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RESUMO

SANCHEZ TORRES, David Enrique, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2012. Uso da vitamina 1 alfa hidroxicolecalciferol e de fitase
em dietas de frango de corte na fase inicial. Orientador: Horacio Santiago
Rostagno.

A suplementacido de Ca e P é de muita importancia na hora de formular dietas
para aves. O primeiro por ocupar muito espago na dieta, enquanto o segundo,
pelo alto custo, pelas reservas limitadas na natureza e pelo potencial poluente;
esses nutrientes representam uma fonte de melhoramento para os
nutricionistas na procura de maior eficiéncia. Neste trabalho, avaliou-se o uso
de dois dos aditivos disponiveis na industria com maior eficacia avaliada por
diferentes autores na liberacédo e absor¢ao de Ca e P. O primeiro corresponde
a utilizagdo de uma fitase de origem bacteriana (E. coli) com maior liberacéo de
Ca e P disponivel; e, o0 segundo, ao uso de um metabolito da vitamina D 1 alfa
hidroxicolecalciferol (1aOH-D3), que tem sido descrita por varios autores como
de maior poténcia na absor¢do de Ca e P. Os dois aditivos foram usados,
segundo as recomendagdes dos fabricantes. Para medir o efeito da
combinagdo dos aditivos sobre o desempenho e a retengdo mineral, foi
montado um experimento usando pintinhos Cobb machos de um dia de idade
distribuidos de maneira aleatéria em seis tratamentos com 10 repeticdes cada.
Utilizaram-se seis dietas que atingem os niveis nutricionais das tabelas
brasileiras de 2011, exceto para Ca (0,55 e 0,64%) e P disponivel (0,17 e
0,24%). Foram realizadas medi¢cdes de ganho de peso, consumo de ragao,
conversdo alimentar, cinzas de tibias, Ca e P na tibia. Os aditivos foram
utilizados sozinhos e em combinagdo, o que evidenciou um efeito positivo no
ganho de peso, no peso da tibia e na retengdo mineral. Encontraram-se
diferengas estatisticas no peso final, ganho de peso, peso da tibia e conteudo
de P na tibia. Outros parametros como conversao alimentar (CA), conteudo de
Ca na tibia e uniformidade apresentaram uma tendéncia positiva ao uso dos
aditivos, mas nao foi o suficiente para encontrar diferenca estatistica (p <
0,05%).
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ABSTRACT

SANCHEZ TORRES, David Enrique, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
December, 2012. Vitamin 1 alfa hidroxicolecalciferol and phytase in broiler
diets during starter phase. Adviser: Horacio Santiago Rostagno.

Calcium and Phosphorus supplementation are very important components of
poultry diets. Calcium, because it takes up considerable space in the diet, and
phosphorus, because of its high cost and potential negative environmental
impact. The objective of this experiment was to combine two feed additives that
work synergistically on calcium and phosphorus utilization. Published research
has elucidated how bacterial (E. coli) phytase allows greater calcium and
phosphorus release from phytate. Similarly several researchers have
demonstrated that the vitamin D metabolite (1aOH-D3) also shows an
improvement in calcium and phosphorus utilization from phytate and that
phytase and 1a0OH-D3 are additive. In order to measure the effect of both
additives on broiler performance and bone mineral retention, an experiment was
designed using day old Cobb males randomly distributed in floor pens among 6
treatments with 10 repetitions each. Six treatment diets were formulated based
on Brazilian nutritional requirements, except for Ca (0.55% and 0.64%) and
available P (0.17% and 0.25%). Both additives were used individually and in
combination. Measurements of body weight gain, feed intake, gain:feed, tibia
ash, and calcium and phosphorus from bone (tibia) was made. Addition of the
additives showed a positive effect on broiler performance and mineral retention.
Statistical differences (p < 0,05) were observed on final weight, weight gain,
total tibia weight and P retention. Other parameters such as gain:feed,
uniformity, tibia ash and Ca showed a numerical difference, but not enough to
achieve statistical significance.



1. INTRODUCAO

O calcio é o mineral de maior concentragéo no organismo, ficando 99%
nos 0ssos; portanto, uma de suas principais fungdes é fornecer suporte
estrutural e protecéo aos tecidos brandos. O calcio do fluido extracelular (FEC)
cumpre fungdes importantes como a contragdo muscular e condugao nervosa.
O desequilibrio dos niveis desse mineral é responsavel por multiplas alteragdes
como morte subita por infarto. No caso do fosforo, a importancia dele como
componente da membrana celular pode ser sua principal fungéo.

Os alimentos vegetais usados nas ragdes contém a maior parte do
fésforo na forma de fésforo fitico (myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hexakisfosfato).
Entretanto, os monogastricos ndo produzem a quantidade suficiente de enzima
fitase para quebrar o anel de fitato e absorver o fésforo contido nesse nutriente,
0 que levou a industria avicola iniciar o uso da enzima fitase exdgena ha mais
de 20 anos. As fitases podem ser produzidas por fungos ou bactérias como a
E. coli. O trabalho da enzima fitase chega s6 até o intestino, acrescentando a
quantidade de fosforo e calcio para ser absorvido. Para garantir a absorgéo
desses minerais, 0 organismo precisa da forma ativa da vitamina D: 1,25
dihidroxicolecalciferol. Atualmente, sabe-se que os frangos de corte ndo séo
capazes de produzirem quantidades suficientes de vitamina D (1,25-(OH),-D3)
em sua forma ativa ou hormonal. Embora a natureza dessa deficiéncia seja
desconhecida, acredita-se que o continuo processo de melhoramento genético
provocou reducdo em sua capacidade para transformar o 25-OH D3 em sua
forma ativa 1,25 OH,D3. Essa ultima esta envolvida na absorcao intestinal de
calcio e de fésforo na reabsorcao pelo rim, tanto na mineralizacdo quanto na
desmineralizacdo dos ossos, com deposi¢ao de calcio e fésforo nos ossos e na
mobilizacdo desses (ATENCIO et al., 2009). Além disso, essa forma ativa
mantém a homeostase do calcio no organismo, o que € vital para o bom
funcionamento dos sistemas muscular e nervoso (DE LUCA, 2008).

