de 2 minutos. A contracoloracdo foi feita com
hematoxilina e as ldminas montadas com laminula.

O nUmero de alvéolos secretores positivos para PCNA foram avaliados,
identificados pela coloracdo marrom, sendo amostrados doze campos por amostra, em
areas representativas com aumento de 400x. As laminas foram analisadas através de
microscopio optico OLYMPUS CX31, com camera OLYMPUS SC30 associada, e foi
utilizado o software analisador de imagens Image J®.

Analise estatistica

Todas as variaveis foram submetidas a analise de variancia. Para analisar a
normalidade dos dados foi realizado o teste de Shapiro-Wilk e, quando estes ndo
apresentaram essa distribuicdo, foi realizada a transformacdo usando PROCRANK
(SAS INSTITUTE INC, 2009).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, sendo cada matriz foi
considerada uma unidade experimental. As diferencas foram consideradas P<0,05. Foi
adotado o teste de Tukey para comparacdo das médias. Os dados foram submetidos ao

pacote estatistico do software SAS 9.3.

I1l.  RESULTADOS
Expressdo génica (RT-qPCR)

A suplementacdo com os aminoacidos ndo influenciou a expressdo da BCATm,
no entanto, a expressao génica da BCATc (P=0,003) foi maior no tratamento com L-
Arginina quando comparado as matrizes do tratamento com L-Val e L-Arg+L-Val, mas

foi semelhante ao tratamento controle (FIGURA 1).
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Figura 1 - Expressdo de RNA mensageiro de genes que codificam as enzimas
aminotransferases de cadeia ramificada (BCAT) em tecido mamario de
matrizes suinas hiperprolificas suplementadas com L-Arginina e L-Valina
quantificados por RT-gPCR. BCATc (citosdlica); BCATm (mitocondrial).
Valores seguidos por letras diferentes diferem significativamente pelo teste

Tukey P<0,05.
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A suplementacdo com os aminoacidos L-Arg e L-Val influenciou a expressao
dos genes transportadores de aminoacidos (FIGURA 2), sendo o gene SLC7a7 menos
expresso no tratamento com L-Val quando comparado ao tratamento Controle e L-Arg
e, por sua vez, foi semelhante ao tratamento com L-Arg+L-Val. Ja o gene SLC7a9, foi
menos expresso no tratamento com L-Arg+L-Val do que nos tratamentos controle e

com L-Arg, sendo porém semelhante ao tratamento com L-Val.

Figura 2 - Expressdo de RNA mensageiro de genes que codificam transportadores de
aminoacidos em tecido mamario de matrizes suinas hiperprolificas
suplementadas com L-Arginina e L-Valina quantificados por RT-gPCR.
SLC7a7; SLC7a9. Valores seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste Tukey P<0,05.
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A expressdao do gene transportador de é&cidos graxos SLC27al, quando
comparado ao controle, foi menos expresso no tratamento com L-Val e, semelhante aos
tratamentos com L-Arg e LArg+L-Val. A transcricdo do RNAmM do gene SLC27a4 foi
semelhante ao controle nos tratamentos com L-Arg e L-Val, e menor no tratamento com
L-Ag+L-Val, mas ndo diferiu dos demais tratamentos (FIGURA 3). Ja o gene SLC27a2

ndo teve diferencas significativas quanto a sua expressao.

Figura 3 - Expressdao de RNA mensageiro de genes que codificam transportadores de
acidos graxos em tecido mamario de matrizes suinas hiperprolificas
suplementadas com L-Arginina e L-Valina quantificados por RT-gPCR.
SLC27al; SLC27a2; SLC27a4.Valores seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste Tukey P<0,05.
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Os genes estudados da Caseina (CSN2) e Lactoalbumina (LALBA) que

promove a sintese de lactose e aumentos associados ao volume do leite (FIGURA 4),

ndo tiveram diferencas significativas quanto a sua expresséo.

Figura 4 - Expressdo de RNA mensageiro de genes que codificam proteinas do leite em
tecido mamério de matrizes suinas hiperprolificas suplementadas com L-
Arginina e L-Valina quantificados por RT-qgPCR. CSN2 (beta caseina);
LABA (Alfa —Lactoalbumina).
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A densidade alveolar, a area e o diametro do alvéolo do tecido glandular

mamario (FIGURA 5) ndo apresentaram diferenca com a suplementacéo de L-arginina e

L-valina quando comparados ao tratamento controle (TABELA 3).
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Figura 5 - Fotos histoldgicas de glandula mamaria suina suplementada com AA
funcionais (A) Controle, (B) L-Arginina, (C)L-Valina, (D) L-Arg+L-Val. As
setas apontam para os alvéolos secretores. As laminas histologicas foram
coradas com hematoxilina e eosina e 0 aumento utilizado foi de 100x.

Tabela 3 - Média de densidade alveolar, didametro e area dos alvéolos de glandula
mamaria de matrizes suinas suplementadas com L-Arginina e L-Valina

Tratamentos
L-Arg+L-
CONT L-Arg L-Val val v (%) P
Area mensurada (p%) 4212 4210 4211 4210 0,07 0,202
Densidade (mm?) 6,44 6,45 5,90 589 3412 0,120
?u';"me”o do alveolo 1, 416 444 437 1131 0412
Area do alvéolo (p?) 11,70 9,63 1507 12,78 36,13 0,062

Valores seguidos por letras diferentes em uma mesma linha diferem significativamente pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade.

A associacdo dos aminoacidos L-Arg+L-Val resultou num aumento da

proliferacdo celular (FIGURA 6) do tecido mamario das matrizes suplementadas

quando comparadas as fémeas do grupo controle (TABELA 4).
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Figura 6 - Ensaio de imunohistoquimica de glandula maméria suina suplementada com
aminoacidos funcionais (A) Controle, (B) L-Arginina, (C)L-Valina, (D) L-
Arg+LVal. As setas apontam para os alveéolos secretores marcadas
positivamente PCNA. As laminas foram coradas com hematoxilina e o
aumento utilizado foi de 400x.

