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1. CONSIDERACOES INICIAIS

1.1. Aminoacidos: classificacdo e funcgdes

As proteinas e seus blocos estruturais, os aminoacidos (AA), sdo compostos
organicos presentes em todos os organismos vivos. Os AA podem se ligar, por meio de
ligacdo peptidica covalente entre o grupo carboxiterminal de um aminoacido e o grupo
aminoterminal do outro (BRODY, 1999). Um numero qualquer de AA pode se ligar dessa
forma, formando cadeias peptidicas. Uma molécula composta por dois AA é chamada
dipeptideo. Ja os polipeptideos sdo aqueles que apresentam nimero de AA de 3 a 20 em
sua composicdo. As cadeias peptidicas que compBe uma proteina sdo lineares e nao
possuem ramificacdes, de forma que cada proteina apresenta em média 300 aminoacidos
(BRODY, 1999). Cadeias peptidicas sdo ligadas por pontes de dissulfeto, ligacdes de
hidrogénio e forcas de van der Waals, que resultam na formacdo das estruturas
secundarias, terciarias e quaternarias de proteinas (BUXBAUM, 2007).

Cada AA possui uma cadeia lateral distinta, que determina suas propriedades
quimicas. Dessa forma, o arranjo de AA em diferentes combinacdes e sequéncias da
origem a proteinas com propriedades e atividades diferentes. Assim, a partir desses blocos
formadores, 0s organismos podem sintetizar enzimas, hormonios, anticorpos,
transportadores, masculos, antibidticos, venenos, e uma infinidade de outras substancias,
cada uma delas apresentando atividades bioldgicas caracteristicas (LEHNINGER, 2008).

Vinte AA primaérios sdo utilizados por células para a biossintese de proteinas.
Além dos AA primarios encontrados nas proteinas, existe grande nimero de outros AA
formados por modificacBes pds-translacionais. Essas modificaces sdo essenciais para
determinar funcdes e para regular a atividade de proteinas, por exemplo (NRC, 2011). A
maioria dos microrganismos e plantas conseguem biossintetizar os 20 AA primarios,
enquanto os animais devem obter parte destes da dieta.

Em funcéo das necessidades da dieta para o balanco de nitrogénio ou crescimento,
AA sdo tradicionalmente classificados como essenciais (AAE), ndo essenciais (AANE) e
condicionalmente essenciais (AACE), tanto para humanos quanto para animais (WU,
2009). Os AA essenciais (EAA) sdo definidos como aqueles cujo esqueleto de carbono
ndo pode ser sintetizado ou ndo sdo adequadamente sintetizados de novo em relagéo as

necessidades, devendo ser fornecidos por meio da dieta para satisfazer exigéncias.



Aminoacidos condicionalmente essenciais sdo aqueles que podem ser sintetizados em
quantidades adequadas pelo organismo em condi¢fes normais, mas que devem ser
fornecidos por meio da dieta para satisfazer as necessidades 6timas em determinadas
condi¢cBes em que as taxas de utilizacdo s@o maiores do que as taxas de sintese. No
entanto, as necessidades funcionais (reproducdo, prevencdo de doencas, etc), também
devem ser critério de classificacdo de AAE ou condicionalmente essenciais. Os AANE
sdo aqueles que podem ser sintetizados de novo por meio de precursores produzindo
guantidades adequadas para satisfazer exigéncias ideais, ndo havendo necessidade de
suplementacdo por meio da dieta. Deve ser considerado que os 20 AA primarios e seus
metabdlitos sdo necessarios para a fisiologia normal das células e suas funcgdes (EL
IDRISSI, 2008; LUPI et al., 2008; NOVELLI e TASKER, 2008; PHANG et al., 2008).

O metabolismo anormal de um AA prejudica a homeostase, assim como o
crescimento e desenvolvimento podendo até causar a morte (ORLANDO et al., 2008;
WILLIS et al., 2008; WU et al., 2004). Além de seu papel como “blocos de construcéo”
das proteinas e polipeptideos, alguns AA sdo importantes reguladores de vias metabdlicas
que sdo necessarias para a manutencdo, crescimento, reproducdo e imunidade nos
organismos, maximizando a eficiéncia de utilizacdo dos alimentos, aumentando a
deposicao de proteina, reduzindo a adiposidade e melhorando a higidez (SUENAGA et
al., 2008; WU et al., 2007). Eles sdo chamados de AA funcionais, incluindo a arginina
(Arg), cisteina (Cis), glutamina (GIn), leucina (Leu), prolina (Pro) e triptofano (Trp) (WU,
2009). Para organismos aquaticos, a classificacdo dos aminoacidos pode ser observada na
Tabela 1.



