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RESUMO

Esta pesquisa foi conduzida para avaliar os efeitos de dois niveis de vitamina D3 (colecalciferol)
e a inclusdo ou ndo de 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25-(OH)2D3) no desempenho e qualidade
6ssea de frangos de corte. Foram utilizadas, ad libitum, dietas para as fases inicial (1 a 21 dias)
e de crescimento (22 a 40 dias). O suplemento vitaminico forneceu quantidades adequadas de
todas as vitaminas, exceto a vitamina Ds. Os niveis de vitamina D3 utilizados foram: 2.500 e
2.000 Ul/kg, para a fase inicial e de crescimento, respectivamente, de acordo com 0s niveis
comercialmente utilizados, e 1.250 e 1.000 Ul/kg, para a fase inicial e de crescimento,
respectivamente, representando uma reducdo de 50%. A fonte de 1,25-(OH)2Ds foi um produto
comercial a base de folhas secas de Solanum glaucophyllum (0,5 pg 1,25-(OH)2Ds/kg). O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2x2. 960 pintos
machos Cobb®500 de um dia foram distribuidos aleatoriamente em 32 boxes, com 30 pintos
cada. Cada tratamento apresentou oito repeticdes. Com 21 e 40 dias de idade, um frango por
repeticdo foi abatido e as tibias e fémures retirados. Os 0ssos foram avaliados pela determinacéo
do conteudo mineral, ensaio biomecanico e analise morfoldgica. Ndo foram observadas
diferencas significativas relacionadas aos niveis de vitamina Dz e a adi¢do ou ndo do 1,25-
(OH)2Ds3 para desempenho, contetido mineral, resisténcia, rigidez e morfologia. A tenacidade
foi menor quando o 1,25-(OH).D3 foi utilizado aos 21 dias, no entanto, esse efeito ndo persistiu
aos 40 dias de idade das aves. A reducao em até 50% nos niveis de vitamina D3 foi suficiente
para assegurar o desempenho e desenvolvimento 6sseo dos frangos aos 21 e 40 dias de idade.
A incluséo de 0,5 pg 1,25-(OH)2D3/kg, como suplementacdo em dietas com niveis suficientes
de vitamina D3, ndo apresentou efeito na melhora do desempenho e da qualidade 6ssea dos
frangos aos 21 e 40 dias de idade.

Palavras-chave: vitamina D3, 1,25-(OH)2Ds3, frangos de corte, qualidade 6ssea



ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effect of two levels of vitamin D3 (cholecalciferol)
and the inclusion or not of 1,25- dihydroxycholecalciferol (1,25-(OH)2D3) on live performance
and bone quality of broiler chickens. Diets for starter (1 to 21d) and grower (22 to 40d) periods
were used ad libitum. A vitamin supplement provided adequate amounts of all vitamins except
for vitamin Ds. The vitamin Dz levels were: 2.500 and 2.000 Ul/kg, for the starter and grower
periods, respectively, according to levels commercially used, and 1.250 and 1.000 Ul/Kkg,
representing a reduction of 50%. The 1,25-(OH).Dz source was a commercial product consisting
of dried leaves of Solanum glaucophyllum (0,5 pg 1,25-(OH).Da/kg). The experimental design
was completely randomized in a 2x2 factorial arrangement. 960 day-old male Cobb®500 broiler
chicks were randomly distributed into 32 floor pens, with 30 chicks each. Each treatment was
replicated eight times. On day 21 and 40, one broiler per replicate was killed and tibiae and
femora were removed. The bones were analyzed through mineral content determination, a
biomechanical assay and morphological analysis. No significant differences were found related
to vitamin D3 levels and the addition or not of 1,25-(OH).D3 for live performance, mineral
content, strength, stiffness and morphology. Toughness was lower when 1,25-(OH).Ds was
used at 21 days, but this effect did not persist at 40 days of age. The reduction up to 50% of the
vitamin D3 levels is sufficient to ensure the performance and bone development of broilers at
21 and 40 days of age. The inclusion of 0,5 pg 1,25-(OH).D3s/kg in addition to diets with
sufficient levels of vitamin Dz showed no effect on the improvement of live performance and
bone quality at 21 and 40 days of age.

Key-words: vitamin D3, 1,25-(OH)2Ds, broilers, bone quality.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o Brasil tem apresentado papel expressivo no crescimento e
desenvolvimento do setor mundial de producgéo de carne de frango. A producgéo nacional, em
2015 alcangou a marca de 13,08 milhGes de toneladas, conferindo ao pais a posi¢do de segundo
maior produtor mundial de carne de frango, atras apenas dos Estados Unidos. Com a exportacao
de aproximadamente 32,3% da producdo nacional, o Brasil se sustenta na posi¢do de maior
exportador do segmento. O consumo per capta desse produto entre 2000 a 2014 aumentou em
43,02%, e as projecdes mostram que esse setor deve continuar a apresentar crescimento de 4,2%
anualmente até 2022 (Projec0es..., 2011; Livestock..., 2015; Relatério..., 2015).

Com o objetivo de atender essa demanda crescente por alimento, aumentou-se o uso de
aves especializadas com potencial genético para rapido crescimento e demais indices
zootécnicos de interesse para a producdo. De acordo com Silva Junior et al. (2005), nos ultimos
50 anos, o ganho de peso médio diario aumentou de 20g/dia para mais de 50g/dia e a idade ao
abate reduziu de 12 para seis semanas. Tal mudanca foi acompanhada pelo surgimento de
diversos problemas, tais como: aumento da deposi¢éo de gordura corporal e mortalidade, alta
incidéncia de doengas metabdlicas, como ascite e morte subita e maior ocorréncia de anomalias
0sseas.

O rapido desenvolvimento muscular, em especial do peito, inicialmente ndo foi
acompanhado pelo suporte ésseo adequado, que permaneceu imaturo, sobrecarregando, 0
sistema locomotor. Como consequéncia, tem-se maior mortalidade, diminui¢do do bem estar
das aves ao prejudicar seu deslocamento e acesso a agua e alimento, além do aumento nas
condenacdes de carcaca em funcdo de fraturas decorrentes da fragilidade dssea durante a
apanha, transporte e abate, resultando em perdas econdmicas expressivas (Silva et al., 2001;
Aragjo et al., 2012; Souza e Vieites, 2014).

Algumas causas de deformidades do esqueleto dos frangos tém sido identificadas, como:
de origem genética, praticas de manejo, desequilibrios nutricionais e ambiéncia (Silva et al.,
2001). Dessa forma, tém-se estudado medidas para reduzir as perdas, em especial com relacdo
a enfermidades dsseas, a partir da formulacao de dietas mais especificas. Dentre 0s nutrientes
pesquisados, destacam-se a vitamina D e seus metabdlitos, que apresentam importante
participacdo no metabolismo do calcio (Ca) e fosforo (P), e, consequentemente, no crescimento

esquelético, responsavel por sustentar o desenvolvimento dos musculos.
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O contetdo de vitamina D presente nas matérias primas utilizadas para alimentagao
animal normalmente é ignorado durante a formulagéo e a necessidade dessa vitamina é suprida,
por completo, pela adicdo de suplementos vitaminicos. No entanto, sabe-se que as indudstrias de
suplemento trabalham com uma margem de seguranca de aproximadamente cinco a 10 vezes
acima das necessidades reais das aves, principalmente para vitaminas lipossolUveis. Esse
excesso de vitamina D € apontado como causa de hipercalcemia, mineralizacdo de tecidos
moles e aumento na mortalidade. Logicamente, a suplementacdo acima das necessidades das
aves, independentemente dos possiveis problemas resulta, garantidamente, em aumento nos
custos (Nutrient..., 1994; Coelho et al., 2001). Desse modo, diversos trabalhos foram
conduzidos com inclusdo de diferentes niveis e fontes de vitamina D, com o objetivo de

determinar as melhores condi¢des para um bom desempenho dos frangos e retorno econdmico.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metabolismo da vitamina D3

A vitamina D é uma molécula lipossolivel semelhante aos esteroides e pode ser
encontrada, principalmente, na forma de ergocalciferol (vitamina D, de origem flngica e
tradicionalmente associada a vegetais) e colecalciferol (vitamina D3, de origem animal). Como
a poténcia da vitamina D2 é 10 vezes inferior a da vitamina D3, para frangos de corte, a vitamina
D3 é a mais utilizada (McDonald et al., 1995).