Tabela 4- Efeito da suplementacdo com L-Arginina e L-Valina sobre a proliferacdo de
células alveolares de glandula mamaria de matrizes suinas

Tratamentos
CONT L-Arg L-Val L-Arg+L-Val cv (%) P
Area mensurada (p°) 4212 4210 4211 4210 0,07 0,2020
Total de células 708,03 501,09 530,49 596,78 102,32 0,0534
Cél. anti-PCNA 195,12 168,88 166,65 218,69 87,70 0,0882

Proliferacdo Celular*(%) 33,272 36,94ab 33,87ab 37,48b 29,16 0,0094

* Valores seguidos por letras diferentes em uma mesma linha diferem significativamente pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

IV. DISCUSSAO

Expressdo Génica

O aumento da atividade da enzima BCATCc esta relacionada com as funcdes
metabolicas das células epiteliais secretoras na glandula mamaria lactante, para apoiar a
sintese dos diferentes componentes do leite (TOVAR et al., 2001), enquanto a BCATm

é expresso na maioria dos tecidos periféricos, exceto, o figado (ZHOU et al. 2010). No
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presente estudo, o tratamento suplementado com L-Arg apresentou maior expressao de
BCATc do que o tratamento suplementado com L-Val e com a associa¢cdo dos dois
aminoécidos. Pode-se inferir que a arginina por ser precursora do 6xido nitrico, favorece
0 aumento do fluxo sanguineo mamario, que por sua vez proporciona 0 aumento da
absorcdo de nutrientes e, consequentemente, tém-se mais substrato para atender a
sintese lactea e com isso observa-se a maior expresséo BCATc para suprir essa
demanda. Além disso, estudos conduzidos anteriormente por Kroghet et al.(2017),
observou-se que ao suplementar as matrizes suinas na lactacdo com arginina, os dois
aminoécidos essenciais mais extraidos no pico de lactacdo foram a lisina (38%) e
leucina (51%), enquanto a extracdo de valina foi em torno de 15%, o que explica o
porque a BCATc aumentou a sua expressao no tratamento suplementado com Arg e ndo
com L-Arg+L-Val, ou seja, a suplementacdo com L- Arginina leva a maior extragéo de
Leucina, e mesmo com a suplementacdo de Valina, a Leucina permanece como o0 1° AA
limitante, indicando que pode ter ocorrido um imbalango entre os AAs de cadeia
ramificada.

O gene transportador SLC7A7 (y'LAT) medeia a absor¢do basolateral de
aminoacidos nas células epiteliais mamarias, transportador Na* independente, ja o gene
SLC7A9 (b°*AT) medeia a absorcdo apical de aminoacidos bésicos, especialmente
lisina, arginina e cisteina, transportador Na* dependente. O papel do gene SLC7A9 nas
células mamarias suinas durante a lactacdo ndo € claro, mas acredita-se que atue na
recuperacdo de AA cationico livre do lumen alveolar (WU; KNABE, 1994,
MANJARIN et al., 2011). A eficiéncia do transporte de AA para a producéo de leite
aumenta a transcri¢do de genes que codificam os transportadores de Lisina em resposta
a disponibilidade de AA na dieta (PEREZ-LASPIUR et al., 2009). No presente estudo
apenas o tratamento com L-Valina diferiu do tratamento controle, cujo gene SLC7A7
foi menos expresso, enquanto a expressdo do gene SLC7A9 diferiu dos animais
suplementados com L-Arg+L-Val em relacdo ao grupo controle, apresentando uma
menor expressdo génica. Bequette et al. (1996), sugeriram que o imbalangco de BCAA
absorvido pela glandula mamaria diminuiria a eficiéncia da utilizacdo de AA na
proteina do leite. O que poderia afetar negativamente a eficiéncia do transporte de Lis e
Arg para as células mamarias por meio de eventos competitivos em nivel de
transportador de AA (MANJARIN et al., 2011), justificando a auséncia de resultados
positivos quanto ao maior aporte desses aminoacidos adicionados a racdo sobre a

expressdo dos transportadores de AA.
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Os principais acidos graxos presentes no triacilglicerideos do leite da porca sdo
os de cadeia longa com 16 a 22 &omos de carbono, e uma pequena quantidade de
acidos graxos de cadeia média, com 8 a 14 4tomos de carbono (YANTAO et al., 2015).
No presente estudo observa-se que 0s genes transportadores de &cidos graxos de cadeia
longa SLC27al e SLC27a4 apresentaram menor expressdo génica no grupo de matrizes
suplementadas com L-Val e L-Arg+L-Val, respectivamente. Enquanto o gene SLC27a2
ndo foi influenciado pela suplementacdo com os AA. De acordo com Mateo et al.,
(2008), a arginina participa da ativacdo da enzima lipase lipoproteica que libera o
glicerol e acidos graxos dos triglicerideos para a sintese de gordura no leite, no entanto
o efeito da suplementacdo de Arg depende do estagio da lactacdo, nesse estudo
ocorreu no 21° dia de lactagdo, ou seja, apds o pico de lactacdo. Além disso, o
imbalanco de BCAA na dieta podem prejudicar o metabolismo lipidico (ZHANG et al.,
2017), pois regulam expresséo de genes de oxidacdo de acidos graxos (NISHIMURA et
al., 2010) sendo assim, sdo necessarios mais estudos que analisem o efeito da
suplementacdo desses aminoacidos sobre o metabolismo lipidico.

Estudos anteriores mostraram que a medida que progride a lactacdo das matrizes
suinas, a taxa de extracdo da maioria dos AA essenciais aumenta, a fim de apoiar a alta
demanda para sintese de proteina do leite (TROTTIER et al. al., 1997; NIELSEN et al.,
2002). No entanto neste estudo, ndo houve influéncia de L-Arg e L-Val sobre a
expressdo génica dos genes que codificam as proteinas CSN2 e LALBA.

A LALBA desempenha um papel importante na producdo e na secrecdo da
lactose e também pode ter outros papéis inespecificos que podem afetar a integridade
das membranas de gordura do leite (PARK; HAENLEIN, 2006). Manjarin et al., (2011),
afirmaram que a expressdo dos transportadores de AA catidnicos e neutros, b**AT e
y'LAT1, em relacdo aos genes que codificam proteinas do leite CSN2 e LALBA na
glandula mamaria suina contribuem com uma fracdo muito pequena do nitrogénio total
do leite (WU; KNABE, 1994), um aumento na transcricio de RNAm de b®*AT néo
mudaria em relacdo aos genes de CSN2 e LALBA. Guan et al., (2002), afirmam que
aumento da concentracdo de valina na dieta ndo aumenta a producdo de proteina do
leite, mas indica que a valina pode participar consideravelmente no metabolismo,

incluindo sintese proteica mamaria e, diminuindo o turnover da proteina mamaria.
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Histologia e Imunohistoquimica

A capacidade secretora da glandula mamaria é influenciada pelo nimero de
células secretoras, o tamanho e a disposicdo dos alvéolos que eles formam (KNIGHT,
2000; AKERS, 2002; LANG et al., 2012). O numero de células e a quantidade de
disponibilidade de nutrientes para essas células mamaérias sdo pontos criticos e
determinantes na producéo de leite.

