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USO DA  1,25-DIHIDROXICOLECALCIFEROL GLICOSIDEO NA
SUBSTITUICAO PARCIAL OU TOTAL DO COLECALCIFEROL NA
ALIMENTACAO DE LEITOES

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do colecalciferol (vitamina D3) e 1,25-
dihidroxicolecalciferol glicosideo (1,25(OH).Dz) na racdo de leitdes na fase de creche.
Foram realizados dois experimentos, o ensaio de digestibilidade, utilizando 36 leitdes,
machos inteiros, com peso médio de 18,79+3,37 kg, distribuidos em um delineamento
em blocos, com quatro tratamentos, nove repeticdes e um animal por unidade
experimental (UE). Os tratamentos consistiram em: Dz = 1969 Ul de colecalciferol;
Controle Negativo (CN) = racdo isenta de Vitamina D; 50% = 984,5 Ul de
colecalciferol + 0,375 pg de 1,25(0OH)2D3 glicosideo; e 100% =ra¢do com 0,750 g de
1,25(0OH).D3 glicosideo. Foram avaliados os teores de célcio (Ca) e fésforo (P) na
racdo, fezes e urina, consumo de Ca e P total, excrecdo de Ca e P, coeficientes de
digestibilidade de matéria seca, proteina bruta, matéria organica, Ca e P. O segundo
experimento foi um ensaio de desempenho zootécnico, em que se utilizou 128 leitdes
hibridos, machos inteiros, com aproximadamente 21 dias de idade e peso corporal
médio inicial de 6,82+0,38kg, distribuidos em um delineamento em blocos, com oito
repeticdes e quatro animais por UE. Os tratamentos foram: 100/0 = 100% da
exigéncia de vitamina D suplementada pelo colecalciferol (2707 Ul na fase pré-inicial
I, 2405 Ul, na fase pré-inicial 1l e 1969 Ul na fase inicial); 50/50 = 50% da exigéncia
suplementada pelo colecalciferol de acordo com cada fase de criacdo + 0,25 ug de
1,25(0H).D3 glicosideo; 25/75 = 25% da exigéncia de colecalciferol para cada fase +
0,375 pg de 1,25(0OH)2Ds glicosideo e 0/100 = 0,50 pg de 1,25(0OH).D3 glicosideo.
Determinou-se o peso corporal inicial (PCI, kg), peso corporal final (PCF, kg), consumo
de racdo diario médio (CRDM, kg dial), ganho de peso corporal diario médio
(GPCDM, kgdia?) e a taxa de conversdo alimentar (TCA, kg kg?). Foram analisadas as
concentragfes de célcio (Ca), fésforo (P), fosfatase alcalina (FA) e 25(OH)Ds no
sangue. Ao final do periodo experimental foram abatidos 24 animais. As carcagas
foram evisceradas, coletados e pesados o coragdo, o figado, 0s rins, 0s intestinos e o
baco para a obtencdo do peso relativo dos 6rgaos e pH dos 6rgdos gastrointestinais. Os
ossos foram coletados para as analises de morfometria dssea. As comparagdes entre as

médias de tratamentos foram realizadas por meio do teste de Tukey ao nivel de 5% ou