Tabela 1. Classificagdo dos aminoacidos para peixes

AA Essenciais AA N&o essenciais AA Condicionalmente essenciais
Arginina Alanina Cisteina
Fenilalanina Asparagina Glutamina
Histidina Aspartato Hidroxiprolina
Isoleucina Glutamato Prolina
Leucina Glicina Taurina

Lisina Serina

Metionina Tirosina

Treonina

Triptofano

Valina

(Adaptado de Li et al., 2009)

1.2. Glutamina

A glutamina (GIn) é abundante no plasma sanguineo, musculo esquelético, fluidos
fetais e no leite (WU e KNABE, 1994; NEWSHOLME e CALDER, 1997; SELF et al.,
2004). Nos peixes, € um dos AA livres mais abundantes, tanto no plasma como no tecido
muscular, enquanto o glutamato (Glu) e seus produtos descarboxilados (GABA) séo
neurotransmissores presentes em altas concentracdes no cérebro (LI et al., 2009). A GIn
é sintetizada pela glutamina sintetase (GS) citosélica em muitos tecidos, sendo degradada
pela glutaminase (GA) mitocondrial e utilizada por outros tecidos que ndo séo capazes de
sintetiza-la (LABOW et al., 2001; KARINCH et al., 2001); sendo assim, o0 metabolismo
da GIn é modulado pela GS e GA (LABOW et al., 2001.) (Fig. 1).

A GIn e o Glu séo classificados como AANE para a maioria dos animais de
producdo; porém podem se tornar AACE devido a sintese enddgena ser incapaz de
satisfazer as exigéncias imediatas dos animais em determinadas circunstancias, como
situacOes de estresse, por exemplo. Desta forma, a Gln se destaca por ser precursora na
sintese de purinas, nucleotideos de pirimidina, nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD) e amino agucares em todas as células (KREBS et al., 1980; D’MELLO et al.,
2003; L1 et al., 2009). Também ¢é importante combustivel para as células de rapida diviséo
incluindo linfécitos ativados e células do epitélio intestinal (KREBS et al., 1980;
WINDMUELLER e SPAETH, 1980; WU et al., 1995c).

O trato gastrintestinal € um dos principais 6rgdos de consumo e utilizacdo de

glutamina e também o local onde ocorre sua conversdo em outros  aminoacidos



(WINDMUELLER e SPAETH, 1980). A GIn e o Glu sdo intercambiaveis como
importante substrato para o sistema celular da mucosa (REEDS e BURRIN, 2001).

Gln

[en]

Protein synthesis ‘_,f-"' E Carbamoyl-phosphate
Nucleic acids GA

Amino acids ‘ MM s

Fatty acids

Gin + ADP + Pi

a-ketoglutarato
Gluconeogenesis l

Glutathione {
(GSH)

Citric acid
cycle

Glucose

Fig. 1 - Metabolismo de glutamina (GIn). A glutamina é sintetizada pela acdo da glutamina sintetase (GS)
e degradada pela glutaminase mitocondrial (GA). A glutamina pode ser sintetizada pela maioria dos tecidos
em glutamato e amdnia. A aménia pode ser utilizada para sintetizar fosfato de carbamoil. O glutamato pode
formar o- cetoglutarato, glicose no figado e nos rins, glutationa na maioria das células e &cido gama-
aminobutirico (GABA) nos neurdnios.

A GIn tem funcdo principalmente regulatoria ao ativar uma série de genes
associados com o ciclo de desenvolvimento das células da mucosa intestinal, de modo
que a inibicéo da sintese desse AA prejudica, tanto a proliferacdo, quanto a diferenciacao
de culturas de células da mucosa (RHOADS et al., 1997; BLIKSLAGER et al., 1999;
REEDS e BURRIN, 2001). Apresenta também importante funcdo como precursora de n-
acetilglucosamina e n-acetilgalactosamina, moléculas utilizadas na sintese de mucina,
que garante a eficiéncia das juncbes de oclusdo, estruturas que atuam como barreiras
passivas de entrada bacteriana na mucosa intestinal (WU et al., 1995b).