As porcas precisam de uma grande quantidade de AA para apoiar 0
crescimento do tecido mamario e a sintese do leite durante a lactacdo (KIM et
al., 1999 ). No entanto, neste estudo, mesmo oferecendo maior aporte de AA, L-Arg e
L-Val, durante a lactacdo, ndo foram observadas diferenca em relacdo a densidade, o
didmetro e area do alvéolo glandular mamario entre as matrizes suplementadas e as do
tratamento controle.

Pelo ensaio de imunohistoquimica, podemos identificar que as matrizes
suplementadas com de L-Arg+L-Valina tiveram um maior percentual de celulas em
proliferacdo quando comparados ao tratamento controle. Ao suplementar com L-Val,
AA que atua sobre a sintese proteica, juntamente com Arginina, que € precursora das
poliaminas e do Oxido nitrico, fundamentais na angiogénese, vasodilatacdo e fluxo de
sanguineo (LACASSE et al., 1996), induziu-se a proliferacdo celular
(CHANDRASEKHARAN et al., 2005) no tecido glandular mamario em lactacdo. Nas
células epiteliais mamarias, os BCAA podem estimular seu crescimento e proliferacéo,
aléem de melhorar a sua diferenciacdo funcional, diminuir a taxa de degradacdo de
proteinas e aumentar a longevidade (BOYD et al., 1995; WOLTER et al., 2002; WU et
al., 2004).

V. CONCLUSAO

A suplementacdo com a associacdo de L-Arginina e L-Valina durante a lactacéo
promove o aumento na proliferacdo celular na glandula mamaria de matrizes suinas
durante a lactacdo. Entretanto, ndo foram observados mudancas quanto a expressao dos
genes transportadores de aminoacidos, acidos graxos e proteinas do leite na glandula

mamaria durante a lactacéo.
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Nossos resultados sugerem que pode ter havido um imbalanco entre os
aminoécidos de cadeia ramificada em decorréncia da suplementacdo associada de L-
Arginina com L-Valina, afetando por sua vez a regulacdo dos genes que modulam a

sintese lipidica e proteica do leite na glandula mamaria suina.
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ARTIGO 2- DESEMPENHO DE MATRIZES SUINAS HIPERPROLIFICAS
SUPLEMENTADAS COM L-ARGININA E L-VALINA NO TERGO FINAL DA
GESTACAO E NA LACTACAO

I.  INTRODUCAO

Com 0s avangos genéticos na suinocultura, as matrizes suinas presentes no
mercado, conhecidas como hiperprolificas, sdo altamente produtivas com grande
namero de leitdes nascidos por leitegada, no entanto, alguns pontos inerentes a esses
avancos tém sido preocupantes, devido ao seu impacto econbémico na produgéo
suinicola.

O peso ao nascer estd diretamente relacionado a um importante fator, a
desuniformidade da leitegada aliada a alta variabilidade de peso, ocasionada pela
capacidade uterina reduzida (BERARD et al., 2010) e restricio do crescimento
intrauterino (DHAKAL et al., 2013), além das falhas na nutricdo materno-fetal.

A suplementagdo com aminodcidos funcionais no periodo gestacional e
lactacional, tem sido utilizada como estratégia, devido a alta demanda de nutrientes para
0 desenvolvimento fetal e producdo de leite, que € diretamente influenciada pela
nutricdo da fémea neste periodo. Dentre os aminoacidos funcionais, destaca-se a
arginina e a valina.

A arginina € uma importante precursora nas sinteses de ureia, citrulina, creatina,
poliaminas, ornitina, prolina, agmatina e 6xido nitrico, além da sintese estrutural de
proteinas (WU et al., 1997; WU; MORRIS, 1998); MATSUNAGA et al., 2002)

Diversos autores (MATEO et al., 2007; MATEO et al., 2008; LIMA, 2010; CUI
et al., 2017) ja avaliaram os efeitos de dietas suplementadas com arginina em matrizes
suinas desde a gestacdo até o desmame e, conseguiram observar beneficios dessa
suplementacdo ao final da lactacdo tanto no desempenho da leitegada quanto para a
condicao corporal das fémeas. Além do mais, a arginina tem a capacidade de estimular
a secrecdo de prolactina e hormdnio do crescimento, importantes para 0
desenvolvimento da glandula maméria suina (REYES; KARL; KLAHR, 1994), estando
diretamente correlacionado com a capacidade de producéo de leite. A relacdo producéo
de leite e/ou concentracdo de nutrientes no leite estd intimamente ligada ao ganho de
peso dos leitdes (NOBLET; ETIENNE, 1987; KING et al, 1993; FARMER et al.,
2010), dessa forma essa suplementacdo torna-se marginalmente rentavel dentro do

contexto da produc&o suinicola.
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A valina é um aminoécido de cadeia ramificada, assim como a leucina e a
isoleucina, esses amino&cidos desempenham um papel chave na regulacdo do turnover
das proteinas musculares (JURASINSKI et al.,1995) . As fémeas suinas em lactacdo
possuem alta exigéncia de aminoacidos de cadeia ramificada (WANG et al., 2008), para
sustentar a producdo de leite (KIM et al., 2009). A captacdo destes aminoacidos pela
glandula mamaria (76 g/d do dia 13-20 de lactacdo) é muito maior do que a sua secre¢do
na proteina do leite (46 g/d) (TROTTIER et al., 1997). Desse modo, a glandula mamaria
suina lactante possivelmente cataboliza 30 g BCAA/d (40% do BCAA retirado do
plasma arterial).