A vitamina D3 pode ser obtida da dieta, ou pela producdo enddgena a partir do 7-
dehidrocolesterol (pr6 vitamina Ds). Essa conversdo ocorre na pele, em especial na epiderme,
mediada pela acdo da radiacdo ultravioleta. Para frangos de corte, acredita-se que essa
transformacéo ocorra, satisfatoriamente, caso 0s animais sejam expostos a um periodo de 11 a
45 minutos de luz solar/dia, o que ndo acontece com as aves criadas comercialmente, tornando
a suplementacéo dietética necessaria. A suplementacdo com 1,25-(OH)2Ds e a presenga de luz
fluorescente sdo igualmente efetivos na reducdo do desenvolvimento de discondroplasia tibial
e raquitismo em frangos de corte (Elliot e Edwards Jr.,1997, Pizauro Jr. et al., 2002; Peixoto et
al., 2012).

Quando fornecida na dieta, a vitamina D é absorvida no intestino delgado, com a

participacdo dos sais biliares. A vitamina D entra na circulagdo, primariamente, por
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quilomicrons, e é ligada, gradativamente, & proteina ligante de vitamina D (DBP ou
transcalciferina), sintetizada no figado. Enquanto se encontra na circulagdo na forma de
quilomicrons, a vitamina D pode ser sequestrada por tecidos periféricos, como tecido adiposo
e muscular. O figado é responsavel por retirar, da corrente sanguinea, o restante da vitamina D
em forma de quilomicron. A meia vida plasmatica da vitamina D é de quatro a seis horas
(Mawer et al., 1971; Jones, 2008).

No figado, ocorre a primeira hidroxilacdo, na posicdo do carbono 25, pela enzima
vitamina D3-25-hidroxilase, formando o 25-hidroxicolecalciferol (25-(OH)D3) ou calcidiol. O
25-(OH)D3 é a forma predominante no plasma e € uma importante fonte de armazenamento da
vitamina no organismo. Esse metabolito tem forte afinidade pela DBP. A DBP protege 0s
metabolitos da vitamina D, conferindo aos mesmos maior meia vida plasmatica, além de
prevenir uma possivel intoxicacdo dos tecidos quando esses se encontram em excesso. Como
consequéncia, a meia vida plasmatica do 25-(OH)Ds € de cinco dias na circulacdo (Mawer et
al., 1971; Jones, 2008; Kochupillai, 2008; Peixoto et al., 2012).

O 25-(OH)D3 é transportado para os rins, pela DBP, onde passa por uma segunda
hidroxilacdo e é convertido em 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25-(OH)2D3) ou calcitriol,
metabolito mais potente da vitamina D. A conversdo de calcidiol em calcitriol € mediada pela
enzima 25-hidroxivitamina Ds-1a-hidroxilase e fortemente regulada pela concentracédo de 1,25-
(OH)2Ds, célcio e pelo paratorménio (PTH). A meia vida plasmaética do 1,25-(OH).D3 é de 10
a 20h (Mawer et al., 1971; Jones et al., 1998).

Quando a concentragdo de 1,25-(OH).D3 no plasma é suficiente, o 25-(OH)Ds pode ser
convertido, no figado, em 1-a-hidroxicolecalciferol (1a-(OH)Ds), um metabdlito ativo, porém
com atividade reduzida (Torres, 2012).

Como rota alternativa, e possivelmente catabdlica, 0 25-(OH)Ds e 0 1,25-(OH)2D3 podem
ser hidroxilados pela enzima 25-hidroxivitamina Ds-24-hidroxilase em 24,25-
dihidroxicolecalciferol (24,25-(OH).Dz3). Essa reacdo pode ocorrer em diversos locais do
organismo, como 0s rins, enterocitos, osteoblastos, queratindcitos e células da paratireoide e

culmina com a formag&o do &cido calcitrdico, que é excretado junto a bile (Jones et al., 1998).

2.2. Funcdes da vitamina D3

Como forma mais ativa, o0 1,25-(OH).D3 age em diversos tecidos de maneira semelhante

a um hormonio esteroide. Essa acdo envolve um receptor nuclear (receptor de vitamina D, ou
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VDR), que regula a transcricéo de genes em diversas células alvo do organismo (Jones et al.,
1998).

O 1,25-(0OH).D3 desempenha importante papel na homeostase do calcio atraves da sua
acao nos rins, intestino e 0ssos. O Ca é o mineral mais prevalente no corpo e é necessario na
dieta em quantidades maiores que qualquer outro mineral. O Ca possui papel essencial na
formacéo dos ossos, com 99% do total de Ca existente no organismo localizado nesse tecido
(Matos, 2008).

Além de fornecer suporte estrutural e forga nos 0ssos, também apresenta participacao
fundamental em reacdes bioquimicas no corpo. A presencga desse mineral, no plasma ou em
reserva, estd diretamente relacionada a conducdo de estimulos nervosos, contracdo e
relaxamento muscular, coagulacdo sanguinea, controle de horménios como a vitamina Ds,
paratormonio e calcitonina, além de prover a quantidade de calcio necessaria para a formacao
de um esqueleto completamente novo para animais em desenvolvimento embrionario e
favorecer a reproducéo (Jones et al., 1998; Rosol et al., 2000).

A acgdo do 1,25-(OH).Ds na regulacédo do calcio esta diretamente ligada ao PTH. O PTH
é um horménio peptidico produzido pelas glandulas paratireoides e tem como principal funcéo,
diretamente nos 0ssos e rins e indiretamente no intestino, via vitamina D3z, manter os niveis de
Ca no plasma suficientes para atender as demandas do organismo. Esse hormonio possui
receptores nos néfrons e nos osteoblastos, mas ndo 0s possui no intestino e nos osteoclastos,
onde age por intermédio da vitamina D. A acdo sinérgica de ambos horménios, 1,25-(OH)2Ds
e PTH, € necessaria para que o organismo funcione corretamente (Abou-Samra et al., 1994;
Jones et al., 1998; Rosol et al., 2000).

Os papeis do 1,25-(OH).D3 nos 0ssos, assim como sua ativacao, é dependente dos niveis
sanguineos de Ca e P. Nos rins, quando ha reducdo dos niveis plasmaticos de Ca, o PTH
bloqueia a reabsorcao de fosfato, ativa a enzima que converte o 25-(OH)Dz em 1,25-(OH)2Ds,
blogueia a enzima responsavel pela eliminacao da vitamina D além de promover, junto ao 1,25-
(OH)2D3, a reabsorcao de cerca de 1% do Ca filtrado (Garabedian et al., 1972, Tanaka et al.,
1973, Jones et al., 1998, Klasing, 1998).

No intestino delgado, o 1,25-(OH).Ds facilita a absor¢do do Ca dietético pela parede do
duodeno e jejuno ao aumentar a sintese de proteinas ligadoras de Ca, em especial a calbindina
D2sk, € induz a formacéo de canais de calcio no duodeno (Norman et al., 1993; Klasing, 1998;
Christakos et al., 2007; Matos, 2008).
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Nos 0ss0s, ha ativacdo dos osteoblastos, resultando em um estimulo nos osteoclastos para
absorcao Gssea e/ou para ativar o transporte de Ca do compartimento 6sseo para o plasma (Jones
etal., 1998).