A maior parte da formagéo de tecido 6sseo ocorre em frangos até aos
21 dias de idade. Dois processos que ocorrem simultaneamente sdo a
ossificagao intramembranosa no peridsteo e ossificagcdo endocondral no disco

epifisario. A ossificacdo intramembranosa ocorre a partir do tecido conjuntivo



onde as células mesenquimatosas s&o diferenciadas em osteoblastos (SIMAO,
2008).

O colecalciferol é produzido na pele pela agdo dos raios ultravioleta
(UV), que é transportado até o figado onde se hidroxila a 25-OH Dj;, para
posteriormente ser ativado no rim a 1,25-(OH),-D3; a partir desse momento a
molécula cumpre fungdes hormonais (KANIS, 1982). A ativacdo dessa
molécula se realiza pela agdo da enzima 1a hidroxilase renal, que é controlada
principalmente pelo paratorménio (PTH) e pelos niveis de calcio e de fosfato
circulantes (DE LUCA, 2008). O excesso do horménio PTH é regulado,
principalmente, por seu armazenamento no tecido gorduroso (KANIS, 1982).

As aves podem suprir a necessidade delas de vitamina D3 a partir da
suplementagao de vitaminas, da produgdo enddégena (radiagao ultravioleta) e
de subprodutos de origem animal (ATENCIO et al., 2009). Adicionalmente, um
precursor da D3, a vitamina D, (ergocalciferol), pode ser obtida das dietas de
origem vegetal (KANIS, 1982).

Quanto ao efeito intestinal, o horménio ativo estimula a absor¢ao de
calcio (duodeno e primeira porgdo do jejuno) e de fosforo (jejuno e ileo)
atuando nas células do epitélio intestinal.

Em relacdo ao efeito 6sseo, a 1,25-(OH),-D; produz elevagdo da
calcemia, atuando nos osteoclastos, o0 que aumenta sua atividade e estimula a
totalidade da superficie de reabsor¢do. Em casos de hipocalcemia, se ocupa
de restabelecer os niveis adequados de calcio circulante, estimulando a
absorcao de calcio no intestino e sua reabsorcéo no tecido ésseo.

Ja no efeito renal ha o aumento da 1,25-(OH),-D3 que atua sobre a
regulacéao renal do calcio e fésforo, aumentando a reabsor¢ao do primeiro e
reduzindo o segundo.

Embora o uso do colecalciferol em dietas de frangos seja pratica
comum ha muitos anos, Haussler et al. (1973, citado por EDWARDS et al.,
2002) realizaram os primeiros trabalhos com 1aOH-D3; como substituto do
colecalciferol (D3) em frangos jovens, encontrando que a 1aOH-D; era pelo
menos cinco vezes mas ativa que a D3 na mobilizagdo de calcio nos ossos e
atuavam em duas horas na absor¢cdo e no transporte de calcio do intestino

(BORIS et al., 1977). Adicionalmente, esses autores nao encontraram



diferengas no uso da 1a0OH-D3 e o hormdnio ativo 1,25-(OH),-D3, concluindo
que o uso de qualquer uma das duas moléculas produzira resultados similares.

Deficiéncias da 1,25-(OH),-D; podem repercutir em degeneragdes
O0sseas como discondroplasia tibial (DT), o que provoca grandes perdas na
industria avicola. Embora a suplementagdo com 1,25-(OH),-D3 ou com 1aOH-
D3 reduza de maneira importante esse problema, Edwards et al. (2002) e Thorp
et al. (1993) observaram que a suplementacao dietética com 5 ug/kg de 1,25-
(OH),-D3 reduziu a DT em frangos selecionados por sua alta incidéncia nessa
deformagéo e que com 10 ug/kg eliminou-se quase por completo a incidéncia
de lesbes severas.

A vitamina 1a0OH-D3 funciona sinergicamente com enzimas fitases
exdgenas, ja que essa ultima atua no tubo intestinal superior com pH baixo
para auxiliar na transformacao do fitato a fosfato e inositol. A 1aOH-D3; tem
maior incidéncia no tubo intestinal inferior a um pH mais alto (MITCHELL;
EDWARDS JR, 1996).

Varios autores tém relatado a presenca dos metabolitos 1aOH-D3 e o
1,25 (OH),D3 na utilizagdo de fosforo fitico (EDWARDS, 1993; BIEHL et al.,
1995; MITCHELL; EDWARDS JR, 1996; BIEHL; BAKER, 1997). Entretanto, o
mecanismo desse processo € desconhecido e encontra-se em investigagao.

O uso dos aditivos fitase e vitamina 1aOH-D3 ou 1,25 (OH),D3; permite
reducdo dos niveis de Ca e P na racédo, o que resulta numa melhor eficiéncia
de absorgc&o dos minerais traco, incluindo o zinco e manganés (ROBERSON;
EDWARDS, 1994; BIEHL et al.,, 1995), que sédo conhecidos por dispor de
menor utilizagdo em presenga de &cido fitico (O'DELL; SAVAGE, 1960;
HALPIN; BAKER, 1986).

Este trabalho objetivou avaliar o uso de uma enzima fitase e da
vitamina 1 alfa hidroxicolecalciferol em forma isolada e em sinergia sobre o
desempenho e retengao de calcio e fosforo em frangos de corte.

Especificamente, pretendeu-se avaliar os efeitos da enzima fitase e 1
alfa-hidroxicolecalciferol sobre o desempenho de frangos de corte e parametros

0sseo0s., assim como sobre os parametros de rendimentos de peito.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fitase

A fitase foi descoberta ha mais de um século em 1907 por Suzucki nos
graos de arroz. Os primeiros trabalhos de desenvolvimento de uma fitase
comercial para aves e suinos foram nos anos de 1960, relatados por Wodzinski
e Ulha (1996), em resposta a capacidade do fitato de limitar a disponibilidade
de calcio (Ca) e de fésforo (P) em ragbes para aves, seguidos de outros
autores que desenvolveram estudos na mesma linha de pesquisa (WARDEN;
SCHAIBLE, 1962; NELSON et al., 1968b; ROJAS; SCOTT, 1969).