A valina nas ragdes a base de milho e farelo de soja para porcas em lactacao,
estd entre os trés aminoacidos mais limitantes em uma dieta calculada a partir do
National Research Council (NRC, 2012) que em ordem decrescente sdo: lisina, valina e
treonina. Segundo Kim e Easter (2001), essa ordem de limitacdo permanece inalterada,
independentemente da taxa de mobilizagcdo do tecido corporal da porca. No entanto, ao
analisar diversos estudos conduzidos (RICHERT et al., 1996; 1997a b; GAINES et al.,
2006; CARTER et al., 2000; DEVI et al., 2015; CRAIG et al., 2016; Xu et al., 2017),
observa-se uma grande discrepancia entre os resultados de desempenho, visto que a
relacdo Valina:Lisina varia muito entre os estudos.

Com o intuito de compensar as deficiéncias do ambiente uterino no terco final
de gestacdo e aumentar o aporte de nutrientes para a sintese de leite na lactacao,
objetivou-se com esse estudo combinar a suplementacdo de arginina e valina e,

avaliar o desempenho das matrizes e suas respectivas leitegadas ao desmame.

Il.  MATERIAL E METODOS

Os procedimentos descritos neste trabalho foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras (protocolo nimero
013/14).

O experimento foi conduzido em uma granja comercial localizada no municipio
de Oliveira — MG, sendo utilizadas 23 fémeas suinas da mesma linhagem hibrida
hiperprolifica por tratamento. As matrizes foram selecionadas a partir do historico
reprodutivo de 12 a 13 leitBes nascidos/parto e registros de manejo de cobertura
semelhantes, sendo inseminadas artificialmente por um mesmo grupo de machos de

fertilidade comprovada por meio de completa avaliacdo androldgica.
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As matrizes suinas foram alojadas em galp&o de gestacdo em gaiolas individuais
contendo um bebedouro tipo chupeta e comedouro tipo calha. Aos 108 dias de gestagédo
as matrizes foram transferidas para o setor de maternidade.

As baias de maternidade continham um bebedouro tipo chupeta adequado para a
matriz e outro para os leitGes, comedouro de concreto para as matrizes, piso 2/3 ripado e
escamoteador como fonte de calor para leitdes.

A suplementacdo dos aminoécidos iniciou aos 85 dias de gestacdo e foi até
desmame, sendo feita na forma on top, ou seja, os aminoacidos eram colocados nos
drops do alimentador e adicionados a racdo no momento do fornecimento as matrizes
suinas. O manejo alimentar era o adotado na granja, na gestacao era feito uma vez ao
dia, sendo 2,4 Kg de racdo dos 85 dias de gestacdo até o parto. Na lactacdo, a
suplementacdo dos amino&cidos nos primeiros quatro dias, foi de 4,0 Kg de racéo,
sendo dividida em dois arracoamentos, e do quinto dia de lactacdo ao desmame 7,0 Kg
de racdo, em trés arracoamentos. As sobras diarias foram pesadas para estimar o
consumo de ragdo durante a lactacdo. Para a pesagem da racdo foi utilizada balanca
eletronica Filizola MF 6®, com capacidade de 6,0 kg e precisdo de 0,001 kg. A L-
Arginina e a L-Valina foram previamente pesadas em balanca eletrénica Marte AW220,
com capacidade de 220g e precisdo de 0,0001g, e foi identificada de acordo com o
tratamento no Laboratorio Central de Pesquisa Animal da UFLA. A racdo de gestacao e
lactacdo (TABELA 1) e o manejo alimentar utilizados foram os mesmos adotados pela
granja. A agua foi fornecida a vontade durante todo o periodo experimental.

Todas as matrizes foram pesadas na entrada da maternidade (108 d de gestacdo)
e ao desmame, apenas 12 matrizes por tratamento foram pesadas apos 48h ap0s o parto
e no 7° dia de lactacdo, a fim de mensurar a perda de peso em quilos e porcentagem. No
2° dia de lactacdo e um dia anterior ao desmame foram obtidas a espessura de toucinho
e a profundidade de lombo das matrizes através do ultrassom, a partir de dois pontos de
leitura, por meio do equipamento ALOKA modelo SSD-500 e transdutor linear de
3,5MHz modelo UST 5011, segundo a metodologia de Souza (2011). A primeira
medida tomada foi realizada a 6,5 cm da linha dorso-lombar e a 6,5 cm da ultima
costela na direcdo caudal, obtendo-se neste ponto a profundidade de lombo no ponto P1;
a segunda medida foi tomada a 6,5 cm da linha dorso-lombar e a 6,5 cm da Gltima
costela na direcdo cranial, obtendo-se neste ponto a profundidade de lombo no ponto

P2, segundo metodologia de Rosa (2011).
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A producéo de leite das matrizes foi estimada a partir da equagéo sugerida por
Noblet e Etienne (1989):

[(0,718 x ganhodepesodiariodoleitio(g)- 4,9) X nimerodeleitbes]
0,19

ducio de leit (kg)—
pT‘O u(;ao e leite dla =

Tabela 1 - Composicdo e niveis nutricionais das ragdes de gestacdo e lactacdo, usadas
no experimento.

INGREDIENTES Gestacao Lactagdo
% %
Milho 64,19 55,34
Farelo de soja (45%) 17 25
Farelo de trigo 10
Acucar 5
Oleo de soja 5,1
Fosfato bicélcico 1,02 1,54
Levedura de cana 1,25 2,5
Caulim 1,84
Sal comum 0,3 0,49
Calcario calcitico 0,78 0,61
Butirato de sodio 0,3
Cloreto de colina 0,12 0,07
Mycosorb 0,1 0,1
L-Lisina HCL (78%) 0,1 0,24
DL-Metionina (99%)
Nucleo SuperTech G* 3
NUcleo SuperTech L? 4
BHT 0,01
Total 100 100
Energia Metabolizavel (Kcal/kg) 3080 3430
Proteina bruta % 15,7 18,67
Lisina digestivel % 0,669 1,144
Metionina +Cistina digestivel % 0,463 0,622
Treonina digestivel % 0,603 0,724
Triptofano digestivel % 0,164 0,219
Arginina digestivel % 0,948 1,127
Calcio % 0,752 0,836
Fosforo disponivel% 0,431 0,44

! Quantidade por kg do produto: vit. A 225.000Ul, vit. D3 37.500 UI, vit. E 1.500mg, vit. K
75mg, vit. B12 625mg, niacina 1.000mg, acido pantoténico 500mg, acido folico 65mg, biotina
6,75mg, colina 8.400mg, piridoxina 100mg, riboflavina 150mg, tiamina 32,5mg; cobre 450mg,
ferro 2.750mg, fésforo 85mg, flor 850mg, iodo 17,5mg, manganés 1.250mg, selénio 7,5mg,
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sodio 49mg, zinco 2.750mg, cromo 5mg, bacitracina de zinco 1.000mg.