Por outro lado, altas concentracdes plasmaticas de Ca irdo reduzir a producdo e acao do
PTH e 1,25-(OH)2Ds3, além de aumentar a producéo de calcitonina pelas células C da tireoide.
A calcitonina, um hormonio peptidico, atua, principalmente, nos osteoclastos e ostedcitos ao
reduzir a atividade de mobilizacdo de Ca dos 0ssos. Dessa forma, ha reducdo dos niveis
plasmaticos de Ca (Jones et al., 1998).

Além da conhecida agdo no metabolismo do Ca e P, o 1,25-(OH);Ds aumenta a
diferenciacéo das células precursoras e o recrutamento de osteoclastos, atua diretamente nos
condrdcitos da placa de crescimento 6sseo, estimula a sintese de proteinas pelos osteoblastos e
participa da mineralizacdo da matriz, favorecendo o remodelamento 6sseo. Ha também atuacéo
dessa vitamina na resposta imune, agindo em mecanismos antiproliferativos, pré diferenciacdo
e imunomodulatérios, sendo um potente regulador do sistema imunoldgico, em especial das
células T (Kochupillai, 2008; Muszkat et al., 2010; Souza, 2012, Souza et al., 2013).

2.3. Niveis e formas de suplementacéo da vitamina D3

Comercialmente, existem disponiveis diversas fontes de suplementacdo da vitamina D3,
seja em sua forma ndo hidroxilada ou sob a forma de seus metabdlitos, 25-hidroxicolecalciferol
(25-(OH)D3), 1,25-dihidroxicolecalciferol  (1,25-(OH)2D3) e la-hidroxicolecalciferol
(la(OH)Ds). A utilizagdo desses analogos, por se apresentarem em uma forma mais ativa e,
consequentemente, mais disponivel para utilizacdo, pode reduzir a energia despendida com a
metabolizacdo da vitamina, melhorando a eficiéncia produtiva do lote de frangos. A ordem dos
metabdlitos, da menor para a maior atividade, é: D3 25-(OH)Ds, 1a(OH)D3 e 1,25-(OH)2Ds,
com a primeira usualmente incluida nas formulac¢des de racdo para aves (Edwards Jr., 2002;
Garcia et al., 2013).

No Brasil, os niveis recomendados de vitamina D3 apresentam grande variacdo na
literatura e ainda sdo pouco definidos. De acordo com o NRC (Nutrient..., 1994), a
recomendacéo é de 200 Ul de vitamina Ds/kg para todas as fases de criacdo. Segundo Rostagno
et al. (2011), os niveis sugeridos para as fases pré-inicial (1-7 dias), inicial (8-21 dias),
crescimento | (22-33 dias), crescimento 11 (34-42 dias) e final (43-49 dias), sdo 2.375, 2.090,
1.900, 1.425, 1.235 Ul/kg de ragdo, respectivamente. O manual de linhagem Cobb 500
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(Broiler..., 2015) recomenda o uso de 5.000UI de vitamina D3z/kg, para todas as fases de criacao.
Uma Unidade Internacional (Ul) de vitamina D3 é definida como a atividade de 0,025ug de
vitamina Dz (Nutrient..., 1994).

Lofton e Soares (1986) estudaram a exigéncia de vitamina D3 para frangos utilizando
dietas que ndo continham vitamina D3 as quais foram suplementadas com fonte cristalina da
vitamina em niveis variando de zero a 8.000 Ul Ds/kg de racdo. Os dados indicaram que, para
maximo crescimento e calcificacdo dssea, a suplementacdo com 400 Ul Ds/kg foi suficiente
(p<0,05). Quando niveis inferiores foram utilizados, houve piora nos pardmetros estudados e
nenhuma melhora foi observada quando niveis superiores foram empregados (p<0,05).

Fritts e Waldroup (2003) compararam o desempenho e qualidade 6ssea de frangos aos
21 e 42 dias de idade suplementados com D3 e 25-(OH)Ds em niveis variando de 125 a 4.000
Ul/kg de vitamina Ds. Os autores observaram que, aos 21 dias de idade, o peso corporal foi
significativamente maior em animais recebendo 25-(OH)D3 em comparacdo aos animais
suplementados com D3 (p<0,05) e quando niveis acima de 500 Ul/kg foram utilizados, sem
interacdo entre os tratamentos (p>0,05). Aos 42 dias de idade, houve interacdo entre a fonte e
0s niveis utilizados (p<0,05) para o peso corporal e contetido de cinzas 0sseas. Quando a D3 foi
utilizada como fonte vitaminica, foram necessarios 1.000 a 2.000 Ul/kg para maximizar o peso
corporal e contetdo de cinzas dos 0ssos. Por outro lado, quando 25-(OH)Ds foi utilizado, ndo
houve diferenca entre os niveis estudados, sugerindo que o uso de 125 Ul/kg foi suficiente para
maximizar as duas variaveis. Os autores concluiram que a suplementacao com 25-(OH)Dscomo
fonte de vitamina Dz pode permitir a reducéo dos niveis dessa vitamina para frangos de corte.

Trabalhos conduzidos por Garcia et al. (2013 e 2014) compararam os efeitos dos quatro
analogos da vitamina D3z na dieta sobre o desempenho, parametros dsseos e imunoldgicos,
qualidade da carne e morfometria intestinal em frangos de corte. Os quatro tratamentos eram
as diferentes fontes de suplementacéo (1,25-(OH)2Ds, 1a(OH)D3z, 25-(OH)Ds e D3) substituindo
a vitamina D3, com niveis de inclusdo de 2000 Ul/kg de um a 21 dias, e 1600 Ul/kg de 22 a 42
dias de idade. Os animais alimentados com 1a(OH)Ds3 apresentaram menor peso médio e pior
conversao alimentar por todo o periodo experimental (p<0,05), o que pode ser explicado pelos
efeitos de reducgéo do consumo, e consequente queda no desempenho, causado pela toxicidade
prolongada desse metabdlito. Ndo foram observadas diferencas (p>0,05) entre os tratamentos
para as variaveis indicativas de qualidade de carne e 0ssos. Os autores concluiram que os
metabdlitos da vitamina D3 afetaram positivamente a morfometria intestinal na fase inicial,
tendo o 1,25-(OH).Ds alcancado melhores resultados. Os pardmetros imunoldgicos foram

similares entre os tratamentos.
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2.4. A Solanum glaucophyllum 1,25-(OH)2Ds e os efeitos no desempenho e qualidade
Ossea de frangos de corte

A Solanum glaucophyllum (SG), também conhecida como Solanum malacoxylon, € uma
planta nativa da América do Sul e india. Intoxicacdes pela ingestdo de SG tém sido descritas
em ruminantes e se caracterizam por perda de peso, calcificacdo de tecidos moles incluindo
aorta, coracdo, rins, intestino e Gtero. Esses sintomas sdo compativeis com os sinais de
hipervitaminose Dz. Como a vitamina D3 era considerada ausente nas plantas, tais achados
motivaram a pesquisa dessa vitamina e seus metabolitos de origem herbal (Worker e Carrilo,
1967, Mello, 2003; Japelt e Jakobsen, 2013).

Diversos estudos revisados por Japelt e Jakobsen (2013) indicaram a presenca de pré
vitamina D3z (7-dehidrocolesterol) em plantas da familia Solanaceae, com concentragdo
variando de acordo com a metodologia e parte da planta utilizada. A presenca da vitamina D3
nas plantas ndo é necessariamente dependente da fotoconversdo do 7-dehidrocolesterol em
vitamina Dz por raios UVB. Entretanto, plantas expostas a raios UVB apresentaram
concentragdes de vitamina D3 de 18 a 64 vezes maiores que aquelas ndo expostas a luz (Japelt
etal., 2012).