10% de probabilidade. O erro B dos parametros foi utilizado para ajudar a explicar os
valores de p de 5 a 10% de probabilidade. A digestibilidade aparente dos nutrientes ndo
foi influenciada (P>0,05) pelos tratamentos, bem como a excrecio de Ca?* e P. O
desempenho zootécnico dos leitGes apresentou diferencas entre os tratamentos para as
variaveis GPD (P=0,031) e para o CRD (P=0,060) na fase pré-inicial I, PCF (P=0,095) e
CRD (P=0,032) na fase pré-inicial I + II, CRD na fase inicial, CRD e conversao
alimentar (CA) no periodo total do experimento. Para as concentra¢Ges plasmaéticas, o
calcio na fase pré-inicial Il (P=0,058), a maior concentracdo foi no tratamento 50/50. A
fosfatase alcalina apresentou diferenca entre os tratamentos na fase inicial (P<0,0001),
sendo que o tratamento 25/75 promoveu o menor valor plasmatico (481,63 U/L). A
combinagdo das duas formas de vitamina D resultou em um aumento significativo de
9% na concentracdo plasmatica de calcio na fase pré-inicial 1. Foram encontrados
efeitos para o peso relativo do baco (P=0,032) com reducdo do peso no tratamento
0/100 e efeito (P=0,048) para a concentra¢do de fésforo no 6rgao. O coragdo apresentou
efeito para a matéria seca (P=0,061) com a maior concentragdo no tratamento 100/0. O
pH do estdmago demonstrou um efeito (P=0,076) com a reducdo do pH no tratamento
50/50, em contrapartida, apresentou os valores mais elevados de pH no jejuno
(P=0,000) e ileo (P=0,002). A morfometria 6ssea dos metatarsos apresentou diferengas
para a largura da epifise (P=0,013), altura da diafise (P=0,068), largura da diafise
(P=0,049) e no tamanho da placa de crescimento (P=0,002). Verificou-se uma melhora
no desenvolvimento ésseo pelo aumento de 0,7 mm na placa de crescimento e 6,6 mm
na largura da diafise dos ossos dos animais alimentados com a forma ativa da vitamina
D. Houve reducdo do peso relativo do bago em 25,4% no tratamento com a
1,25(0OH).Dz em relagdo ao tratamento com o colecalciferol. O tratamento 50/50
apresentou os maiores valores de pH intestinal comparado ao tratamento 0/100, que
demonstrou reducdo de 4,7% no pH do jejuno e 7% no ileo. Neste contexto, a utilizagédo
da 1,25(0OH).D3z na suplementacdo de ragdes para os leitdes se mostra eficiente na
manutencdo do pH estomacal e intestinal, bem como no desenvolvimento 6sseo dos
suinos. Além disso, diante dos resultados encontrados, sugere-se que ha um aumento na
imunidade inata dos leitdes pela reducdo no tamanho do bago, indicando pouca funcéo

deste orgao.
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USE OF 1,25-DIHYDROXYCHOLECALCIFEROL GLYCOSIDES IN PARTIAL
OR TOTAL REPLACEMENT OF CHOLECALCIFEROL FOR PIGLETS

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of cholecalciferol (vitamin D3) and
1,25-dihydroxycholecalciferol glycoside (1,25(0OH)2Ds3) on the feed of piglets in the
nursery phase. Two experiments were carried out, digestibility experiment, using 36
male piglets with an average weight of 18,79 = 3,37 kg, distributed in a block design,
with four treatments, nine repetitions and one animal per experimental unit (EU). The
procedures consisted of: D3 = 1969 IU of cholecalciferol; Negative control (NC) =
vitamin D-free diet; 50% = 984,5 IU cholecalciferol + 0,375 ug 1,25(0H)2D3 glycoside;
and 100% = feed with 0,750 pg of 1,25(OH).Ds glycoside. The levels of calcium (Ca)
and phosphorus (P) in feed, feces and urine, total consumption of Ca and P, excretion of
Ca and P, and digestibility coefficients of dry matter, crude protein, organic matter, Ca
and P were analised. The zootechnical performance experiment used 128 hybrid piglets,
whole males, with approximately 21 days of age and an initial average body weight of
6,82 = 0,38 kg, distributed in a block design, with eight replicates and four animals per
EU. The treatments were: 100/0 = 100% of vitamin D supplemented by cholecalciferol
(2707 U in the pre-initial 1, 2405 1U in the pre-initial 1l and 1969 IU in the initial
phase); 50/50 = 50% of the addition supplemented by cholecalciferol according to each
phase + 0,25 pg of 1,25(0OH)2Ds glycoside; 25/75 = 25% of cholecalciferol for each
phase + 0,375 pg of 1,25(0OH).Dzglycoside and 0/100 = 0,50 pg ofl1,25(0OH)2Ds
glycoside. Determination of initial body weight (IBW, kg), final body weight (FBW,
kg), average daily consumption (ADC, kg day™?), average daily weight gain (ADWG, kg
day?) and the feed conversion rate (FC, kg kg™). Were analyzed as calcium (Ca),
phosphorus (P), alkaline phosphatase (AF) and 25(OH)Ds in the blood. At the end of
the experimental period, 24 animals were slaughtered. How the carcasses were
eviscerated and collected and weighed was mesured from the heart, liver, kidneys,
intestines and spleen for the relative weight of the organs and pH of the gastrointestinal
organs. The bones were collected for bone morphometric analysis. Comparisons
between treatment media were performed using Tukey's test at the level of 5% or 10%
probability. The B error of the parameters was used to help explain the values of 5 to
10% probability. The apparent digestibility of nutrients was not influenced (P> 0,05) by
the controls, as well as the excretion of Ca?* and P. The zootechnical performance of the