O intestino delgado dos monogastricos tem limitada capacidade de
hidrolisar fitato, em razdo da deficiéncia de enzima fitase e baixa populacéo de
bactérias na primeira parte do trato gastrointestinal (IQBAL et al., 1994).

A fitase foi comercializada como derivado do fungo Aspergillus niger
para ragbes de aves e suinos até 1991. Inicialmente, o foco da utilizagdo da
fitase era para reduzir os niveis de descarga de P no meio ambiente. Num
estudo desenvolvido por Simons (1990), foi demonstrado que 1.000 FTU
reduziam a excrecédo de P em 35% para suinos e 47% em frangos.

A proibicdo do uso de farinhas de carne e 0ssos em varios paises
aumentou consideravelmente o uso da fitase nos anos de 1990 (BEDFORD,
2003).

O substrato fitato € encontrado em diferentes alimentos de origem
vegetal, onde o componente P serve como reserva desse mineral durante a
germinagao. Além disso, o fitato cumpre uma fungdo de protegdo contra o
estresse oxidativo durante a vida da semente (DORIA et al., 2009).

O fitato apresenta-se como sal conjugado do acido fitico (myo-inositol
hexafosfato, IPs) e tem peso molecular de 660 Da. A concentragéo de P é de
282 g por kg'1 e consiste em seis moléculas de P localizadas sobre um anel de
seis carbonos (CeH18024P%).

O fitato € importante ndo sé pelo conteudo de P; é uma molécula que
tem a capacidade de carregar 12 cargas negativas, dando alta afinidade para
quelar cations divalentes como Ca’™, Zn"", Fe™" e Cu™. A formacdo do
complexo Ca-fitato reduz a disponibilidade de Ca e P (EVANS; PIERCE, 1981).



As enzimas fitases exdgenas tém a capacidade de degradar o IP6 até
inositol e liberar seis moléculas de P. Hope e Schwarz (1993) concluiram que
500 FTU sao equivalentes a 1 g de P na forma de fosfato monocalcitico em
dietas milho e soja. Segundo Bedford e Partridge (2001), uma racéo de milho e
soja contém 2,8 g de fitato/kg™, e 500 FTU degradam 40% desse fitato.

Além dos efeitos da fitase na liberagdo de P e no aumento na
disponibilidade de Ca, as pesquisas evidenciam efeitos positivos na energia.
Pirgozliev et al. (s.d.) observaram que em aves o uso da fitase tem impacto
menor na energia metabolizavel (EM) e maior na energia liquida. Baker (1998)
sugeriu que o impacto positivo da fitase sobre a utilizagdo da energia é por
causa do acumulo do aumento da proteina, da gordura e do amido digestiveis.

Essa proposta foi conferida por Camden et al. (2001).
2.2. Classificacao das fitases

As enzimas fitases podem ser classificadas de acordo com diferentes
parametros como mecanismo catalitico, pH de agcdo ou dependendo o numero
do carbono onde é iniciada a defosforizagdo (MULLANEY; ULLAH, 2003). De
acordo com o0 mecanismo catalitico, essas enzimas podem ser classificadas
em fitase histidina acida (HAPhy), B-propeller fitase (BPPhy), cisteina fitase
(CPhy) ou fitase purpura acida (PAPhy) (MULLANEY; ULLAH, 2003;
GREINER, 2006). Segundo o pH de acdo, as fitases podem ser acidas ou
alcalinas e com base no carbono onde ¢ iniciada a defosforizagdo sdo 3-fitase,
6-fitase ou 5 fitase. A maioria das fitases do mercado é da subfamilia da fitase
histidina acida (WODZINSKI; ULLAH, 1996; MELLANEY et. al., 2000;
KONIETZNY; GREINER, 2002; LEI; PORRES, 2003).

De acordo com o inicio da desfosforilacdo, tém sido estudadas as 3-
fitases e as 6-fitases. Inicialmente as 3-fitases tém sido consideradas de origem
microbial e as 6-fitases, de sementes e plantas (GREINER, 2002).

Pesquisas in vitro com fitases purificadas e fitato de sdédio como
substrato amostram que essas fitases hidrolisam o fitato pela continua
desfosforilagdo, gerando ortofosfato e uma série de fosfatos de myo-inositol
parcialmente fosforizados. Os produtos dessas reagdes servem como substrato
para hidrolises posteriores (KONIETZNY; GREINER, 2002).



Geralmente, as fitases ndo tém a capacidade de hidrolisar o anel de
fitato completamente. A posigdo C-2 no anel de myo-inositol tem mostrado ser
resistente a acado dessas enzimas. Além de sua origem bacteriana ou de
fungos, a maioria das fitases histidina acida libera cinco dos seis fésforos do
fitato, e o produto final tem sido identificado como myo-inositol (2) fosfato
(COSGROVE, 1970; LIM; TATE, 1973; HAYAKAWA et al., 1990; WYSS et al.,
1999b; GREINER et al., 2000a, 2001a, 2002, 2007a e 2009; NAKANO et al.,
2000).

2.3. Historia da vitamina D

A vitamina D foi descoberta por Mellanby (McDOWELL, 2000) quando
esse estudioso observou caracteristicas especiais relacionadas a uma
sustancia antirraquitica contida no 6leo de figado de peixe. Embora Mellanby
ter sido o primeiro a identificar a substancia, foi McCollum quem esclareceu a
duvida em 1922, por meio da destruicdo da vitamina A no 6leo de peixe,
injetando borbulhas de oxigénio e aquecendo. Mesmo depois da destruicdo da
vitamina A, essa substancia ainda era capaz de curar o raquitismo. Assim, em
1922, McCollum concluiu que aquela sustancia desconhecida representava
outra vitamina lipossoluvel que depois foi chamada de vitamina D
(McDOWELL, 2000).