A mucosa intestinal é constituida por inimeros tipos celulares, cada qual com sua
funcdo especifica. Dentre essas celulas, pode-se destacar as secretoras, imunes,
neuroendocrinas, além dos inimeros enterdcitos absortivos. Dessa forma, o intestino
recebe estimulos do ambiente, nutricionais e antigénicos, atuando na triagem imunoldgica

e na defesa, gerando também respostas endocrinas ao limen (BURRIN et al., 2000).



Durante os processos metabolicos, os organismos aerébios produzem de forma
continua espécies reativas de oxigénio (EROs), que possuem acdo oxidante. O
desequilibrio entre substancias oxidantes e antioxidantes, em favor das oxidantes, é
chamado de estresse oxidativo (Sies, 1985). O estresse oxidativo pode afetar
macromoléculas como proteinas, carboidratos, acidos nucleicos e lipidios (Finkel e
Holbrook, 2000). Dessa forma, mecanismos antioxidantes foram desenvolvidos para
remocao ou neutralizacdo do excesso de EROs. Esses mecanismos sdo constituidos por
enzimas como a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e a catalase
(CAT), além de antioxidantes ndo-enzimaticos, tais como glutationa (GSH), vitaminas E
e C (WILHELM, 1996).

Como uma das principais fontes de Glu, a GIn regula a sintese de glutationa,
tripeptideo crucial para proteger as células contra o estresse oxidativo (WU et al., 2004).
Esse efeito pdde ser observado em estudo in vitro com células epiteliais isoladas de carpa
(Cyprinus carpio var. Jian), onde a suplementacéo de GIn se mostrou efetiva na protecédo
contra o estresse oxidativo induzido por perdéxido de hidrogénio (H202) (CHEN et al.,
2009). O papel da GIn na sintese da glutationa sugere que a disponibilidade deste nutriente
pode ter efeito significativo sobre a regulacéo do estado redox celular (ZHU et al., 2011).
Além disso, como precursor essencial para a sintese de purinas e nucleotideos de
pirimidina, a GIn é necessaria para a proliferacdo de linfocitos (ARDAWI e
NEWSHOLME, 1983; WU et al., 1992). O aumento das concentracdes extracelulares de
GIn de 0,01 para 0,50 mM (nivel fisiologico no plasma) determinou aumento da
proliferacdo de linfécitos de ratos quando estimulados por mitégenos in vitro (WU et al.,
1992).

A GIn ¢ essencial para a resposta imune nos peixes, pois atua como importante
substrato energético para leucécitos e € modulador chave de citocinas atuando na
producdo de oOxido nitrico (BUENTELLO e GATLIN, 1999; LI et al., 2007). Ha
evidéncias de que a Gln € necessaria para a sintese de o0xido nitrico em macrofagos e
mondcitos por meio da sintese de arginina. De fato, a arginina derivada da Gln, parece
ser essencial para a atividade de macrofagos (MURPHY e NEWSHOLME, 1998).
Mitogenos, alteracdes no volume celular, citosinas inflamatdrias e o equilibrio acido-base
sdo importantes reguladores do metabolismo da GIn em leucécitos (WU e FLYNN, 1995;
NEWSHOLME et al., 2003). Por meio da amoniogénese renal, a GIn desempenha papel



importante na regulacdo do equilibrio osmético corporal (LI et al., 2009). Apesar de
estimular a sintese de proteina muscular em mamiferos (WU et al. 2007), essa informacéo

ainda ndo esta confirmada para peixes.