piglets shows differences between the tests for ADWGvariables (P=0,031) and for ADC
(P=0,060) in the pre-initial phase I, FBW (P=0,095) and ADC (P=0,032) in the pre-
initial phase I + Il, ADC in the initial phase, ADC and feed convertion rate (FC) in the
total period of the experiment. For plasma samples, or calcium in the pre-initial phase 1l
(P=0,058), the highest concentration was in the 50/50 treatment. Alkaline phosphatase
has a difference between treatments in the initial phase (P<0,001), with treatment 25/75
promoting the lowest plasma value (48163 U/L). A combination of the two forms of
vitamin D resulted in a significant 9% increase in plasma calcium concentration in the
pre-initial 11. Effects were found for the relative weight of the spleen (P=0,032) with
weight reduction in treatment 0/100 and effect (P=0,048) for the concentration of
phosphorus in the organ. The heart showed an effect for dry matter (P=0,061), with
greater concentration in the treatment 100/0. The pH demonstrated an effect (P=0,076),
with a reduction in pH in the 50/50 treatment, in comparison with the higher pH values
in jejunum (P=0,000) and ileum (P=0,002). The bone morphometry of the metatarsals
presents differences in the epiphysis width (P=0,013), diaphysis height (P=0,068),
diaphysis width (P=0,049) and size of the growth plate (P=0,002). There was an
improvement in bone development with an increase of 0,7 mm in the growth plate and
6,6 mm in the width of the diaphysis of the bones of animals fed with an active form of
vitamin D. Reduction of the relative weight of the spleen by 25,4% in the treatment with
1,25(0OH).D3 compared to treatment with cholecalciferol. Treatment 50/50 has the
highest intestinal pH values. Follow treatment 0/100 which shows a 4,7% reduction in
the pH of the jejunum and 7% in the ileum. In this context, the use of 1,25(0OH).D3 in
supplementing analysis for readings is efficient in maintaining stomach and intestinal
pH, as well as in bone development of animals. Furthermore, in view of the results
found, it is suggested that there is an increase in piglet innate immunity due to the

reduction in the size of the spleen, with little importance for this organ.

KEY-WORDS: bone development, performance, pig nutrition, vitamin D.
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1 INTRODUCAO

Os problemas locomotores sdo 0s responsaveis pela perda econdmica nas
granjas suinas, com prevaléncia de artrites, abscessos e fraturas, que levam o animal a
reducdo no consumo alimentar e emagrecimento, podendo chegar ao ébito (ABCS,
2014). A artrite causada por osteocondrose (OC) pode chegar a 70% da incidéncia de
problemas locomotores encontrados em abatedouros (ALTHAUS et al., 2005), 41,4%
da prevaléncia de claudicacdo em animais em terminacéo e responsavel por grande parte
da dor causada pela claudicacdo (JENSEN et al., 2012; KRAMER et al., 2015).