2 Quantidade por kg do produto: 9000 Ul kg-1 de retinol; 1500 Ul kg™ ' de colecalciferol; 60 mg
kg™ de dl-a-tocoferilacetato; 25 mg kg ~' de vitamina B12; 40 mg kg 3 mg kg ' niacina; 20 mg
kg™ de acido pantoténico; 2,6 mg kg~ ' de é4cido folico; 0,27 mg kg ~ ' de biotina; 336 mg
kg 'colina; 4 mg kg™ de piridoxina; 6 mg kg de riboflavina; 1,3 mg kg ' de tiamina; 45 mg kg’
! de cobre; 275 mg kg ' de ferro; 8,5 mg kg™ de fésforo; 85 mg kg™ de flior; 1,75 mg kg™ de
iodo; 125 mg kg ' de manganés; 0,75 mg kg™ de selénio; 4,9 mg kg ™' de sédio; 275 mg kg™ de
zinco; 0,5 mg kg™ de cromo; 100 mg kg™ de bacitracina de zinco.

Nas primeiras 48 horas ap6s 0 parto manejou-se os leitdes de modo a manter
com as matrizes somente o nimero de leitdes de acordo com o numero de tetos viaveis,
sendo esses leitdes assistidos de tal forma que lhes fossem garantidas as primeiras
mamadas do colostro.

Através dos pesos individuais de todos os leitBes ao nascimento em cada
leitegada, foi realizada a estratificacdo do peso, em sete estratos (dados em
porcentagem) sendo o 1° estrato - menor ou igual a 800; 2° - entre 801 e 1000; 3° - entre
1001 e 1200; 4° - entre 1201 e 1400; 5° - 1401 a 1600; 6° - entre 1601 a 1800 e 7° -
maior que 1800 gramas. Os critérios para a utilizagio desses estratos foram baseados no
estudo de Bérard et al. (2010), que afirmaram que leitdes com peso inferior a 800 g sdo
considerados com crescimento intra-uterino retardado, e segundo pesquisas anteriores
de Pettigrew et al. (1986), Roehe e Kalm (2000) e Quiniou et al. (2002), a probabilidade
de sobrevivéncia pré-desmame é reduzida (abaixo de 75%) para leitdes com peso
inferior a 1000 gramas e ultrapassa 95% para leitdes com peso superior a 1800 gramas.

No 2° e 14° dia de lactacdo as leitegadas foram pesadas ao nascimento, e um dia
antes do desmame, para mensurar o ganho de peso dos leitdes.

Apo6s o desmame, os leites foram transferidos para as salas de creche e as
matrizes receberam o mesmo manejo empregado as demais matrizes do plantel.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos:
1) racdo de gestacdo/lactacdo sem suplementacdo de aminoacidos industriais (CON); 2)
racdo CON suplementada com 1% de L-Arginina (L-Arg); 3) racdo CON suplementada
com 120% de L-Valina referente ao nivel de lisina (L-Val) e 4) associacdo dos
tratamentos 2 e 3 (L-Arg+L-Val). Foram utilizadas 23 matrizes por tratamento, que
foram distribuidas procurando-se manter a condi¢cdo corporal (peso corporal, espessura
de toucinho e profundidade de lombo) mais semelhante possivel. A matriz suina e sua

respectiva leitegada foram consideradas a unidade experimental.
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Andlises sanguineas

As concentracbes plasmaticas de creatinina, ureia e proteinas totais foram
determinadas por meio de coletas de sangue nas matrizes suinas ao 7° dia de lactacdo. A
coleta de sangue foi realizada na veia jugular e o sangue acondicionado em tubos de 4
mL estéreis a vacuo com anticoagulante (K3EDTA) (Labor Import, Brasil). As amostras
foram transportadas em caixa térmica com gelo até o laboratdrio da granja, onde foram
centrifugadas a 2.000 rpm por 15 minutos, para obtencdo do plasma sanguineo. Em
seguida, o plasma foi armazenado a -20 °C para posteriores analises. As analises foram
realizadas em laboratério comercial sendo a analise de creatinina pelo método cinético,
a uréia pelo método enzimatico ultra violeta e as proteinas plasmaticas totais pelo

método biureto.
Estatistica

Todas as variaveis mensuradas foram testadas quanto a normalidade antes da
analise de variancia. As variaveis que ndo seguiam uma distribuicdo normal foram
transformadas através do procedimento PROC RANK do SAS. A analise de variancia
foi realizada através do procedimento PROC MIXED do SAS (9.3) e as médias foram

comparadas pelo teste Tukey a 5%.

I1l.  RESULTADOS

Condicao corporal das matrizes e desempenho da leitegada ao nascimento

A suplementacdo da racdo com L-Arginina e L- Valina no terco final da
gestacdo e durante a lactacdo ndo influenciou (P>0,05) o consumo de racdo médio

diario, as variaveis de condicdo corporal e a producéo de leite (Tabela 2).

Tabela 2 - Desempenho das matrizes suinas hiperprolificas suplementadas com L-Arg e
L-Val a partir de 85 dias de gestacdo e durante a lactacdo

Variaveis Tratamentos

COM L-Arg Val Arg+Val CV (%) p




Matrizes (n)
Consumo de racdo (g)
Peso da Matriz (kg)
48h pos-parto
Desmame
Perda peso porca (kg)
Perda peso porca (%)
Profundidade de Lombo
(mm)
P1 48h pds-parto
P1 Desmame
P2 48h pbs-parto*
P2 Desmame

23
6295,7

245,00
238,80
6,20
2,14

50,41
53,41
46,91a
49,21

Producdo de leite (Kg/dia) 8,93

23
6290,3

252,17
244,67
7,50
2,68

47,4
57,24

b 44,95b
55,75
8,74

23
6195,4

246,20
223,00
23,20
9,34

51,14
56,04
50,322
53,64
8,95

23
6240,8

241,67
225,33
16,33
6,74

42,83
58,16
42,98b
51,19
9,51

21,4

9,74
9,40
119,02
124,60

18,7
154
16,8
18,0
19,6

64

0,42

0,939
0,364
0,148
0,061

0,110
0,420
0,020
0,352
0,701

* Diferencas significativas pelo teste Tukey (P>0,05). P1 (Ponto P1); P2(Ponto 2).