Com relacéo aos metabolitos hidroxilados da vitamina Ds, a rota bioquimica que resulta
na ativacdo da vitamina D3 nas plantas ainda ndo é bem definido. Sabe-se que atividade das
enzimas 25-hidroxilase e la-hidroxilase foram localizadas nos microssomos e mitocéndrias,
respectivamente. Entretanto, essas enzimas ndo foram isoladas das plantas para confirmar sua
atividade catalitica (Esparza et al., 1982).

Experimentalmente, a presenga de 25-(OH)Ds e 1,25-(OH).Ds foi demonstrada por
Napoli et al. (1977) e Bachmann et al. (2013). Bachmann et al. (2013) constataram que
aproximadamente 90% dos metabdlitos da vitamina D presentes na planta eram na forma de
1,25-(OH)2D3 glicosado, e menos de 10% se encontravam sob a forma de 1,25-(OH)2Ds livre,
25-(OH)D3s e vitamina Ds. Ainda de acordo com esses autores, a SG tem em sua composicao
54,3% de carboidratos, 24,9% de proteinas, 4,1% de agua e 17,1% de minerais. Entretanto, a
varia de acordo com as condi¢Bes do ambiente no qual a planta foi cultivada.

A confirmacdo da presenca de vitamina D3 e seus metabdlitos, principalmente a forma
ativa da vitamina D3 (1,25-(OH).D3), em plantas da familia Solanaceae estimulou a pesquisa
de possiveis aplicacdes farmacoldgicas dessas plantas na medicina humana e veterinéria,

incluindo animais de producéo (Jéapelt e Jakobsen, 2013).
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Souza et al. (2013) avaliaram o desempenho e rendimento de carcaca e cortes de frangos
suplementados com 1,25-(OH)2Ds3, proveniente da Solanum glaucophyllum, em vérios niveis
de incluséo variando de zero a 5,0 pg de 1,25-(OH).Das/kg, e reducdo de Ca e P disponivel na
dieta. Os autores concluiram que o uso do 1,25-(OH):Ds de origem herbal influenciou
positivamente (p<0,05) o ganho de peso e¢ a conversdo alimentar com a inclusdo de 1,0 e
2,0pg/kg, em conjunto com a reducgdo de 20,0% de célcio e fosforo disponivel. O consumo de
racdo e rendimento de carcaca e cortes ndo apresentaram diferengas (p>0,05) para 0s niveis
estudados. Trabalho semelhante foi conduzido por Vieites et al. (2014) que utilizaram niveis
variando de zero a 2,5 pg de 1,25-(OH).D3/kg, mantendo os niveis de Ca e P. Diferente dos
resultados encontrados por Souza et al. (2013), o uso de até 2,5 pg/kg de ragdo néo influenciou
(p>0,05) o desempenho. Os rendimentos de carcaca e de cortes nobres dos frangos de corte
também ndo foram afetados pelos tratamentos avaliados (p>0,05). Esses resultados estdo de
acordo com grande parte dos estudos que envolvem a vitamina D3, indicando que, quando os
niveis de célcio e fésforo disponivel estdo atendendo as necessidades nutricionais, ndo séo
verificados efeitos diretos da suplementacdo desta vitamina (Edwards Jr., 2002).

Alves (2014) avaliou o desempenho e qualidade 6ssea de frangos de corte recebendo
dietas com niveis variados de vitamina D3z (100%, 75%, 50%, 25%, 0%) suplementados com
1,25-(0OH)2D3 obtido de folhas secas de Solanum glaucophyllum, aos 21 e 42 dias de idade,
comparados ao tratamento controle (100% de vitamina D3 sem suplementagéo). Aos 21 dias de
idade, os frangos que receberam o tratamento com 75% vitamina D3 + 1,25-(OH).D3 apresentou
maior peso médio (p<0,05), quando comparado aos do grupo controle, e, aqueles que receberam
o tratamento com o 1,25-(OH).Ds como fonte Unica de vitamina Dz apresentaram peso médio
menor que o controle (p<0,05). Aos 42 dias, a melhora observada nas aves tratadas com 75%
vitamina D3 + 1,25-(OH).Ds néo persistiu. Entretanto, os piores resultados de ganho de peso
para o tratamento zero de vitamina Dz + 1,25-(OH).Ds se mantiveram, nesse periodo. A
morfometria dssea dos frangos ndo foi influenciada pelos tratamentos, nas duas idades. O
percentual de cinzas e a resisténcia 0ssea, aos 21 e 42 dias, foram menores (p<0,05) nas tibias
de aves alimentadas com zero de vitamina Dz + 1,25-(OH)2D3, e o percentual de Ca foi maior
(p<0,05) quando as aves receberam 75% de vitamina D3+ 1,25-(OH).Dz3. O autor constatou que
a reducdo para 75% no nivel de vitamina D3 suplementado com 1,25(0OH).D3 foi capaz de
manter os parametros de desempenho zootécnico e qualidade 0ssea, aos 21 e 42 dias. Porém, a
utilizacdo do 1,25(OH).Ds como fonte Unica de vitamina D3, na quantidade avaliada, prejudicou

0 desempenho zootécnico e resultou em piora dos parametros 6sseos, nas duas idades.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Estudar os efeitos da reducédo dos niveis de vitamina D3 e a suplementacdo ou ndo com
1,25(0OH).D3 sobre o consumo de racdo, peso corporal, conversdo alimentar, viabilidade,
conteldo mineral, caracteristicas biomecanicas e morfologia de 0ssos de frangos aos 21 e 40
dias de idade.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Verificar como a reducdo em 50% dos niveis de vitamina D3 utilizados
comercialmente afeta o desempenho e qualidade 6ssea de frangos de corte.

3.2.2. Verificar como a suplementacdo com 1,25(OH).Ds de origem herbal afeta o
desempenho e qualidade 6ssea de frangos de corte.

3.2.3. Verificar como os niveis de vitamina Dz e a inclusdo ou ndo de 1,25(0OH)2D3

interagem para as variaveis de desempenho e qualidade 6ssea em frangos de corte.
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RESUMO

Esta pesquisa foi conduzida para avaliar os efeitos de dois niveis de vitamina D3 (colecalciferol)
e ainclusdo ou ndo de 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25-(OH)2D3) no desempenho e qualidade
6ssea de frangos de corte. Foram utilizadas, ad libitum, dietas para as fases inicial (1 a 21 dias)
e de crescimento (22 a 40 dias). O suplemento vitaminico forneceu quantidades adequadas de
todas as vitaminas, exceto a vitamina Ds. Os niveis de vitamina D3 utilizados foram: 2.500 e
2.000 Ul/kg, para a fase inicial e de crescimento, respectivamente, de acordo com o0s niveis
comercialmente utilizados, e 1.250 e 1.000 Ul/kg, para a fase inicial e de crescimento,
respectivamente, representando uma reducao de 50%. A fonte de 1,25-(OH)2D3 foi um produto
comercial a base de folhas secas de Solanum glaucophyllum (0,5 pg 1,25-(OH)2D3s/kg). O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2x2. 960 pintos
machos Cobb®500 de um dia foram distribuidos aleatoriamente em 32 boxes, com 30 pintos
cada. Cada tratamento apresentou oito repeti¢cbes. Com 21 e 40 dias de idade, um frango por
repeticdo foi abatido e as tibias e fémures retirados. Os 0ssos foram avaliados pela determinacéo
do conteudo mineral, ensaio biomecénico e analise morfoldgica. Ndo foram observadas
diferencas significativas relacionadas aos niveis de vitamina Dz e a adi¢do ou ndo do 1,25-
(OH)2Ds para desempenho, contetido mineral, resisténcia, rigidez e morfologia. A tenacidade
foi menor quando o 1,25-(OH).D3 foi utilizado aos 21 dias, no entanto, esse efeito ndo persistiu
aos 40 dias de idade das aves. A reducdo em até 50% nos niveis de vitamina D3 foi suficiente
para assegurar o desempenho e desenvolvimento 0sseo dos frangos aos 21 e 40 dias de idade.
A incluséo de 0,5 pg 1,25-(OH).Da/kg, como suplementacdo em dietas com niveis suficientes
de vitamina D3, ndo apresentou efeito na melhora do desempenho e da qualidade d¢ssea dos
frangos aos 21 e 40 dias de idade.