A deficiéncia de vitamina D, célcio e outros minerais estd associada com a
incidéncia de diversos disturbios articulares nos suinos, como a osteocondrose. As
causas para estes problemas locomotores ainda ndo estdo bem esclarecidas, porém foi
reconhecido que existe um fator genético para a OC. O rapido crescimento dos animais
e a reducdo da espessura de gordura subcutanea tendem a agravar estes problemas
(HILL, 1990; JORGENSEN & ANDERSEN, 2000).

A vitamina D é mais utilizada nas ra¢6es na forma de colecalciferol (vitamina
D3), sua forma inativa, mas ja existem no mercado as formas glicosidicas, que séo
formas sintéticas ou naturais da vitamina D ativa, como a 1,25-dihidroxicolecalciferol
(1,25(0H)2Ds) extraida da planta Solanum glaucophyllum, que é rica em agua, ou seja,
é um glicosideo de forma hidrossoltvel que ndo necessita do transporte de lipideos para
chegar a corrente sanguinea (SCHLEGEL et al., 2017).

A 1,25(0OH);Ds é considerada um horménio calcitrépico, pois apresenta o
objetivo principal de manter a concentracdo plasmatica de calcio (Ca). A producéo renal
de 1,25(0OH).D3 é regulada por dois horménios. O principal horménio regulador é o
paratorménio (PTH) que é secretado pela paratireoide como resultado a hipocalcemia;
sua acdo € a nivel renal com a funcdo de diminuir a excrecio de Ca?*, inibir a
reabsorcéo de fosfato e estimular a conversdo da 25 (OH)D3 para a sua forma ativa. A
1,25(0OH).D3; aumenta o transporte ativo de Ca®" e fosfato no intestino e estimula a
reabsorcdo de Ca?* nos rins (VERSTUYF et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a substituicdo parcial ou total do
colecalciferol pela 1,25(0OH)2Ds glicosideo na alimentagéo de leitdes na fase de creche e
0s seus efeitos sobre a biodisponibilidade de calcio e fosforo, bem como o desempenho
dos animais, 0s parametros séricos e plasmaticos, a morfometria éssea, 0 peso relativo

de 6rgdos e o pH estomacal e intestinal.
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2 Revisdo

2.1 Vitamina D

As vitaminas sdo substancias organicas necessarias em pequenas quantidades no
organismo animal, porém sdo indispensaveis para a manutencao da saude corporal. As
vitaminas sdo classificadas de acordo com a sua solubilidade e podem ser lipossoluveis,
como as vitaminas A, D, E e K, ou hidrossollveis, como as vitaminas do complexo B,
acido nicético, acido pantoténico, acido folico, acido ascorbico, biotina e colina. As
vitaminas lipossoluveis sdo hidrofébicas e, por isso, podem ser armazenadas no
organismo animal em grandes quantidades, uma vez que a sua excrecao € bastante lenta.
Ao contrério, as vitaminas hidrossoltveis ndo sdo normalmente armazenadas e podem
ser facilmente eliminadas pela urina (MENDONCA Jr et al., 2010).

A vitamina D ocorre na natureza sob duas formas: o ergocalciferol ou vitamina
D2, que € proveniente do ergosterol de origem vegetal e o colecalciferol ou vitamina D3,
que é formada a partir da conversdo do colesterol nos tecidos animais (Figura 1). Tanto
a vitamina D. quanto a D3 s@o convertidas na epiderme, mais precisamente na camada
de Malpighi (BARRAL et al., 2007).
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Figura 1. Estruturas quimicas do precursor da vitamina Dz (7-dehidrocolesterol) e
das principais formas encontradas no organismo animal.