O numero total de leitdes nascidos do tratamento controle foi maior, ou seja,

nasceram 2,93 leitdes a mais do que o tratamento com L-Val. O peso total da leitegada

de leitdes nascidos foi maior no tratamento controle em relagdo aos tratamentos com L-

Val e L-Arg+L-Val. Em relacdo aos leitGes nascidos vivos, 0 nUmero e 0S Seus pesos

individuais e de suas leitegadas ndo foram influenciados pela suplementacdo com L-

Arginina e L-Valina. Da mesma forma, o niumero e o percentual de mumificados e

natimortos ndo foram influenciados pela suplementacdo com esses aminoacidos.

Tabela 3 — Desempenho de leitegadas oriundas de fémeas suinas hiperprolificas

suplementadas com L-Arg e L-Val a partir de 85 dias de gestacao

o Tratamentos
Veriavels CON  LAg  val Amgeval VOO

Numero de leitdes

NT 19,00a 17,43ab  16,07b 17,00ab 13,40 0,005

NV 17,33 16,43 15,71 16,00 12,83 0,150
Peso leitegada (Kg)

NT 25,92a 25,51ab 22,42b 23,06b 14,42 0,005

NV 23,91 22,35 21,81 22,09 13,61 0,257
Peso leitdes (q)

NT 1368,09 1349,51 1389,97 1374,64 8,64 0,846

NV 1381,91 1361,38 1394,27 1385,09 8,38 0,901
Mumificados 0,33 0,50 0,29 0,38 172,91 0,947
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Mumificados (%) 1,78 3,18 1,74 2,40 184,85 0,954
Natimortos 1,13 0,86 1,57 0,85 116,41 0,462
Natimortos (%) 6,69 5,57 10,21 499 118,86 0,472

Letras distintas na linha diferem pelo teste Tukey (P>0,05). NT- Nascidos Totais; NV-
Nascidos Vivos.

N&o houve diferenca entre os estratos dos pesos de todos os leitdes nascidos
(FIGURA 1) oriundos de fémeas suinas hiperprolificas suplementadas com L-Arg e L-

Val a partir de 85 dias de gestacdo (P>0,05).

Figura 1 — Estratificacdo do peso do total de leitGes nascidos oriundos de matrizes
suinas hiperprolificas suplementadas com L-Arg e L-Val a partir de 85 dias de
gestacédo

%
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20,00

0,00
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m< 800 m801-1000 =1001-1200 = 1201-1400 = 1401-1600 = 1601-1800 = > 1801

Periodo Lactacional

N&o houve influéncia (P>0,05) da suplementacdo com os aminoacidos L-Arg e
L-Val sobre o numero médio de leitdes/fémea, peso total da leitegada e peso médio dos
leitdes aos 14 dias e ao desmame. Nao houve efeito da suplementacdo dos aminoacidos

sobre 0 ganho de peso da leitegada e ganho de peso médio diario dos leitdes (TABELA
4).
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Tabela 4 - Desempenho de leitegadas de fémeas suinas hiperprolificas suplementadas
com L-Arg e L-Val a partir de 85 dias de gestacdo e durante a lactacdo

Tratamentos
o CVv
Varlavels Arg+Va (%)
CON L-Arg Val I p
N° de leitdes 48h* 13,67 13,64 13,57 13,58
Desmame 13,27 13,00 12,79 13,08 10,12 0,576
Peso leitegada (KQg)
14 dias 57,33 57,72 58,53 55,21 14,81 0,783
Desmame 72,76 71,73 73,23 71,93 14,93 0,983
GPD 2429,62 2343,62 239597 2526,89 20,84 0,835
Peso leitbes ()
14 dias 432754  4295,24 4431,37 4220,72 11,62 0,755
Desmame 5464,36  5540,34 5752,89 5500,38 12,19 0,686
GPD 184,22 185,07 192,82 200,00 16,32 0,545

* Numero de leitdes na equalizacdo até 48 h pos-parto; GPD- Ganho de peso medio
diario.

Parametros sanguineos

N&o houve efeito da suplementacdo com L-Arg e L-Val (TABELA 5) sobre

concentracdes de uréia, creatinina e proteinas plasmatica totais (P>0,05).

Tabela 5 - Parametros sanguineos de fémeas suinas hiperprolificas suplementadas com
L-Arg e L-Val a partir de 85 dias de gestacdo e durante a lactacao

Tratamentos
Variaveis CON L-Arg Val  Arg+Val CV(%) P
Uréia mg/dl 3545 39,82 38,33 39,70 19,95  0,3942
Creatinina mg/dl 2,29 1,90 1,96 1,96 14,51  0,9366
Proteinas totais g/dl 8,32 7,98 7,94 7,88 7,49  0,8913

IV. DISCUSSAO

A ingestdo de racdo esta diretamente ligada a producdo de leite e,
consequentemente, ao desempenho dos leitbes, assim a adequada nutri¢do torna-se um
grande desafio, principalmente porque com a progressdo da lactacdo, a producéo de leite
aumenta e, o impacto do aumento no consumo alimentar torna-se mais importante.
Neste estudo, a quantidade média de racdo fornecida as matrizes de todos os tratamentos

foram cerca de 6250g, ndo houve restricdo alimentar, e ndo foram observadas diferengas
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entre os tratamentos sobre o consumo de ragdo. Resultados semelhantes ao nosso estudo
foram encontrados por outros pesquisadores que utilizaram 1% de L-Arg, como Mateo
et al. (2007), que suplementaram a racdo de lactacdo para matrizes primiparas, ndo
observaram efeitos da suplementacdo em relagcdo ao consumo voluntério, cujo consumo
médio foi de 6000 g/dia™ durante 21 dias de lactacdo. Lemes (2016), também néo
observou influéncia da L-Arg sobre o consumo de racdo, cuja média de todos os
tratamentos foi de 46979 de ragéo.

Os niveis de suplementacdo com L-Val divergem entre os trabalhos, mas
resultados semelhantes de consumo de ragdo foram encontrados por Devi e Kim,
(2015), que avaliaram o desempenho de matrizes primiparas suplementadas com 0,80 e
0,85 de L-Val:L-Lis, e o consumo médio diério de racdo ndo foi afetado pelos diferentes
niveis dietéticos. Ja Strathe et al. (2016), ao analisarem o efeito da suplementacéo de L-
Val com seis niveis diferentes, 0,84, 0,86, 0,88, 0,90, 0,95 e 0,99%, ndo encontraram
diferenca entre os tratamentos sobre consumo medio de ragdo das matrizes.