1.3. Glutamina na nutricéo e saude de peixes

A suplementacdo dietética de GIn melhora o ganho de peso e a eficiéncia alimentar
em diferentes espécies de mamiferos e aves. Nesses animais, a GIn ndo s6 impede a atrofia
da mucosa intestinal, mas também promove o crescimento do intestino, aumenta o altura
das vilosidades no duodeno e jejuno, além de exercer outros efeitos favoraveis (Yl et al.,
2001; KITT et al., 2002; Y1 et al., 2005; ZOU et al., 2006; BARTELL e BATAL, 2007,
MURAKAMI etal., 2007; WANG et al., 2008; SOLTAN, 2009; WU et al., 2011). Efeitos
similares como aumento nas taxas de ganho de peso, eficiéncia alimentar, peso intestinal,
estruturas histoldgicas e/ou atividades de enzimas digestivas, também tém sido relatados
em varias espécies de peixes. Yan e Qiu-Zhou (2006) avaliaram a suplementacéo de Gln
no desempenho produtivo e caracteristicas morfo-funcionais do intestino de juvenis de
carpas (Cyprinus carpio var. Jian). Os autores observaram que peixes que consumiram a
dieta com 1,2% de GlIn apresentaram maior taxa de crescimento e maior desenvolvimento
do intestino.

Em estudo in vitro, Jiang et al. (2009) avaliaram os efeitos da suplementacdo de
GIn e vitamina E no crescimento e capacidade antioxidante de enterécitos de carpa e
concluiram que a GIn de fato contribuiu para o desenvolvimento das células intestinais
porém apresentou efeitos limitados na capacidade antioxidante.

Silva et al. (2010) avaliaram os efeitos da suplementacdo da combinagéo de L-

glutamina e L-glutamato em dietas para juvenis de tilapia-do-nilo no desempenho
produtivo, composicdo corporal, morfometria da mucosa intestinal, e amonia e ureia
sanguineas. A concluséo foi que a adi¢do de 1,67% dos aminoacidos melhorou o ganho
de peso e promoveu o desenvolvimento da mucosa intestinal de juvenis de tilapia-do-nilo.

Associando arginina e GIn, Cheng et al. (2011) avaliaram o desempenho, resposta
imune e a estrutura intestinal de red drum (Sciaenopis ocellatus) e observaram melhor
eficiéncia alimentar, maior desenvolvimento intestinal e melhor resposta imune em
peixes que consumiram a dieta suplementada com esses aminoacidos. Porém, pesquisas

ainda sdo necessarias para elucidar os mecanismos moleculares pelos quais esses AA



regulam o crescimento e a resposta imunologica em peixes. Em outro estudo, Cheng et
al. (2012) avaliaram o desempenho, resposta imune e morfologia intestinal de hibridos de
striped bass (Morone chrysops x Morone saxatilis) alimentados com dietas
suplementadas com arginina e glutamina. Os resultados desse estudo foram semelhantes
aos do estudo anterior, de forma que observaram melhora no desempenho produtivo e
resposta imune inespecifica, assim como melhor desenvolvimento do intestino.

Em estudo com o bagre-do-canal (Ictalurus punctatus), Pohlenz et al. (2012)
avaliaram os efeitos da suplementagéo de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0% de GlIn sobre a
morfologia intestinal, taxas de migrac&o de enterdcitos, perfil de aminoécidos plasmaticos
e desempenho produtivo dessa espécie. Os niveis de incluséo de GlIn ndo afetaram o perfil
de AA no plasma e o desempenho produtivo dos peixes, por outro lado, peixes que
receberam dietas com 2,0 e 3,0% de Gln apresentaram aumento nas taxas de migracédo de
enterdcitos e melhora nas caracteristicas morfologicas do intestino.

Qiyou et al. (2011) observaram melhora no desempenho produtivo e
digestdo/absorcao intestinal em juvenis de hibridos de esturjao (Acipenser schrenckii ¢
X Huso dauricus &) alimentados com dietas suplementadas com Alanyl-Glutamina e
glutamina. Peixes que consumiram dietas com mais de 0,9% de glutamina e de 1,0% de
Alanyl-Glutamina apresentaram maior taxa de ganho de peso, maior atividade das
enzimas digestivas (protease, amilase, lipase e Na+, K+ - ATPase) e antioxidantes (GPx
e SOD), além de aumento na altura de vilosidades intestinais. Zhu et al. (2011),
trabalhando com hibridos de esturjdo, observaram melhora significativa na atividade das
enzimas GPx e SOD nos tecidos analisados (hepatopancreas, musculo e soro), além de
maiores niveis de glutationa na forma reduzida e menores niveis de malanoaldeidos.
Houve ainda efeito positivo nas caracteristicas imunoldgicas, como atividade da lisozima
e do sistema complemento (C3 e C4) com a suplementacdo de 1% de alanyl-glutamina e
niveis entre 0,9 e 1,2% de glutamina.