Fonte: Adaptado de Harvey e Ferrier, 2011.
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A reacdo que ocorre na epiderme promove a fotolise da ligacdo entre os
carbonos 9 e 10 do anel B do ciclo pentanoperidrofenantreno, cuja molécula apresenta
um dos anéis rompido. Essa nova substancia termoinstavel, chamada de pré-vitamina,
sofre uma reacdo de isomerizacdo provocada pelo calor e se torna uma molécula mais
estavel, o chamado colecalciferol. A vitamina D3 é secretada para o meio extracelular e
para a corrente sanguinea através da energia estérica promovida pela sua conformagao
tridimensional (CASTRO, 2011).

A vitamina D em suas formas D> e D3 sdo moléculas apolares e, por isso, devem
ser solubilizadas por incorporacdo em solucdes micelares de sal biliar para serem
absorvidas na fase aquosa. A absorcdo ocorre principalmente no intestino delgado
proximal e é influenciada pelas secrecdes gastricas, pancreéticas e biliares, formacao de
micelas, absor¢do na membrana da borda em escova e transporte para fora da célula
intestinal (TSIARAS & WEINSTOCK, 2011).

O primeiro passo da ativacdo metabdlica da vitamina D é a hidroxilacdo que
ocorre no figado (Figura 2) sobre o carbono C-25 do colecalciferol para formar a 25-
hidroxicolecalciferol (25(OH)Ds), que é a principal forma circulante da vitamina. Essa
hidroxilacdo € mediada pela enzima 25-hidroxilase, uma enzima microssomal da
superfamilia do citocromo P450, denominada CYP2R1. Existem dois mecanismos para
que este processo ocorra, um € através da enzima associada ao reticulo endoplasmatico
e possui baixa afinidade e alta capacidade e o outro é pela enzima localizada na
mitocondria, que possui alta afinidade e baixa capacidade (BLOMBERG et al., 2010).

A segunda hidroxilagdo ocorre principalmente nos rins atraves de um processo
altamente regulado, por meio da enzima mitocondrial 1-alfa-hidroxilase ou CYP27B1,
que converte a forma 25(OH)Ds com a adi¢do de uma hidroxila no carbono 1, formando
a 1,25(0OH).D3, a forma hormonal da vitamina D (CASTRO, 2011).

A hidroxilagéo extrarrenal da vitamina D ja foi reconhecida, demonstrando que a
vitamina age de forma autdcrina e paracrina, inibindo a proliferacdo celular,
promovendo a diferenciacdo celular e a regulagdo imunoldgica. A regulacdo da
hidroxilase extrarrenal é determinada por fatores locais, como a produgdo de citocinas e
fatores de crescimento e pelos niveis de 25(OH)Ds, tornando essa via mais sensivel as
deficiéncias de vitamina D (LEVENTIS & PATEL, 2008).

A principal forma de transporte da vitamina D é ligada a glicoproteina do soro,
chamada DBP (D binding protein). Esta proteina é sintetizada no figado e apresenta

meia vida bioldgica de 2,5 dias. A quantidade de DBP no organismo é excessivamente
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maior do que a quantidade de 25(OH)D3, este fator se deve a uma protecdo contra a
intoxicagdo causada pela vitamina D livre (SPEECKAERT et al., 2006).
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Figura 2. Metabolismo da vitamina D.
Fonte: Adaptado de Holick, 2006.
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A forma ativa da vitamina D é considerada um hormonio esteroide, pois suas
funcbes se assemelham a estes hormoénios quando estdo ligados aos receptores de
vitamina D (VDR). Sua estrutura molecular é semelhante a de horménios como, por
exemplo, estradiol, cortisol e aldosterona, pois possuem um  anel
ciclopentanoperidrofenantreno (NORMAN, 2008).