Em contradicdo aos nossos resultados Craig et al. (2016), trabalharam com a
suplementacdo de L-Val com 2 niveis, "Normal" (0,68%) e "Alto" (1,10%), e o
consumo médio diario de racdo foi significativamente diferente entre o grupo controle
(7100 g) e os grupos de tratamento (7700 g), essa diferenca de consumo entre 0s
tratamentos, eles atribuiram ao maior nivel de fibra na dieta de controle em comparacéo
com as dietas de tratamento (3600 vs 2600 g/kg FB), que devido ao volume das fibras
demoram mais para serem consumidas e dao saciedade (RAMONET et al., 1999;
BENELAM, 2009).

A condicdo corporal das matrizes foi semelhante no momento da distribuicédo
entre os tratamentos, e a perda de peso ndo ultrapassou o limite de mobilizacdo corporal
adequado para matrizes em lactacdo, ou seja, menos que 10,0% do seu peso das 48h
poOs-parto até o desmame, ou seja, o desempenho da leitegada deve-se principalmente a
dieta.

A perda de peso das matrizes suinas durante a lactacdo ¢é esperada (BOYD et al.,
2000), e ndo é viavel economicamente zerar essa mobilizacdo, o que € preocupante, é 0
percentual de perda que possa vir a comprometer o desempenho reprodutivo
subsequente.

Schenkel et al. (2010), destacaram que matrizes suinas multiparas podem perder até
10,0% e primiparas até 8,0% de seu peso corporal na lactacdo, sem causar prejuizos a

sua vida reprodutiva. 1sso porque, fémeas hiperprolificas tém maior percentual de tecido
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magro, como consequéncia, menor reservas de gorduras e baixa capacidade de ingestéo
de alimentos, diante da alta exigéncia nutricional da fase de lactagdo pode levar a uma
elevada perda de peso (LIMA, 2008).

Alguns estudos utilizando a suplementacdo com L-Val em diferentes niveis
estdo de acordo com os resultados deste estudo, como os de Richert et al. (1997), que
suplementaram matrizes suinas com trés niveis de L-Val:L-Lis, 80, 100, e 120% e, ndo
encontraram efeito da suplementagdo sobre a perda de peso entre as matrizes que
desmamaram mais de 10 leitGes e, nem sobre as matrizes que desmamaram menos de 10
leitGes. Devi e Kim (2015), aumentaram as concentragdes de valina através do aumento
do farelo de soja, de 0,80% para 0,85% a fim de avaliar o desempenho de primiparas na
lactacdo que amamentam leitegadas numerosas, e verificaram que ndo houve diferenca
em relacdo ao peso corporal das matrizes ap0s o parto e nem ao desmame. Craig et al
(2016), encontraram que as matrizes alimentadas com as dietas contendo 110% L-
Val:L-Lis perderam mais gordura no ponto P2 do que as matrizes alimentadas com as
dietas nivel normal de L-Val. A auséncia do efeito da suplementacédo com L-Arg sobre a
condicdo corporal das matrizes foi demonstrada por Moreira (2014), que utilizou os
niveis de 0,5; 1,0 e 1,5% de L-Arginina na racdo de matrizes suinas multiparas lactantes
e, também ndo encontraram diferenca nas variaveis de condigédo corporal.

No presente estudo, a média dos tratamentos dos nascidos vivos de 16,37 leitdes,
estd acima da media das granjas com plantel acima de 3000 matrizes em producao, cuja
média estd entre 12,66 e 14,35 leitbes nascidos vivos por parto com alto padrdo
tecnoldgico, (AGRINESS, 2016). O menor numero do total de leitdes nascidos das
matrizes suplementadas com L- Val, ndo pode ser atribuido a suplementacdo com o
aminodacido que se iniciou aos 85 dias de gestacdo, pois o numero de leitdes ja havia
sido definido, por volta do 35° dia de gestacdo (PANZARDI et al., 2007), tendo em
vista que ja havia vida fetal, pois a placentacdo, a organogénese e a formacdo do
esqueleto ja podiam ser observados. Estudos conduzidos cuja suplementacdo com L-
Arg iniciou-se no terco final da gestacdo encontraram resultados semelhantes a este
estudo, como Lima (2010), que estudou o fornecimento de arginina dos 90 aos 110 dias
de gestacdo, com a suplementacdo de diferentes niveis de arginina (0,0; 0,5; 1,0 e
1,5%), e o numero médio de nascidos foi superior a 15 leitdes nascidos totais. Ndo
houve diferenca para o niumero de leitGes nascidos vivos, pesos da leitegada total ou

peso médio dos vivos. Do mesmo modo, Bass et al. (2011) suplementaram arginina nas
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trés ultimas semanas de gestacao e, ndo houve efeito no nimero de nascidos vivos, peso
ao nascer.

Os beneficios da suplementacdo com L-Arg nas fases iniciais da gestacdo de
matrizes suinas foram descritos por Gao et al.,, (2012) e Mateo et al., (2007), que
utilizaram a suplementacéo de 1% de arginina dos 30 aos 114 dias e dos 22 aos 114 dias
de gestacdo, respectivamente, e observaram um aumento no nimero de nascidos Vivos.
Che et al. (2013), utilizaram 1% de arginina em dois momentos diferentes de
suplementacdo do 30° ao 90° dia de gestacdo e 20° ao 114° dia de gestacdo. E 0 grupo
que recebeu Arg até 114° dias teve desempenho superior, indicando vantagens de
estender o uso até o parto.

Fonseca (2016) observou que o fornecimento de L-arginina para matrizes suinas
em gestacdo dos 30 aos 60 dias de gestacdo e dos 80 dias de gestacdo ao parto (114
dias) ndo alterou o namero de leitdes nascidos totais, nascidos vivos, assim como nao
influenciou o peso dos leitdes nascidos totais e o coeficiente de variacdo do peso dos
nascidos, ja o peso médio dos leitdes nascidos vivos foi influenciado positivamente pela
suplementacdo com L-arginina, aumentando em 8,09% o0 peso em relacdo ao grupo
controle.