Em 1966, De Luca demonstrou maior atividade antirraquitica de outros
compostos mais potentes que a vitamina D3. O primeiro desses metabdlitos foi
250HD3, que é produzido no figado. O metabdlito 250HD3 foi quimicamente
produzido por Blunt e colaboradores em 1968. Utilizando-se de quimicos
radioativos, foi demonstrado que o 250HD; é transformado em outros trés
compostos distintos, sendo o mais importante deles o 1,25 (OH),D3. No inicio
dos anos de 1970, determinou-se que os rins sdo o principal tecido na
producao de 1,250HD3. A partir dos descobrimentos que demonstram que a
forma ativa da vitamina D é produzida nos rins e € encontrada nos nucleos das
células intestinais, foi introduzido o conceito que, em termos de estrutura e

modo de agao, a vitamina D é similar aos horménios (McDOWELL, 2000).



2.4. Precursores da vitamina D

Varios compostos sao derivados dos esterdis e pertencem a familia da
vitamina D; todos esses realizam as mesmas fungdes. O mais importante deles
€ o colecalciferol ou vitamina D3. Esse composto é formado pela radiagdo solar
a partir do 7-deidrocolesterol. O colecalciferol ingerido na ragédo € idéntico ao
produzido pelos raios solares. Existem mais de 10 pro-vitaminas que depois da
irradiagdo formam compostos com atividade antirraquitismo. Os dois
compostos mais encontrados na natureza sao o ergocalciferol (vitamina D;) e o
colecalciferol (vitamina D3). Todos os esterois com atividade de vitamina D tém
0 mesmo nucleo de esteroide. Esses s6 diferem no tipo da cadeia ligada ao
carbono 17 (McDOWELL, 2000).

O ergocalciferol é oriundo de um esteroide vegetal comum, o
ergosterol, e € usualmente uma fonte de vitamina D nas dietas. O colecalciferol
€ produzido unicamente a partir de produtos de origem animal. O 7-
dehidrocolesterol é derivado a partir do colesterol ou do 6leo de figado de
peixe, que € sintetizado no organismo e permanece armazenado na pele,
parede intestinal e outros tecidos (McDOWELL, 2000). Os precursores da
vitamina D ndo tém atividade antirraquitica até que o anelo B é aberto pela
irradiacao entre as posi¢des 9 e 10, formando duplo enlace entre os carbonos
10 e 19 para formar a vitamina D (McDOWELL, 2000).

2.5. Metabolismo e ativagao da vitamina D

A vitamina D é absorvida no trato gastrointestinal em associagdo com
outros lipideos, igual as outras vitaminas lipossoluveis, sendo necessaria a
presenca de sais biliares para sua absorcdo. Depois de ser absorvida, a
vitamina D com outros lipideos é transportada pelo portomicron até o figado
(McDOWELL, 2000).

A vitamina D ou colecalciferol da dieta € a forma n&o ativa dessa
vitamina D que precisa ser ativada pelo figado para ser transformada em 25
OH D3. Nos rins € novamente hidroxilada até 1,25 (OH), D3;. O processo no

figado néo é regulado, embora nos rins o processo de hidroxilagdo no carbono



1a seja estritamente regulado pelos horménios PTH e calcitonina, sendo a taxa
de ativagao dos rins menor que a do figado.

A hidroxilagdo da 250HD3 depende da acdo da enzima NADP-
citocromo dependente (P450-redutase), tendo seu desenvolvimento no sistema
microssomal hepatico; a acdo dessa enzima é dependente da concentracido de
25(0OH)D3 armazenado (BARRAL et al., 2007).

O processo no figado é regulado somente pela retroacdo da mesma
250HD3. Ainda que a vitamina D3 seja ingerida varias vezes, a concentragéo
de 250HD3 ndo aumenta (GUYTON, 2006). O horménio PTH é necessario
para a ativagdo do metabolito 250HD3 a 1,25(0OH),Ds;. Na auséncia da PTH &
produzida uma quantidade minima de 1,25 dihidroxicolecalciferol (GUYTON;
HALL, 2006).

Parte da 25(0OH)D3 é excretada na bile e reabsorvida no intestino
delgado, criando uma circulagdo éntero-hepatica (BAYNES; DOMONICZAK,
2000); o restante se une a uma proteina transportadora, a transcalciferina,
sintetizada no figado, que sao levados aos rins.

Os niveis de ions de calcio sdo inversamente proporcionais aos niveis
de PTH. Portanto, o Ca exerce papel determinante na hora da secrecédo de
PTH. No caso dos mamiferos, o nivel de Ca médio é de 9-10 mg/100 ml. Caso
o nivel esteja acima ou abaixo dessa faixa, o horménio PTH vai ser secretado
ou inibido (GUYTON; HALL, 2006).

Boris (1977) avaliou a atividade de varios metabdlitos da vitamina D3
(1,25(0OH),D3; 250HD3; 1aOHD3; e colecalciferol), mensurando o peso das
tibias de frangos de corte. Segundo Boris (1977), o metabdlito 1aOHD3 é cinco
vezes mais ativo que o colecalciferol e o 250HD3. Entretanto, esse autor

encontrou diferenga significativa entre os metabolitos 1,25(0OH),D3 e 1aOHD:s.

2.6. Calcitonina

A calcitonina € um hormoénio secretado pela gléndula tiroide e sua
principal fungédo € diminuir os niveis de calcio plasmatico. De modo geral, os
efeitos desse horménio sdo opostos aos do PTH (GUYTON; HALL, 2006). A
calcitonina inibe a enzima 1a hidroxilase e estimula a 24 hidroxilase. O
resultado € uma inibicdo na sintese de 1,25 (OH),D; e a produgdo da



24,25(0H),D3, que praticamente ndo tem atividade na absor¢cdo de Ca e P.
Esse hormdnio estimula a agado dos osteoblastos para a deposicédo de Ca e P

NOS 0SSOS.