Caballero-Solares et al. (2015) avaliaram os efeitos da suplementacdo de GIn e
Glu no desempenho produtivo, composicao corporal e expressdo de enzimas-chave no
metabolismo hepatico do gilthead seabream (Sparus aurata). Foi observado que a
suplementacdo com glutamato determinou resposta positiva no metabolismo de glicose
no figado, o que poderia facilitar a substituicdo de proteinas por carboidratos em ragdes

para peixes marinhos. Os resultados mostraram ainda que a glutamina parece ser



preferencialmente oxidada ao invés dos demais aminoacidos provenientes da quebra de
proteinas, promovendo a retencédo proteica.

Hu et al. (2015) conduziram estudo com juvenis de carpa (Cyprinus carpio var.
Jian) para avaliar os efeitos da suplementacdo de glutamina no desempenho produtivo,
producdo de citocinas, alvos da rapamicina (TOR), além de pardmetros do sistema
antioxidante no baco e rim cefalico. A suplementacéo dietética de glutamina promoveu
melhora nos parametros de desempenho produtivo e componentes do sistema de
imunidade inespecifica, como atividade de lisozima e concentracdo de proteinas d sistema
complemento C3 e C4. Além disso, promoveu a expressdao de genes relacionados a
producdo de citocinas, atividade das TOR-quinases e das enzimas do sistema
antioxidante.

Zhang et al. (2017) concluiram que a suplementacdo dietética de GIn e Arg ndo
teve efeito positivo sobre o desempenho produtivo de juvenis de “turbot” (Scophthalmus
maximus L.); porém melhorou significativamente a resposta imune ndo-especifica. Por
outro lado, Pereira et al. (2017) relataram que a suplementacdo dietética de Gln e Arg
proporcionou melhora no ganho de peso e eficiéncia alimentar, bem como resultou em
melhor taxa de retencéo e deposi¢éo de proteinas em juvenis de tilapia-do-nilo. Os autores
verificaram efeito sinérgico da suplementacdo desses aminoacidos no desempenho
produtivo, porém efeitos limitados nas respostas imunoldgicas nao-especificas como
burst respiratério e atividade de lisozima sérica.

Além dos efeitos positivos da GIn no desempenho produtivo e capacidade
antioxidante de juvenis de carpa (Cyprinus carpio var. Jian), foi demonstrado por Li et
al. (2017) que a suplementacdo desse aminoacido pode melhorar a integridade dos
eritrocitos nos peixes. Os resultados mostraram ainda que os efeitos da GIn sobre os
eritrocitos sdo parcialmente dependentes dos metabdlitos produzidos a partir de sua
quebra. A alanina, citrulina e prolina geradas a partir desse processo poderiam ter fungéo
antioxidante ou atuar na inibicao da apoptose de eritrocitos em peixes.

Com base nos resultados apresentados, se torna claro o potencial de utilizacdo da
glutamina em dietas paras peixes de diversas espécies. Entretanto, poucos estudos
abordam a suplementacgéo desse aminoacido em dietas para a tilapia-do-nilo. Essa espécie

apresenta grande importancia econdmica no Brasil e no Mundo, o que fez com que
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estudos relacionados a sua nutri¢do e saude recebessem mais atengdo nos ultimos anos.

Desse modo, foram realizados os estudos apresentados nos capitulos Il e 11I.

O Capitulo 11, intitulado “Glutamine supplementation of culture media for Nile
tilapia immune cells” se apresenta de acordo com as normas para publicacdo do periddico
Fish and Shellfish Immunology (Fator de impacto: 3.025). O objetivo especifico desta
pesquisa foi avaliar a capacidade imunomoduladora da glutamina por meio de estudos in

vitro utilizando células do sistema imunoldgico da tilapia-do-nilo.