O tempo de suplementacéo de 23 dias e somente no terco final da gestacédo, pode
ter sido insuficiente para encontrarmos efeitos da suplementacdo sobre o desempenho
da leitegada e condicdo corporal das fémeas. Segundo Kim et al., (2009), o retardo do
crescimento fetal ocorre principalmente a partir do 60° dia da gestacdo, justificando os
beneficios da suplementacdo com L-Arg nas fases iniciais da gestacao identificados em
diversos estudos.

A estratificacdo do peso ao nascimento permite que seja analisada a
uniformidade e a variabilidade de peso entre os leitGes, podendo ser facilmente
identificada as classes de peso que sdo moduladas com a suplementacdo dos
aminodcidos. Neste estudo ndo foram observados efeito da suplementacdo com
aminodacidos sobre o estrato dos pesos dos pesos ao nascimento. No entanto, Fonseca
(2016), observou que o percentual de leitGes nascidos com peso acima de 1810 g foi
maior (P<0,05) em matrizes suinas suplementadas com L-arginina (14,7%) do que em
relacdo aos leitGes provenientes das matrizes que ndo receberam suplementacao (6,3%),
entretanto, nas demais categorias de peso ndo houve efeito (P>0,05). Bass et al. (2017),
por sua vez, estratificaram o0s pesos dos leitdes ao nascimento em nove classes e,

observaram que a freqiiéncia de leitdes pesando 1000 a 1200 g diminui com a
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suplementacdo 1% de L-Arg dos 93 aos 110 dias de gestagéo e, que a frequéncia de
leitdes com peso de 1600 a 1800 g no nascimento diminuiu, no entanto, esses autores
interpretaram essa diferenca aparente como uma ocorréncia aleatoria sem base
bioldgica.

O numero médio de mumificados e natimortos observados neste estudo esta
dentro do aceitdvel para o genotipo das matrizes hiperprolificas. O manejo de
assisténcia ao parto se mal executado, também pode aumentar o indice de natimortos,
entretanto no sistema de manejo empregado na granja, esta funcdo € executada por
profissionais experientes. A suplementacdo com L-Arg e L-Val teve inicio aos 85 dias
de gestacdo, e apos 35° dia de gestacdo ndo ocorre mais o processo de mumificacdo dos
fetos mortos, devido aos 0ssos que ja estdo formados e, impedem que a reabsorcdo
ocorra, a partir dai os fetos sédo contabilizados ao nascimento como natimortos e
mumificados (LIMA, 2010). Trabalhos anteriores que suplementaram as matrizes
gestantes com 1% de L-Arg ndo encontraram efeito algum sobre o indice de
mumificados e natimortos como Lima (2010) que iniciou a suplementacdo a partir de 90
dias de gestagdo. Assim como os autores que trabalharam com a suplementacdo nas
fases iniciais como Dallanora (2014), suplementou dos 25 aos 112 de gestacdo e

Fonseca (2016), suplementou dos 30 aos 60 dias e dos 80 aos 114 dias de gestacao.

Periodo lactacional

N&o houve influéncia da suplementacdo com os aminoacidos L-Arg e L-Val
sobre 0 nimero médio de leitdes/fémea ou desempenho da leitegada aos 14 dias de
lactacdo e ao desmame. O numero de leitdes inicialmente, 13 leitdes por matriz,
manteve-se até o desmame. O leite materno foi o Unico alimento consumido pelos
animais e nao foi encontrado nenhum efeito da suplementacdo desses AA sobre o ganho
de peso da leitegada e ganho de peso médio diario dos leitdes. Resultados semelhantes
a este estudo foram observados por Moreira (2014), que trabalhou com multiparas, e
observou que os tratamentos suplementados com 1% de L-Arginina na lactacdo, ndo
influenciaram o nimero de leitdes ao desmame, mas observou um aumento no peso dos
leitdes no 13° e no 21° dia de idade e nos ganhos de peso dos leitdes nos primeiros 13
dias e no periodo total de lactacdo. O que diverge dos resultados do presente estudo.

Ja os resultados de Lima (2010) e Dallanora et al., (2016) corroboram com 0s

resultados deste estudo, pois em ambos ndo foram observados efeito da suplementacéo
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de arginina sobre o peso dos leitbes e da leitegada e ganho de peso médio diario.
Pesquisas anteriores realizadas por Carter et al. (2000), Devi e Kim (2015), Strathe et
al., (2016), ndo observaram efeito da suplementacdo com L-Val sobre o nimero de
leitbes desmamados, condicdo corporal da matriz ou desempenho da leitegada
concordando o0s nossos resultado. Em contradigdo aos nossos resultados, Craig et al.,
(2016), padronizaram o nimero de leitdes apds o parto em 13,4 e ao desmame tinham
um ndmero médio de 12,8 leitdes desmamados, e observaram que 0s animais
suplementados com 1,10% L-Val:L-Lis durante 28 dias de lactagdo ganharam 9 kg a

mais em peso de leitegada em comparagdo com o controle.

Parametros sanguineos

A concentragdo de ureia é um indicativo da eficiéncia de utilizagdo de nitrogénio
na lactacio (COMA; CARRION; ZIMMERMAN, 1995), sendo essa o principal
produto final da oxidacdo de aminoacidos em mamiferos (MEIJER; LAMERS;
CHAMULEAU, 1990). E seus niveis sdo indicadores sensiveis da ingestdo de proteina,
tem relacdo com os niveis de proteina na dieta (GONZALEZ e SILVA, 2006). Assim
como a ureia, a creatinina € um indicador de catabolismo, que podem evidenciar
balanco energético negativo, ou seja, niveis elevados sugerem maior degradacao
muscular a fim de atender a demanda nutricional para a sintese de leite.

Neste estudo a suplementacdo de L-Arg e L-Val ndo influenciaram os niveis
plasmaticos de ureia, creatinina e proteinas totais entre os tratamentos, esses niveis
alterados refletem mobilizacdo de reservas corporais (BELSTRA; RICHERT; FRANK,
1998). E como visto, ndo houve influencia da suplementagdo com aminoacidos sobre as

variaveis de condigdo corporal.

V. CONCLUSAO

A suplementacdo com Arginina e Valina no terco final da gestacdo e durante a
lactacdo de matrizes suinas hiperprolificas, ndo influenciou a condi¢do corporal das

matrizes suinas e, também nao teve efeito sobre o desempenho dos leitGes.
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