2.7. Absorgao intestinal de Cae P

Depois da ativagdo da 1,25(0OH),D3; nos rins, essa é aderida ao
enterocito por meio de um receptor chamado VDR (Vitamin D Receptor) e é
transferida ao nucleo da célula onde interage com o material genético (SCOTT
et al., 1982). Em resposta a acdo da 1,250H;D3;, aumenta a sintese de
proteinas responsaveis na absor¢ao de Ca (Calcium Binding Protein, CaBP) e
P (Fostatase Alcalina) (MILLER et al., 1965). A CaBP nao foi encontrada no
intestino de frangos com raquitismo; entretanto, p&de-se verificar seu
aparecimento depois da administragdo de 1,25(OH);Ds.

Além do incremento na producdao de CaBP e fosfatase alcalina
promovido pela 1,25(0OH);D3, também foi demonstrado um incremento de
outras proteinas na mucosa intestinal como Ca-stimulated ATPase e enzima
fitase (COLLINS; NORMAN, 1991).

2.8. FGF - 23 (Fibroblast Growth Factor 23)

Recentemente, foi esclarecida a participacdo do hormdénio FGF-23
(Fibroblast Growth Factor 23), que € secretado pelos ossos, atribuindo esses
uma nova funcgéo, a de glandula secretora, além de suporte estrutural.

O horménio FGF 23 é um peptideo de 32 kD (251 aa) produzido
principalmente nos osteoblastos e ostedcitos, € responsavel pela regulagéo do
nivel de P na urina. Esse horménio exerce sua fungcao na ativacéo ou inibicao
da enzima 1a hidroxilase e das proteinas transportadoras Na-P. Depois da
ativacdo da vitamina D em sua forma hormonal 1a,25(0OH),D; aumenta a
reabsor¢cdo do Ca nos rins e reduz a reabsorgcdo de P pela via de inibicdo dos
transportadores de sodio-fosfato (NaPi2a e NaPi 2c). A resposta liquida dos
rins & acrescentar o Ca e diminuir o P na urina para restabelecer de maneira
rapida a relagao Ca:P no conteudo extracelular (CRENSHAW, 2011).



As fungbes elementares dos ossos como suporte estrutural e reserva
mineral ja s&o conhecidas. Estudos recentes descrevem que os ossos também
possuem funcdo enddcrina (FUKUMOTO; MARTIN, 2009; PRIE;
FRIEDLANDER, 2010). A sintese e secreg¢do de duas proteinas, FGF23 e
osteocalcina, pelos osteoblastos, constituem suficiente evidéncia para
considerar que os ossos atuam também como uma glandula enddcrina. A
osteocalcina € um hormdnio produzido pelos osteoclastos e atua no pancreas
para regular a sintese de insulina (CRENSHAW, 2012).

Os resultados evidenciam interacdo entre o FGF23 e a vitamina 1a
(OH), Ds;. Shimada et al. (2004) observaram que os niveis de FGF23
aumentaram depois da injecdo de 1a(OH);D; em ratos. O FGF23 esta
diretamente envolvido na expressao de enzimas necessarias na ativagao e
degradacao renal da vitamina D (Figura 1) (CRENSHAW et al., 2011).

J'sem;-“"“ Cq—— ."_‘ o

25-OH D 1 ¢,25(0H), Dy tPTH
4 PTH M a,25(0H), Dy
M @,25(0H); D;
1 —\f}J : . NaPi2a | 10,25(0H); D3
Ch T NaPi2c
“\J 4 CaM, CagP, | Cca

&

TRPVG, Ca ATPase

{
O 1 PO,
F,J: \ Tc;. urme‘\ #Ca T Ca
A S Pod .l, P04 POJ
absorption reabsorption resorption o

Net effect - normal range
Ca restored
PO, unchanged

Fonte: Crenshaw et al. (2011).

Figura 1 - Eixo de Ca, PTH e vitamina D na regulagcdo da homeostase de Ca.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura do Departamento
de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Vigosa (UFV).

3.2. Animais

Foram utilizados 1.080 frangos de corte, Cobb 500 machos, do primeiro
aos 18 dias de idade, com peso médio inicial de 39,7 gramas/ave. As aves
foram criadas no galp&do experimental da UFV, em boxes com dimensdes de
1,0 x 1,5 m, com populagdo de 18 aves cada e densidade final de 12 aves/m.
As aves foram sexadas e pesadas com um dia de idade, recebendo ragao
inicial formulada a base de milho e farelo de soja, atendendo as exigéncias
propostas por Rostagno et al. (2011) e manejadas segundo manual da
linhagem.

Durante a primeira semana da fase inicial, a racéo foi fornecida em
bandejas de plastico e os bebedouros eram do tipo copo, sendo depois
substituidos por comedouros tubulares e bebedouros tipo copo, que foram
mantidos até a fase final de criagdo; agua e ragao foram fornecidos a vontade
durante todo o periodo experimental.

O galpao construido em concreto possuia como cobertura do piso
cama de maravalha nova. O aquecimento artificial foi realizado com lampadas
de luz infravermelha de 250 w entre os dias primeiro e oitavo de idade.

Diariamente foram registradas as temperaturas maximas e minimas no
interior das instalagdes, por meio de dois termémetros colocados na altura das

aves, localizados em diferentes partes da instalagao.
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3.3. Delineamentos e dietas experimentais

Com um dia de idade os pintos foram pesados e distribuidos num
delineamento experimental em blocos casualizados (DBC), com 10 repeti¢coes
e 18 aves por unidade experimental (Tabela 1).