O VDR atua por meio de uma heterodimerizagdo com uma das trés isoformas do
receptor retinoide X (RXR). A 1,25(0OH)2Ds se liga ao VDR causando uma mudanca na
sua conformacdo e forma um complexo hormonio-receptor. Esse complexo é
heterodimerizado com 0 RXR, o heterodimero 1,25(0OH).D3-VDR-RXR se liga a uma
sequéncia especifica do DNA nos seus genes-alvos, chamada de VDRE (vitamin D
response element). Esta ligacdo leva a transcricdo de genes de diversas proteinas, como
a osteocalcina, fosfatase alcalina e a proteina transportadora de célcio, a calbindina
(ROCHEL et al., 2000; BARRAL et al., 2007).

O sistema metabdlico da vitamina D é conhecido principalmente por ser
essencial para a homeostase mineral e para o0 metabolismo 6sseo. O calcitriol
(1,25(0OH)2D3) aumenta a absorgédo intestinal e a reabsorcdo renal de Ca e P. Estes
efeitos sdo mediados pelo VDR e regulam a expressao de varios genes pela ligacdo com
o elemento responsivo da vitamina D (VDRE) (BERGWITZ e JUPPNER, 2010;
HAUSSLER et al., 2011).

O sistema enddcrino da vitamina D é considerado um eixo metabdlico, sendo
que esse sistema é formado pelos metabdlitos da vitamina D, a sua proteina de
transporte DBP, 0 seu receptor VDR e as enzimas que participam das reacdes de
ativacao e inativagdo (CASTRO, 2011).

Em um estudo realizado por Alexander et al. (2017) foram avaliados suinos
confinados e animais expostos aos raios solares. Os autores ndo encontraram diferencas
no ganho de peso dos animais, porém a concentracdo de vitamina D na forma 25(OH)Ds
foi superior nos animais expostos ao sol com o pico de concentragdo em 24h seguidas
de reducdo, entretanto estes niveis permaneceram elevados durante trés semanas apos a
exposicdo ao sol, demonstrando o armazenamento. Nas 12 semanas seguintes, a
concentracdo de 25(OH)Ds reduziu na mesma medida que seria sustentada apenas pela
dieta. Apesar da quantidade de calcidiolestar aumentada, a expressdo da enzima 1-
hidroxilase ndo foi alterada, demonstrando um controle rigoroso na conversédo da forma

ativa. Portanto, mesmo havendo uma maior concentracdo da 25(OH)D3, ndo quer dizer
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que toda ela sera convertida para sua forma hormonal, mas poderd haver um
armazenamento da vitamina no tecido adiposo, o principal local de reserva.

Sugiyama et al. (2013) avaliaram a incidéncia de osteocondrose em suinos
alimentados com 25(OH)Dz no periodo dos 6 aos 110kg de peso vivo e encontraram
menor incidéncia de lesGes relacionadas a osteocondrose nos animais que receberam a
vitamina D, sugerindo que houve o aumento da secrecdo de citocinas nos condrdcitos,
inibindo o desenvolvimento da osteocondrose e regenerando o tecido da cartilagem
danificado.

O catabolismo das formas 25(OH)Ds e 1,25(0OH).Dz é mediado por duas
enzimas do citocromo P450. A CYP24, conhecida como 25(OH)D-24-hidroxilase,
quebra a 25(0OH)Ds e forma a molécula inativa 24,25(0OH)2D3 e a 1,25(0OH).Dz em
1,24,25(0H)2Ds principalmente nos rins, enquanto que a CYP3A1 media o catabolismo
no figado e no intestino delgado (ZHOU et al., 2006).

O calcitriol e 0 PTH estimulam a reabsorcéo 6ssea pelos osteoclastos e, com
isso, ha um aumento da concentragéo sérica de Ca2*. Isso significa que as concentragoes
baixas de célcio no sangue induzem ao aumento da 1-alfa-hidroxilase. A liberacdo da
1,25(0OH).D3 também leva ao aumento da absorgéo intestinal de Ca, P e Mg (BARRAL
et al., 2007; SCHLEGEL et al., 2017). A 1,25(0OH).D3 estimula a secre¢do de FGF23
(fator de crescimento de fibroblastos) pelos ostedcitos, enquanto o FGF23 inibe a
reabsorcdo renal de fosfato e diminui a producdo renal 1,25(0OH)2Ds, formando um
sistema de feedback negativo (VERSTUYF et al., 2010).