Palavras-chave: vitamina D3, 1,25-(OH)2Ds, frangos de corte, qualidade 0ssea



26

The effect of 1,25- dihydroxycholecalciferol and two cholecalciferol levels on broiler
performance and bone quality

ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effect of two levels of vitamin D3 (cholecalciferol)
and the inclusion or not of 1,25- dihydroxycholecalciferol (1,25-(OH)2D3) on live performance
and bone quality of broiler chickens. Diets for starter (1 to 21d) and grower (22 to 40d) periods
were used ad libitum. A vitamin supplement provided adequate amounts of all vitamins except
for vitamin Ds. The vitamin D3 levels were: 2.500 and 2.000 Ul/kg, for the starter and grower
periods, respectively, according to levels commercially used, and 1.250 and 1.000 Ul/kg,
representing a reduction of 50%. The 1,25-(OH).Dz source was a commercial product consisting
of dried leaves of Solanum glaucophyllum (0,5 pg 1,25-(OH).Da/kg). The experimental design
was completely randomized in a 2x2 factorial arrangement. 960 day-old male Cobb®500 broiler
chicks were randomly distributed into 32 floor pens, with 30 chicks each. Each treatment was
replicated eight times. On day 21 and 40, one broiler per replicate was killed and tibiae and
femora were removed. The bones were analyzed through mineral content determination, a
biomechanical assay and morphological analysis. No significant differences were found related
to vitamin D3 levels and the addition or not of 1,25-(OH).Ds for live performance, mineral
content, strength, stiffness and morphology. Toughness was lower when 1,25-(OH)2Ds was
used at 21 days, but this effect did not persist at 40 days of age. The reduction up to 50% of the
vitamin D3 levels is sufficient to ensure the performance and bone development of broilers at
21 and 40 days of age. The inclusion of 0,5 pg 1,25-(OH).D3/kg in addition to diets with
sufficient levels of vitamin Dz showed no effect on the improvement of live performance and
bone quality at 21 and 40 days of age.

Key-words: vitamin D3, 1,25-(OH)2Ds, broilers, bone quality.

INTRODUCAO

Com o objetivo de atender a demanda crescente por alimento, aumentou-se 0 uso de aves
altamente especializadas com potencial genético para crescimento. O rapido desenvolvimento

muscular ndo foi acompanhado pelo suporte 0sseo adequado, que permaneceu imaturo,
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sobrecarregando o sistema locomotor. Como consequéncia, ha alta mortalidade, reducdo do
bem estar das aves e aumento nas fraturas, decorrentes da fragilidade 6ssea, levando a perdas
econbmicas significativas (Silva et al., 2001, Aradjo et al., 2012, Souza, 2012). Portanto, a
formulacdo de dietas especificas utilizando vitamina D e seus metabolitos é apontada como
alternativa para reduzir essas perdas. A qualidade dssea e os efeitos da vitamina D3 sdo
tradicionalmente avaliados pela histologia, estimativa de cinzas, calcio e fosforo, e pela forca
de quebra dos ossos (Thorp e Waddington, 1997, Whitehead, 2004).

O conteldo de vitamina D presente nos ingredientes utilizados na alimentacdo das aves é
usualmente ignorado durante a formulagdo e a necessidade vitaminica é suprida,
completamente, pela adicdo de suplementos vitaminicos (Nutrient..., 1994). Como a poténcia
da vitamina D é cerca de 10 vezes inferior a da vitamina D3 (colecalciferol), para frangos de
corte, esta ultima é mais utilizada. A vitamina D3z é absorvida no intestino delgado, e, para
alcancar a sua principal forma metabolicamente ativa, o 1,25- dihidroxicolecalciferol (1,25-
(OH)2D3), deve ser hidroxilada, primeiro, no figado em 25-hidroxicolecalciferol (25-(OH)Ds),
e, em seguida, nos rins (McDonald et al., 1995). A acdo do 1,25-(OH).D3 € semelhante a de um
horménio esteroide, e ele possui importante papel na homeostase do célcio e fosforo,
crescimento e remodelamento ésseo e no sistema imune (Klasing, 1998, Kochupillai, 2008,
Muszkat et al., 2010).

De acordo com o NRC e manual Cobb® 500, os niveis recomendados de vitamina D3 sdo
200 Ul/kg e 5.000 Ul/kg, respectivamente (Nutrient..., 1994, Suplemento..., 2012). A
deficiéncia ou desequilibrio de vitaminas e minerais, como a vitamina D, célcio e fésforo,
podem estar associados ao desenvolvimento de desordens esqueléticas, como o raquitismo
(Leeson et al., 1995). Entretanto, a industria de suplementos trabalha com uma margem de
seguranca cinco a 10 vezes superiores a real necessidade das aves (Coelho et al., 2001). Esse
excesso de vitamina D3z pode ser toxico para os tecidos, apresentar efeito negativo nos
problemas de perna, reducdo no ganho de peso e é responsavel pelo aumento dos custos dos
alimentos (Cruickshank e Sim, 1987, Nutrient..., 1994).

A suplementacdo com diferentes metabdlitos e uma fonte de vitamina Dz é um método
para maximizar o desempenho de frangos de corte. O uso de metabolitos pode reduzir a energia
despendida pelo frango, pois os metabolitos se encontram em uma forma avangada e disponivel
para utilizacdo imediata. Por essa razéo, podem melhorar os resultados de desempenho das aves
(Garcia, 2013).
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O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos de dietas com dois niveis de vitamina Dz com
e sem a suplementacédo de 1,25-(OH)2D3 no desempenho e desenvolvimento ésseo de frangos

de corte.

MATERIAL E METODOS

Delineamento e condigdes experimentais

A execucdo deste experimento foi aprovada pelo Comité de Etica e Principios de
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG — n°.
225/2014). O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso (DIC), consistindo de um
arranjo fatorial 2x2: incluséo ou ndo de 1,25-(OH).D3 e dois diferentes niveis de vitamina Ds,
oito repeticOes e 30 aves por unidade experimental.

Pintos Cobb500® machos, de um dia (n=960), foram obtidos de um incubatdrio local e
distribuidos em boxes em um galpéo de cortinas laterais, com design comercial e experimental.
Trinta pintos foram alojados em cada um dos 32 boxes (14 frangos/m?). A cama utilizada foi
de cepilho de madeira e cada box foi equipado com bebedouro automaético e comedor tubular,
fornecendo acesso ad libitum a 4gua e alimento durante o experimento. O programa de luz foi
de 24h de luz nos primeiros 14 dias de idade e iluminacdo natural apds esse periodo.

As dietas foram a base de milho e soja e formuladas para o periodo inicial (1 a 21 dias) e
de crescimento (22 a 40 dias). Para a formulacdo das dietas, foram considerados os niveis
nutricionais das matérias primas de acordo com Rostagno et al. (2011). A composic¢do das dietas
iniciais e de crescimento estdo na Tabela 1. Em todas as dietas, o suplemento vitaminico foi
utilizado para fornecer a quantidade adequada de todas as vitaminas, exceto a vitamina Ds.