Tabela 1 - Descricdo dos tratamentos experimentais

Conteudo basal Aditivo
Trat. Descricao : - -
Ca (%) Pdisp.(%) Fitase Vit. 1a OH-D;

T-1  Controle negativo 0,640 0,250 - -
T-2 T-1+ Vitamina D3 0,640 0,250 - +
T-3  Controle positivo. 0,840 0,400 - -
T-4  Controle negativo + Fitase 0,547 0,170 + -
T-5 T-4 + Vitamina D3 0,547 0,170 + +
T-6  Controle positivo + Fitase 0,697 0,270 + -

A dieta basal foi formulada segundo as recomendagdes de Rostagno et
al. (2011), exceto para Ca e P (Tabela 2). Foi determinado o desempenho
zootécnico das aves por meio de parametros como uniformidade, cinzas totais
de tibia, Ca e P da tibia.

A enzima fitase (Quantum ®) utilizada foi disponibilizada pela empresa
AB Vista. Foram usados 500 FTU, usando a matriz nutricional de acordo com
as recomendacdes do fabricante (Tabela 2).

A vitamina 1 alfa hidroxicolecalciferol foi fornecida pela empresa
Vitamin Derivatives; foram utilizados 5ug/kg de ragdo, conforme as
recomendagdes de uso (Tabela 2).

Tendo em conta as recomendacdes dos fabricantes para cada um dos
aditivos usados na ragao do experimento, os niveis calculados para calcio (Ca)
e fésforo disponivel (P disp.) estdo demonstrados na Tabela 2.

A composicado centesimal das ragdes utilizadas no experimento €&
apresentada na Tabela 3. Os valores calculados da composicdo das racdes

sao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 2 - Niveis calculados de calcio (Ca) e fosforo disponivel (P disp.) com
os aportes nutricionais dos aditivos utilizados no experimento

Conteudo basal Aporte aditivo Vit. 1aOHD3 Valor total

Trat. P disp Fitase P disp P disp

Ca (% ' Ca (% ' Ca (% -

RN Ca (%) Pdisp.(%) N2 RN

T-1 0,640 0,250 0,640 0,250
T-2 0,640 0,250 0,150 0,100 0,790 0,350
T-3 0,840 0,400 0,840 0,400
T-4 0,547 0,170 0,143 0,130 0,690 0,300
T-5 0,547 0,170 0,143 0,130 0,100 0,050 0,790 0,350
T-6 0,697 0,270 0,143 0,130 0,840 0,400

T1: Controle negativo, T2: T1+Vitamina 1aD3, T3: Controle positivo, T4: Controle negativo + fitase, T5: T4
+ Vitamina 1aD3 e T6: Controle positivo+fitase.

Tabela 3 - Composi¢ao centesimal e nutricional da dieta basal da fase inicial

T-1 T-2 T-3 T-4 T-5 T-6

Milho 53,12 53,12 53,12 53,12 53,12 53,12
Farelo de soja 38,66 38,66 38,66 38,66 38,66 38,66
Oleo de soja 4,11 4,11 4,11 4,11 4,11 4,11
Sal 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
DL-Meteonina 99% 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29
Bicarbonato de sédio 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
L- Lisina HCL 79% 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156
Suplemento mineral 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11
Suplemento vitaminico 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11
Cloreto de colina 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Salinomicina (12%) 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055
Treonina 0,042 0,042 0,041 0,041 0,041 0,041
Avilamicina (10%) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
BHT 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Calcareo 0,942 0,942 0,945 0,976 0,976 1,022
Fosfato bicalcico 0,72 0,72 1,53 0,288 0,288 0,829
Inerte 1,015 0,965 0,202 1,404 1,354 0,817
Vit. Alfa D3' 0,05 0,05

Fitase® 0,01 0,01 0,01
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

T1: Controle negativo, T2: T1+Vitamina 1aD3, T3: Controle positivo, T4: Controle negativo + fitase, T5:
T4+ Vitamina 1aD3, T6: Controle positivo + fitase. Composigdo do premix vitaminico mineral (quantidade
por kg de ragdo): Vitamina A 7500 Ul, Vitamina D3: 1900, Vitamina E 28 UIl, Vitamina K3: 1,50 mg,
Vitamina B1: 2mg, Vitamina B2: 5,00 mg, Acido nicotinico: 30 mg, Acido pantoténico: 10 mg, Vitamina B6:
2,80 mg, Vitamina B12: 0,012 mg, Acido folico: 0,70 mg, Biotina: 0,07 mg, Colina: 300 mg, Cobre: 10 mg,
Ferro: 50,0 mg, lodo: 1,00 mg, Manganés: 70 mg, Selénio: 0,3 mg, Zinco: 65,0 mg. ! Vitamina 1 Alpha D3
prevista por Sanphar S.A. ? Enzima Fitase Quantum® prevista por AV Vista.
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Tabela 4 - Valores calculados das racdes

Valores calculados T1 T2 T3 T4 T5 T6
Energia Met. Kcal/kg 3050 3.050 3050 3050 3050 3050
Proteina bruta (%) 21,84 21,84 21,84 21,84 21,84 21,84
Calcio (%) 0,640 0,790 0,840 0,687 0,787 0,840
Fésforo disponivel (%) 0,250 0,350 0,400 0,300 0,350 0,400
Fésforo total (%) 0,483 0,483 0,632 0,403 0,403 0,503
LIS Digestivel (%) 1,217 1,217 1,217 1,217 1,217 1,217
MET.+CIS. digestivel (%) 0,876 0,876 0,876 0,876 0,876 0,876
MET digestivel (%) 0,577 0,577 0,577 0,577 0,577 0,577
TREO digestivel (%) 0,792 0,792 0,791 0,791 0,791 0,791
TRP digestivel (%) 0,251 0,251 0,251 0,251 0,251 0,251
Ca analisado (%) 0,590 0,550 0,910 0,530 0,600 0,550
P Total analisado (%) 0,503 0,503 0,570 0,420 0,430 0,460

T1: Controle negativo, T2: T1+Vitamina 1aD3, T3: Controle positivo, T4: Controle negativo + fitase, T5:
T4+ Vitamina 1aD3 e T6: Controle positivo + fitase.