O Capitulo 11, intitulado “Suplementacéo dietética de glutamina no desempenho
produtivo, morfologia intestinal, respostas hematicas, enzimaticas e imunoldgicas da
tildpia-do-nilo submetida a desafio bacteriano” se apresenta de acordo com as normas
para publicacdo do periodico Aquaculture (Fator de impacto: 1.893). Esta pesquisa teve
por objetivo especifico avaliar os efeitos da suplementacdo dietética de glutamina na
nutricdo e saude de juvenis de tilapia-do-nilo submetidos ao desafio bacteriano por

Aeromonas hydrophila.
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IMPLICACOES

A aquicultura assume papel importante na producdo de proteina animal para o
consumo humano e as tendéncias mostram que sua importancia para as geragoes futuras
sera ainda maior, uma vez que essa atividade tem apresentado crescimento anual superior
ao das demais industrias de producao animal nas Gltimas decadas. Apesar da incidéncia
de doencas ser considerada rotineira na producéo animal, a intensificagcdo dos sistemas de
producdo tem aumentado a disseminag&o e surto de doencas infecciosas. Assim, o estudo
dos mecanismos de defesa e a compreensdo de como nutrir e modular os diferentes
componentes do sistema imunoldgico de peixes sdo cruciais para a prevencao, tratamento
e controle de doencas. E sabido que a nutri¢do adequada é fundamental néo apenas para
atingir taxas de crescimento Otimas, mas também para manter a salde dos peixes
cultivados, fazendo com que estudos voltados a nutricdo e salde de peixes recebam
destaque nos ultimos anos.

A utilizacdo da GIn objetivando melhor desempenho produtivo e melhores
condicGes de salde estdo comprovadas por este estudo. Os resultados do estudo in vivo
demonstram o potencial da GIn como melhorador de desempenho para essa espécie, uma
vez que sua suplementacéo teve influéncia positiva nas caracteristicas morfométricas do
intestino, resultando em maior eficiéncia alimentar e ganho de peso. Sua a¢do na salde
foi também comprovada pela melhora na produgdo de moléculas importantes do sistema
antioxidante e na resposta imunologica. Embora a suplementacdo de GIn tenha
apresentado efeitos pontuais na resposta imune, como 0 aumento da concentracdo sérica
de lisozima, esses efeitos ndo puderam ser avaliados de forma conclusiva pelo desafio
bacteriano.

Vale ressaltar que os resultados foram obtidos utilizando-se dietas peletizadas, em
funcdo da estabilidade térmica do produto. Essa informacéo é importante para a industria
animal, uma vez que as dietas para peixes sdo, em sua maioria, extrudadas, processo no
qual os ingredientes sdo submetidos a elevadas temperaturas e pressdo. Dessa forma,
novos estudos sdo necessarios com o intuito de avaliar diferentes fontes de Gin.
Atualmente, estdo disponiveis no mercado fontes termo-resistentes desse aminoacido

possibilitando novos estudos.
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O estudo in vitro foi realizado com o intuito de elucidar alguns dos mecanismos
de acdo da GIn em células do sistema imune da tilapia-do-nilo. Com base nos resultados
desse estudo, foi possivel confirmar algumas das funcdes desse aminoacido ja descritas
em vertebrados superiores e outras espécies de peixes. A suplementacdo de GIn se
mostrou essencial na atividade dos leucécitos, aumentando sua capacidade fagocitica,
producdo de substancias bactericidas e, consequente, capacidade de eliminacdo de
agentes invasores. Adicionalmente, a inclusdo desse aminoacido nos meios de cultura
teve influéncia positiva na proliferacdo de linfocitos. Apesar dessa caracteristica ja ter
sido identificada em outros animais, esse foi o primeiro relato da acdo da Gln na
proliferacdo de linfocitos da tilapia-do-nilo, especificamente. Os resultados obtidos nesse
estudo sdo interessantes pois destacam a importancia da inclusdo desse aminoacido em
meios de cultura de células do sistema imune da tilapia-do-nilo constituindo informacéo
valiosa e que deve ser considerada em estudos in vitro posteriores. Dados relacionados a
influéncia da glutamina na liberacdo de citocinas e outros mediadores celulares
necessitam, ainda, de estudos adicionais. Desta forma fica evidenciada a possibilidade de

uso da GIn como aminodacido funcional, pela indudstria de dietas para tilapia-do-nilo.
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