Os dois niveis de vitamina Ds foram: 2.500 e 2.000 Ul/kg para a fase inicial e de
crescimento, respectivamente, de acordo com os niveis comercialmente utilizados (100%); e
1.250 e 1.000 Ul/kg para a fase inicial e de crescimento, respectivamente, representando a
reducdo de 50%. A fonte de 1,25-(OH).Ds utilizada foi um produto comercial obtido de folhas
secas da planta Sul Americana Solanum glaucophyllum (SG) (10ppm). A inclusdo foi de
50g/ton, de acordo com as recomendacdes do fabricante, resultando na adicéo de 0,5 pg 1,25-
(OH)2Da/kg na forma glicosada. A presenca do metabolito no extrato da planta e sua atividade
foram caracterizados por Napoli et al. (1977), Gil et al. (2007) e Bachmann et al. (2013).
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Tabela 1. Composicéo das dietas

Ingredientes Inicial! Crescimento?
Milho 57,50 57,50 63,00 63,0
Farelo de Soja (45% PB) 35,00 35,00 29,17 29,17
Farinha de carne/ossos (40% PB) 3,67 3,67 2,16 2,16
Oleo degomado de soja 2,25 2,25 3,66 3,66
Calcério 0,55 0,54 0,66 0,66
Sal 0,39 0,40 0,42 0,42
Suplemento mineral e vitaminico* 0,20 0,20 0,20 0,20
DL-Metionina (98%) 0,32 0,32 0,31 0,31
L-Lisina HCL (98%) 0,18 0,17 0,27 0,28
Cloreto de Colina (60%) 0,06 0,06 0,05 0,05
L-Treonina 0,04 0,04 0,08 0,08
1,25(0H)2D3 - 0,005 - 0,005
Total 100 100 100 100
Niveis nutricionais

EM, kcal/kg 2,997 2,997 3,152 3,152
Proteina Bruta, % 22,535 22,535 19,792 19,792
Extrato Etéreo, % 5,319 5,319 6,640 6,640
Calcio, % 0,932 0,932 0,764 0,764
P disp, % 0,467 0,467 0,363 0,363
Saédio, % 0,203 0,203 0,199 0,199
Lisina dig. aves, % 1,211 1,211 1,129 1,129
Metionina dig, aves, % 0,607 0,607 0,567 0,567
Met + Cis dig. aves, % 0,899 0,899 0,829 0,829
Treonina dig. aves, % 0,791 0,791 0,729 0,729
Triptofano dig. aves, % 0,237 0,237 0,203 0,203

* Suplemento Vitaminico Mineral (inicial) contém por kg: Vit. A 9.000 Ul, Vit. E 14 mg, Vit. K3 2 mg,
Vit. B; 2.5 mg, Vit. B; 6.2 mg, Vit. B¢ 4 mg, Vit. B2 14 mcg, Niacina 40 mg, Acido Félico 1 mg, Acido
Pantoténico 15 mg, Se 0,2 mg, | 1.2 mg, Fe 50 mg, Cu 10 mg, Mn 80, Zn 60 mg, Finase 500 FTU,
Halquinol 0,03g, MNGrow 0,5g, BHT 0,1 g. Suplemento Vitaminico Mineral (crescimento) contém por
kg: Vit Vit. A 7.000 Ul, Vit. E 11 mg, Vit. K3 1.6 mg, Vit. B; 1.6 mg, Vit. B, 4.5 mg, Vit. Bs 2.2 mg,
Vit. B12 10 mcg, Niacina 32 mg, Acido Félico 0.8 mg, Acido Pantoténico 12 mg, Se 0.2 mg, | 1.2 mg,
Fe 50 mg, Cu 10 mg, Mn 80, Zn 60 mg, Finase 500 FTU, Halquinol 0,03g, Salinomicina 0,066g, BHT
01g

Vitamina Ds: 2.500 (100%) e 2.000 (50%) Ul/kg. 2Vitamina D3: 1.250 (100%) e 1.000 (50%) Ul/kg.

Desempenho e medidas de qualidade 0ssea

Os frangos e as ragbes foram pesados semanalmente, durante todo o periodo

experimental, para avaliar o desempenho (consumo de racdo, peso corporal e converséo
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alimentar). Esses dados foram utilizados para calcular os valores acumulados de um a 21 dias
de idade e de 21 a 40 dias de idade. A mortalidade foi registrada diariamente, e usada para
ajustar a taxa de conversdo alimentar, obtida pelo consumo de racdo:ganho de peso.

Aos 21 e aos 40 dias de idade, um frango por repeticédo, selecionado dentro de uma faixa
de + 10% da média de peso da repeticdo, foi abatido por deslocamento cervical. Os fémures
direitos, tibias direitas e esquerdas foram removidos, dissecados e limpos de qualquer tecido
aderente. Para a avaliacdo bruta dos 0ssos longos (fémur direito e tibia direita) dos frangos, 0s
ossos foram seccionados longitudinalmente para revelar as placas de crescimento (zonas
hipertroficas e de proliferacdo), a espessura do cortex, e a quantidade e densidade de 0sso
trabecular e cartilagem nas regibes metafisarias e epifisarias. Os fémures direitos foram
analisados para determinacdo do conteudo de cinzas, calcio e fdosforo em 0ssos
desengordurados, conforme descrito pela AOAC (Official..., 2012). As tibias esquerdas foram
submetidas a um ensaio biomecanico utilizando a maquina universal modelo EMIC® DL 300,
em um teste de flexdo de trés pontos, com célula de carga de 2000N. Os valores de resisténcia
a quebra (determinada por forca méaxima), rigidez e tenacidade foram gravados pelo software
Instron Series IX. As tibias direitas foram fixadas em formalina neutra tamponada a 10% por
56 a 72 horas, e, em seguida, descalcificadas em &cido férmico 24%. Para a preparacdo das
l&aminas histoldgicas, os tecidos foram desidratados em concentragdes crescentes de etanol,
diafanizados em xilol e embebidos em parafina para obtencdo de cortes seriados de 4-um de
espessura, os quais foram corados com hematoxilina-eosina (HE) de acordo com Luna (1968)

e analisados em microscopio de luz.

Analises estatisticas

As medias de cada repeticdo foram a unidade experimental para os dados de
desempenho. O frango foi a unidade experimental para os dados de qualidade 6ssea. As médias
foram submetidas a ANOVA em um arranjo fatorial com niveis de vitamina D3 e presenca ou
auséncia de 1,25-(OH).D3 como os principais efeitos. Todas as possiveis interacdes dentro e
entre os principais efeitos foram avaliados usando o programa SAS (SAS Institute, 2002),
guando significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Os dados ndo normais
foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando 0 mesmo programa. Os parametros

de significancia utilizados foram baseados em p<0,05.
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As médias e resultados da ANOVA para consumo de racao, peso corporal e taxa de

conversao alimentar estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Efeito do 1,25-(OH).Ds3 e dos niveis de vitamina D3 sobre o consumo de ra¢édo (CR),

peso corporal (PC) e conversdo alimentar (CA) dos frangos aos 21 e 40 dias de idade

1-21d 1-40d

Tratamentos CA CA

CR(ky) PCa) oo CRKAD PCa) (o
Vit. D3
100% 1,301 1,043 1,300 4,746 3,154 1,525
50% 1,309 1,055 1,292 4,756 3,183 1,515
1,25(0OH).D3
Com 1,312 1,054 1,296 4,792 3,194 1,520
Sem 1,298 1,043 1,296 4,710 3,143 1,519
ANOVA
Vit. D3 0,610™ 0,283  0,215™ 0,818"™  0,438™  0,324™
1,25(0OH).D3 0,328™ 0,340™  0,955™ 0,083 0,173"  0,916™
Vit. D3 x 1,25(0H),Ds:  0,640™ 0,655"  0,059™ 0,443" 0,102"™  0,061™
CV (%) 3,155 2,988 1,442 2,735 3,298 1,867

"SNé&o significativo

Médias ndo seguidas por letras sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05)

N&o houve interagdo dos niveis de vitamina Dz com ou sem a incluséo de 1,25-(OH).Ds

(p>0,05). Aos 21 e 40 dias, 0 consumo de racéo, peso corporal e converséo alimentar ndo foram

influenciados pelo nivel ou fonte adicional de vitamina D3 (p>0,05).