3.4. Coletas de dados e caracteristicas avaliadas

As aves e as racdes foram pesadas no inicio e no final do experimento,
quando foram obtidos pardmetros como: ganho de peso, consumo de ragéo e
conversdo alimentar do primeiro aos 18 dias de idade. Cinco aves na média do
peso foram abatidas por cada repeticdo, para determinar as cinzas na tibia.
Foram coletados os peitos das aves abatidas, determinando-se a pesagem
com e sem 0ss0s para a analise estatistica.

As tibias foram processadas no laboratério da UFV para a analise de
Ca por espectofotometria de absorgao atdmica (EAA). Para o caso do fésforo,
foi determinado pela intensidade da cor azul apds reagir com molibdato de
amonio e vitamina C como redutor (SILVA, 2006).

Todos os procedimentos experimentais em relacdo ao uso de animais

para a pesquisa foram aprovados pela Comissdo de Etica.

3.5. Temperatura e umidade

Com o auxilio de termémetros localizados em diferentes lugares do

galpdo, foram registradas as temperaturas maxima e minima durante todo
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periodo experimental. A temperatura media foi de 27,6°C £ 3,5°C. Para o caso
da umidade, foi mensurada em 54 + 8% durante todo periodo de

experimentacao.

3.6. Analises estatisticas

Os parametros de desempenho zootécnico, rendimento de peito e
cinzas foram avaliados e submetidos a analise de variancia por médio do
software SAS (Statistical Analysis System), utilizando o teste F a 5% de
probabilidade. A diferenca entre as medias foi determinada pelo método
Student Newman Keuls.
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4. RESULTADOS

Os aditivos utilizados evidenciaram um efeito positivo no ganho de
peso (Anova P < 0,05). Os tratamentos T3 e T6, controle positivo com e sem
fitase, respectivamente, obtiveram as maiores ganhos. Esses resultados séo
semelhantes aos dados obtidos por Driver (2005).

A adicdo da vitamina 1aOHD3; aos tratamentos T2 e T5 ndo foi
estatisticamente diferente aos tratamentos T3, T6, T1 e T4 para o parametro de
ganho de peso. Foram encontradas diferengas significativas para os

parédmetros de consumo e conversdo alimentar (Tabela 5).

Tabela 5 - Resultados de desempenho em frangos de corte do primeiro aos 18

dias de idade
Peso 18 dias Ganho de Consumo de Conversao
T
ratamento - .
(9) peso (g) racao (Q) Alimentar
T-1 665,75 " 626,02 ° 825,31 P 1,32
T-2 673,94 2° 634,22 2° 857,74 2 1,352
T-3 699,40 2 659,71 2 855,57 2 1,30°
T-4 659,18 ° 619,47 ° 823,03 ° 1,33
T-5 675,10 ° 635,39 2 833,90 2 1,31°
T-6 698,42 2 658,712 858,80 2 1,31°
CV 3,912 4,153 3,131 2.492

T1: Controle negativo, T2: T1+Vitamina 1aD3, T3: Controle positivo, T4: Controle negativo + Fitase, T5:
T4+ Vitamina 1aD3, T6: Controle positivo + Fitase.

Nota: Os valores com letras diferentes correspondem a diferengas estatisticas significativas pelo método
SNK (p > 0,05%).

Foi considerada a uniformidade do peso das aves aos 18 dias de
idade. Foram pesadas todas as aves, determinando-se a média do peso por
cada repeticdo. Os resultados sobre as aves que ficaram na faixa do peso
médio £ 10% sao apresentadas na Tabela 6. Para o caso da uniformidade, do
desvio-padrédo e do coeficiente de variacdo (CV) do peso, ndo foram

encontradas diferengas significativas (Tabela 6).
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Tabela 6 - Resultados de uniformidade em frangos aos 18 dias de idade

: : . ~ Coeficiente
o -

Tratamento Uniformidade (%)  Desvio-padrao (Variago)
T-1 79,00 63,46 9,63
T-2 77,00 59,30 8,82
T-3 77,00 62,26 8,91
T-4 71,00 65,85 10,04
T-5 74,00 64,71 9,66
T-6 69,00 68,13 9,77
Cv 13,09 21,16 23,02

T1: Controle negativo, T2: T1+Vitamina 1aD3, T3: Controle positivo, T4: Controle negativo + fitase, T5:
T4+ Vitamina 1aD3, T6: Controle positivo + fitase.
Nota: Anova (P > 0,05) NS.

Cinco aves na média do peso de cada repeticdo foram abatidas para
analises em laboratério. O peso das tibias secas foi estatisticamente diferente
entre os tratamentos T3 e T6, controle positivo com e sem fitase,
respectivamente, com respeito aos demais tratamentos.

Observou-se diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos
(Tabela 7). Apés a secagem, verificou-se que a adi¢do da vitamina 1aOHD3; no
tratamento T2 aumentou o peso das tibias em 7,63% (P < 0,05) comparado
com o peso do tratamento T1 (sem fitase). No caso do tratamento T5, foram
4,2% mais pesadas comparadas com aquelas do T4 (com fitase). Entretanto,

nao foram encontradas diferengas estatisticas.
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Tabela 7 - Peso e conteudo de cinzas da tibia aos 18 dias de idade

Peso/Tibia Peso/Tibia . o ,

amida (g) seca (g) Cinza (%) Cinza (g)
T-1 3,442° 1,283° 43,04%° 0,552°
T-2 3,682° 1,381° 43,47%"° 0,601°
T-3 3,791° 1,5822 46,53%* 0,736°
T-4 3,454° 1,349° 41,71%° 0,563°
T-5 3,679° 1,406° 42 ,40%* 0,596°
T-6 3,813° 1,5192 44 37%" 0,675°
CcV 5,412 7,607 2,66 8,84

T1: Controle negativo, T2: T1+Vitamina 1aD3, T3: Controle positivo, T4: Controle negativo + fitase, T5:
T4+ Vitamina 1aD3, T6: Controle positivo + fitase.

Nota: Os valores com letras diferentes correspondem a diferengas estatisticas significativas pelo método
SNK (p > 0,05%).

No caso das cinzas (porcentagem e peso), as aves do tratamento T3
apresentaram a maior porcentagem, seguido do T6 com diferenga estatistica
entre esses. A adicdo da vitamina 1 alfa hidroxicolecalciferol aumentou a
porcentagem e o peso das cinzas, comparado com T1 e T4, que correspondem
aos controles negativos sem e com fitase (Tabela 7). A porcentagem de cinza
no T2 (com adigdo da vitamina 1 alfa hidroxicolecalciferol sem fitase) ndo foi
estatisticamente diferente a porcentagem de cinzas do T1. No T5 (com adig&o
da vitamina 1 alfa hidroxicolecalciferol com fitase) ndo foi apresentada
diferenga estatistica comparado ao T4 (controle negativo com fitase).

A analise do conteudo de fosforo foi realizada em termos de
porcentagem e peso. A adigdo da vitamina 1aOHDs3 isolada apresentou
diferenga estatistica significativa na retencéo de fésforo na tibia, comparado
com o tratamento T1. O uso da enzima fitase e da vitamina 1aOHD3; aumentou
o conteudo de fosforo, mas n&o foi estatisticamente diferente entre T4, T5 e T6
(Tabela 8). Esses dados concordam com os encontrados por Edwards (2002).

O conteudo de Ca nos ossos nao foi estatisticamente diferente entre os
tratamentos, possivelmente pela maior eficiéncia das aves para absorver Ca

quando os niveis estdo abaixo dos requerimentos (Tabela 8).
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Tabela 8 - Conteudo de Ca e P nas cinzas aos 18 dias de idade

Ca (%) Ca(9) P (%) P(9)
T-1 30,29 0,167 19,57° 0,108¢
T-2 32,74 0,198 22,082 0,132°
T-3 29,08 0,214 22,942 0,1682
T-4 31,23 0,175 22,052 0,124°
T-5 30,23 0,180 22,882 0,135°
T-6 29,63 0,200 22 472 0,151°
CcV 12,63 15,29 7,55 10,90

T1: Controle negativo, T2: T1+Vitamina 1aD3, T3: Controle positivo, T4: Controle negativo + fitase, T5:
T4+ Vitamina 1aD3, T6: Controle positivo + fitase.
Nota: Anova (P> 0,05) NS.

Foram pesados os peitos das aves (com e sem 0ssos) aos 18 dias de
idade, mas ndo foram encontradas diferengas estatisticas significativas para

esse parametro (Tabela 9).

Tabela 9 - Peso de peito aos 18 dias de idade

Rendimento Rendimento
Com Osso (g) % Sem Osso (g) %
T 143,18 21,00 110,76 16,24
T2 142,06 20,85 109,69 16,02
T3 149,48 21,17 114,93 16,32
T4 144 40 21,20 111,04 16,29
T5 146,12 21,25 112,71 16,44
T6 150,66 21,26 116,12 16,48
cv 4,96 1,36 5,58 3,91

T1: Controle negativo, T2: T1+Vitamina 1aD3, T3: Controle positivo, T4: Controle negativo + fitase, T5:
T4+Vitamina 1aD3, T6: Controle positivo + fitase.
Nota: Anova (P > 0,05) NS.
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5. DISCUSSAO

Os grupos T2 e T5 foram comparados com os tratamentos T1 e T4
respectivamente por esses terem tido a mesma dieta, com a unica diferenga do
uso da vitamina 1aOHD3. As ragdes dos tratamentos T2 e TS n&o atingiram os
requerimentos nutricionais como foi o caso dos grupos T3 e T6, que foram
utilizados como valores de referéncia.

O uso da enzima fitase e da vitamina 1a OHD3 foi significativo para os
parametros de ganho de peso e conteudo de fosforo nos ossos. Em varios
trabalhos foram relatados a sinergia entre a enzima fitase e a 1aOHD3
(EDWARDS, 1993; BIEHL et al., 1995; MITCHELL; EDWARDS, 1996; BIEHL;
BAKER, 1997).

O conteudo de Ca foi superior quando foram utilizados os aditivos, mas
nao evidenciaram diferengas estatisticas significativas, possivelmente pela
maior eficiéncia das aves para absorver Ca em niveis baixos desse mineral.
Segundo Mitchel e Edwards (1996) e Yan et al. (2006), a fitase tem impacto
menor na liberagdo de Ca nas dietas de frangos. Farkvam (1989) observou que
o0 aumento nas concentracbes de Ca nas ragdes de frangos acrescentava a
quantidade de Ca ligada ao anelo do fitato.

Foi determinada a composi¢ao porcentual e em gramas das cinzas, em
que o tratamento T3 foi o grupo de maior concentragéo (p < 0,05%). Entre os
T3 e T6, que atingem 100% dos requerimentos das tabelas nutricionais,
encontrou-se diferenca estatistica (p < 0,05%), tendo em conta os aportes
fornecidos pelo fabricante da enzima.

A adicao da vitamina 1aOHD3; ndo aumentou o conteudo total de cinzas
nem em porcentagem nem gramas, quando foi comparado com os tratamentos
T1 e T4 que tinham as mesmas dietas. As aves dos tratamentos T3 e T6 foram
as que apresentaram maior porcentagem e peso nas cinzas.

A combinacdo de fitase e vitamina 1 alfa hidroxicolecalciferol pode ser
utilizada para reduzir os niveis de inclusdo de fontes de calcio e fosfatos nas
racoes, permitindo economia nesses alimentos além de redugdo na excreg¢ao

ao médio ambiente.
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6. CONCLUSOES

O uso de aditivos na liberagao e absorcao de Ca e P dos alimentos sao
alternativa viavel para a industria de frangos de corte. As aves dos tratamentos
T2 (1aOHD3) e T5 (1aOHD3 + fitase) resultaram com ganho de peso similar ao
controle positivo. A suplementacdo de 100OHD; e fitase aumentou o

porcentagem de P na tibia com relagado ao controle negativo.
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