A deficiéncia severa de vitamina D3 pode resultar em redugdo no consumo de ragédo e

levar ao desenvolvimento corporal anormal (Andriguetto et al., 2002). Esse fato ndo foi

observado no estudo, ja que ndo foram observadas diferencas no consumo de ragdo entre 0s

tratamentos. Isso indica que, a redu¢do em 50% dos niveis de vitamina D3, com ou sem a adi¢do

de 1,25-(OH).D3, fornece a quantidade necessaria de vitamina D3 para um desempenho normal

dos frangos. Os pesos corporais registrados no presente estudo, para todos os tratamentos, foram

superiores aos determinados pelo guia da linhagem de 971 g aos 21 dias e 2832 g aos 40 dias

de idade (Broiler..., 2015).
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Resultados contrarios foram encontrados por Souza et al. (2013). Esses autores avaliaram
0 desempenho de frangos suplementados com 1,25-(OH).Dz em niveis variando de zero a 5.0
Hg/kg, com reducdo em 20% na quantidade de célcio e fosforo disponiveis. O consumo de racéo
ndo foi influenciado pelos tratamentos. Entretanto, houve melhora significativa no ganho de
peso e taxa de conversdo alimentar quando os frangos foram alimentados com 1.0 e 2.0 pg 1,25-
(OH)2D3 /kg aos 42 dias.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os achados de Alves (2014). O
autor comparou um grupo controle com diferentes niveis de vitamina D3 suplementados com a
mesma quantidade de 1,25-(OH)2Ds. Os niveis de célcio e fosforo foram balanceados para todos
os tratamentos. A reducdo em 50% dos niveis de vitamina D3, com a adi¢do de 1,25-(OH).Ds3,
ndo diferiu do grupo controle para nenhum dos parametros de desempenho avaliados aos 21 e
42 dias.

Igualmente, Vieites et al. (2014) estudaram a inclusdo de seis diferentes niveis de 1,25-
(OH)2D3 (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 e 2.5 pg/kg), com niveis fixados de célcio e fosforo. Os autores
concluiram que a suplementacdo com até 2.5ug 1,25-(OH).D3 /kg ndo influenciou nos
parametros de desempenho aos 8 e 42 dias.

Esses resultados, assim como os resultados do presente estudo, estdo de acordo com
estudos relacionados a vitamina Ds e niveis balanceados de minerais. Isso indica que, quando
niveis de calcio e fésforo estdo adequados, ndo ha efeito direto da suplementacdo com vitamina
D3 no desempenho de frangos (Edwards Jr. et al., 2002). A adi¢do de mais de 1.200 a 1.600 Ul
de vitamina Dz por kg de racdo resulta em pequena resposta nesse parametro (Baker et al.,
1998).

A mortalidade durante o experimento ndo foi afetada significativamente pelos niveis de
vitamina D3 ou inclusdo do metabdlito, sem interagdo entre 0s niveis e a presenga ou auséncia
de 1,25-(OH)2Ds (p>0,05).

Desenvolvimento 6sseo

As médias e resultados da ANOVA para conteudo mineral ésseo estdo na Tabela 3.
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Tabela 3. Efeito do 1,25(0OH)2Ds e dos niveis de vitamina D3 nas cinzas (C), calcio (Ca) e
fésforo (P) dos ossos dos frangos aos 21 e 40 dias de idade

Tratamentos 1-21d 1-40d
C%) cCa®%) P%) C%) cCa%) P%)

Vit. D3
100% 43,69 16,73 7,10 43,27 15,38 6,76
50% 43,24 16,65 7,00 42,02 14,94 6,91
1,25(0H),Ds
Com 43,21 16,90 7,07 41,87 15,17 6,90
Sem 43,72 16,48 7,03 4341 15,17 6,77
ANOVA
Vit D3 0,567  0,779™ 0,643™ 0,304™  0,072™  0,460™
1,25(0H).D3 0,516™  0,169™ 0,883 M 0,193™  0,945™  0,5634™
Vlt' D3 X ns ns ns ns ns ns
1,25(0H):Ds 0,413 0,539 0,240 0,565 0,307 0,729

Cv 5,073 5,051 8,586 7,749 4,441 8,315

"S N&o significativo
Médias ndo seguidas por letras sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05)

N&o houve interagdo dos niveis de vitamina Dz com a adi¢do ou ndo de 1,25-(OH).Ds
para cinzas, calcio e fosforo aos 21 e 40 dias de idade (p>0,05). O contetdo mineral dos 0ssos
foi semelhante entre os tratamentos para as duas idades (p>0,05).

Resultados semelhantes foram encontrados por Alves (2014). O autor observou que a
reducdo de 50% dos niveis de vitamina, com a adi¢do de 1,25-(OH).Ds, ndo diferiu do grupo
controle para o conteido de cinzas e calcio no 0sso aos 21 e 42 dias de idade.

Elliot et al. (1995) avaliaram dois niveis de calcio (1.00% e 0,65%) e 1,25-(OH)2D3 (0 e
5ug/kg) em frangos de 3 semanas. Ambos 1.00% de céalcio e 5ug/kg de 1,25-(OH)2Ds
aumentaram as cinzas 6sseas nessa idade, o que ndo foi observado no presente estudo, com a

suplementacéo de 0,5 pg 1,25-(OH)2Ds e nivel balanceado de calcio.

As médias e resultados da ANOVA para resisténcia (forca maxima a quebra), rigidez e

tenacidade dos 0ssos estdo na Tabela 4.



34

Tabela 4. Efeito do 1,25(0OH)2D3 e dos niveis de vitamina Ds na forca maxima (FM —
resisténcia), rigidez (R) e tenacidade (T) aos 21 e 40 dias de idade

1-21d 1-40d

Tratamentos FM(N) R(Nmm) T(mJ)  FM(N) R(N/mm) T (mJ)
Vit. D3
100% 197,73 11324 32656 37278 17181 75338
50% 192,94 110,86 316,69 38475 17528 823,50
1,25(0H)2Ds
Com 187,62 117,82 28925b 401,72 178,60 771,19
Sem 203,05 106,29 35400a 35581 16849 805,69
ANOVA
Vit Ds 0,611™ 0,755™  0,649" 0,640 0,777"  0,243™
1,25(0H)2Ds 0,108™ 0,138™  0,005*  0,080™ 04127  0,562"
Vit. Dz X ns ns ns ns ns ns
L 250D 0,381™ 0,829™ 0,399 0,301™ 0,648™ 0,929

cV 13488 19,102 18,800 18923 19,800 21,101

"S N&o significativo

" <0,05

a-b Na mesma coluna, médias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Nd&o houve interagdo de niveis de vitamina Dz com ou sem o uso de 1,25-(OH).Ds para
resisténcia a quebra, rigidez e tenacidade aos 21 e 40 dias de idade (p>0,05). A resisténcia a
quebra e rigidez foram semelhantes entre os tratamentos aos 21 e 40 dias de idade (p>0,05).

Bachmann et al. (2013) investigaram a suplementacéo de dieta controle contendo 1.000
Ul vitamina D3s/kg, e Ca:P desequilibrado, com uma fonte sintética de 1,25-(OH).D3 (2,5 pg/kg
e 5ug/kg), extrato purificado de Solanum glaucophyllum (9,5 pg/kg e 37,8ug/kg) e folhas secas
de Solanum glaucophyllum (10 pg/kg). Os autores ndo encontraram diferencas significativas
(p>0,05) entre os tratamentos para resisténcia a quebra e rigidez das tibias aos 14 dias de idade.
O presente estudo também utilizou um produto derivado de folhas secas de Solanum
glaucophyllum como fonte de 1,25-(OH).Ds3, no entanto, a inclusdo utilizada (0,5 pg/kg) néo
foi suficiente para melhorar essas variaveis.

As propriedades mecanicas dos 0ssos sdo determinadas, primariamente, pela quantidade,
arranjo e estrutura molecular de colageno e conteddo mineral. Resisténcia e rigidez estdo
estreitamente relacionadas a mineralizagdo dos 0ssos (Turner, 2006), o que estd de acordo com
0 presente estudo, uma vez que nao houve diferenca entre os tratamentos para conteddo mineral,

resisténcia e rigidez osseas.
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A tenacidade foi influenciada por 1,25-(OH)2Ds aos 21dias (p<0,05) (Tabela 4). Quando
0 metabdlito foi usado, a tenacidade foi menor quando comparado aos tratamentos em que o
metabolito ndo foi utilizado. Essa diferenca ndo persistiu aos 40 dias de idade (p>0,05).

A tenacidade é uma variavel diretamente influenciada pelo conteddo de colageno dos
0ssos (Wang et al., 2002). Esse contetido ndo foi mensurado no presente estudo, e poderia
explicar os resultados encontrados. Essa propriedade biomecénica indica a quantidade de
energia absorvida necessaria para causar a falha do material (Turner e Burr, 1993).

Apesar de ter ocorrido reducdo na tenacidade quando o 1,25-(OH)2Ds foi utilizado
(p<0,05), esse fato ndo indica que 0s 0ssos sejam mais frageis. A forca maxima sustentada pelos
0ssos de todos os tratamentos foi semelhante (p>0,05), o que demonstra uma habilidade de
dobrar e resistir a carga aplicada.

A avaliacdo histologica da placa de crescimento 6sseo € um método de diagndstico
histopatologico de enfermidades 6sseas. Quando ha doenca no sistema locomotor, como o
raquitismo e a discondroplasia tibial, é possivel caracterizar mudanca na espessura da placa de
crescimento, reducdo da vascularizacdo e menor diferenciacédo e organizacao celular (Thorp e
Waddington, 1997).

A mudanca mais caracteristica observada em casos de deficiéncia de vitamina Dz em
frangos é o alargamento da placa de crescimento devido ao aumento das zonas de proliferacdo
e hipertrdfica. Provavelmente, a deficiéncia causa atraso na hipertrofia dos condrdcitos. Quando
a deficiéncia progride, ha aumento na porosidade do osso cortical devido a reabsorcéo,
determinando reducdo da forca mecénica de 0ssos longos (Klasing, 2008). Essas alteracdes ndo
foram encontradas durante a avaliacdo histopatoldgica das tibias de frangos aos 21 e 40 dias de
idade (Fig. 1). As placas de crescimento 6sseo das aves de todos os tratamentos foram regulares,
com espessura semelhante, vasos sanguineos e trabéculas dsseas bem distribuidos e sem a

presenca de retencdo de cartilagem, o que indica auséncia de doenca.
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Figura 1. Seccdes histoldgicas das tibias dos frangos aos 40 dias de idade. As imagens A, B, C
e D referem, respectivamente, a frangos alimentados com 100% de vitamina Dz sem 1,25-
(OH)2D3, 100% de vitamina Dz com 1,25-(OH)2Ds, 50% de vitamina Dz sem 1,25-(OH)2Ds; e
50% vitamina D3 com 1,25-(OH).Ds. E possivel observar, em todas as imagens, a espessura das
placas dsseas, formacéo das trabéculas 0sseas e vascularizagdo. HE, 10x.
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CONCLUSOES

No presente estudo, a redugdo em 50% dos niveis de vitamina Dz comumente usados na
producdo comercial de frangos ndo foi severa o suficiente para alterar o desempenho e
desenvolvimento 6sseo dos frangos de corte, o que pode explicar 0 motivo de ndo terem sido
observadas diferencas entre os tratamentos. Esses niveis (1.250 e 1.000 Ul/kg para fase inicial
e de crescimento, respectivamente) foram suficientes para assegurar o desempenho méximo e
desenvolvimento 6sseo de frangos aos 21 e 40 dias, em dietas com Ca e P balanceados.



37

A inclusdo de 0,5ug 1,25-(OH).Ds/kg, na forma glicosada, em dietas com niveis
suficientes de vitamina D3, ndo melhorou os parametros mensurados, mesmo quando 50% de
vitamina D3 foi usado. O uso de 1,25-(OH)2D3 resultou em menor tenacidade, mesmo que a
resisténcia, a rigidez, o contetdo mineral e a analise histologica tenham sido semelhantes.

Os resultados do estudo indicam que o desempenho e a qualidade 6ssea dos frangos ndo
foram influenciados pelos niveis de vitamina Ds ou a inclusdo de 1,25-(OH)2Ds. Esses
resultados suportam a afirmativa de que um excesso desnecessario de vitamina D3 € usado na

producao comercial de frangos.
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APENDICE

Densidade Mineral Ossea

As tibias esquerdas foram submetidas & analise de densitometria 6ssea (g/cm?) usando
0 densitdmetro de modelo DPX-ALPHA para determinacdo da densidade mineral dssea
(DMO).

A densidade mineral O0ssea € a massa de material 0sseo, organico e inorganico,
mensurado em uma area (g/cm?) e depende da absorcio de radiacio pelo esqueleto (Silva,
2003). Como a fragdo inorganica é o principal constituinte da matriz extracelular dos ossos, a
DMO é um bom indicativo da mineralizacéo 6ssea (Hailey et al., 1996). A mensuracdo da DMO
através da absorcdo de raios x de dupla energia (DXA) ndo é usada largamente em animais,
entretanto € considerada um meétodo padrdo para determinacdo de osteoporose em humanos
(Pinto Neto, 2002).

Os resultados da anélise de DMO aos 21 dias estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. DMO (g/cm?) aos 21 dias de acordo com os tratamentos

DMO (g/cm?)
Vitamina D3 Com 1,25-(0OH)2Ds Sem 1,25-(OH).D3 Média
100% 0,1148 Aa 0,0832 Ab 0,0990
50% 0,0495 Bb 0,1090 Aa 0,0792
Média 0,0821 0,0961

Médias seguidas por letras distintas, maitsculas na coluna e minusculas na linha, sdo
diferentes pelo teste Tukey (P<0,05). CV=21,57 %

Houve interacdo entre os tratamentos para DMO aos 21 dias de idade (p<0,05). Animais
alimentados com ragdo contendo 100% de vitamina D3 apresentaram, nos 0ssos, a maior DMO
com a utilizagdo de 1,25-(OH).Ds (p<0,05). Para animais alimentados com 50% de vitamina
D3 a maior DMO foi obtida sem a utilizagéo de 1,25-(OH).D3 (p<0,05). A suplementacdo com
1,25-(OH)2D3 nas ragdes favoreceu a DMO quando associado a 100% de vitamina D3 (p<0,05).
Quando nao houve suplementagéo com 1,25-(OH).Ds nas ragoes, ndo houve diferencga entre os

niveis de vitamina utilizados (p>0,05).

N&o foi encontrada explicacdo bioldgica para os resultados de DMO encontrados aos 21

dias ou dados semelhantes na literatura.
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Os resultados da anélise de DMO aos 40 dias estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. DMO (g/cm?) aos 40 dias de acordo com os tratamentos

DMO (g/cm?)
Vitamina D3 Com 1,25-(0OH)2D3 Sem 1,25-(0OH)2D3 Média
100% 0,0995 0,0856 0,0925 A
50% 0,0767 0,0745 0,0756 B
Média 0,0881 a 0,0800 a

Meédias seguidas por letras maitsculas e mindsculas distintas séo diferentes pelo teste Tukey
(p<0,05) CV=23,05 %

N&o houve interagdo entre os tratamentos para DMO aos 40 dias de idade (p>0,05). Animais
alimentados com racdo contendo 100% de vitamina Dz apresentaram maior DMO (p<0,05)
guando comparados aqueles que receberam racdo com 50%. Nao houve diferenca estatistica

entre a DMO de animais alimentados ou ndo com 1,25-(OH).D3 (p>0,05).
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