2.2 1,25-Dihidroxicolecalciferol Glicosideo

Algumas plantas possuem, em sua composicdo, analogos da vitamina D3, como
a planta Solanum glaucophyllun, que apresenta glicosideos destes metabdlitos,
principalmente na forma de 1,25-dihidroxicolecalciferol. Estas plantas foram
conhecidas primeiramente em ruminantes por causarem intoxicagbes em animais que as
consomem junto ao pasto, estes animais possuem em seu ramen bactérias com atividade
B-glicosidase. Posteriormente, o mesmo efeito foi encontrado em animais
monogastricos, que também apresentam estas bactérias, porém apenas no intestino
grosso, principalmente no colén. Os principais sintomas causados pelo excesso do
consumo destas plantas sdo: rigidez, dor ao caminhar e calcificacdo de artérias, coracao,
pulmdes, timo e rins (ZANUZZI et al., 2012; ZIMMERMAN et al., 2015).
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As plantas da familia Solanaceae possuem efeito calcinogénico, pois apresentam
um glicosideo analogo biologicamente ativo da vitamina Ds. Este glicosideo €
hidrolisado no intestino e libera a 1,25(0OH)2Ds, podendo causar aumento na absor¢ao
intestinal de célcio e fosforo e, por consequéncia, hipercalcemia e hiperfosfatemia, além
da mineralizacdo dos tecidos moles (MELLO, 2003; ODRIOZOLA et al., 2018).

Entende-se que a 1,25(OH).Ds: de origem herbal apresenta propriedades
farmacocinéticas diferentes da 1,25(0OH)2Ds sintética, exatamente pela sua caracteristica
de glicosideo. A forma sintética, por estar prontamente disponivel, apresenta uma rapida
absorcéo intestinal, enquanto que a vitamina encontrada nas plantas precisa sofrer a
quebra do glicosideo, sendo liberada de forma mais lenta (ZIMMERMAN et al., 2003).

A hidrolise do glicosideo ocorre através de enzimas intestinais e s6 é absorvida
apos este processo, 0 que pode ser mais interessante quando utilizada de forma
terapéutica, pois 0 seu tempo de acdo é maior devido ao atraso na absorcdo intestinal e
consequente aumento da janela terapéutica, garantindo, assim, maior tolerancia
farmacoldgica (BACHMANN et al., 2013; MATHIS et al., 2014).

Quando utilizada apenas a forma ativa da vitamina D na alimentacdo de animais
de producdo, hd uma tendéncia de reducdo de desempenho, como demonstrado por
Alves et al. (2018), que avaliaram a substitui¢do parcial e total do colecalciferol pela
1,25(0OH)2D3 glicosideo em frangos de corte e encontraram resultados semelhantes no
que tange ao desempenho e ao desenvolvimento 0sseo, ou seja, melhores resultados
foram encontrados quando utilizado a substituicdo parcial com a combinacéo das duas
formas de vitamina D, comparado aos resultados dos tratamentos em que se utilizou
apenas uma das formas como fonte Unica.

A vitamina D de origem herbal pode ser utilizada com mais seguranca
comparado a fonte sintética devido a sua liberacdo retardada, resultando em menor
concentracdo de pico plasmatico e meia-vida bioldgica mais longa, com isso, apresenta
menores efeitos adversos (MATHIS et al., 2016).

2.3 Célcio e Fésforo

Os ingredientes mais comuns utilizados nas ragdes dos suinos, como o milho e o
farelo de soja, sdo pobres em calcio e apresentam o fosforo com baixa
biodisponibilidade, ndo sendo suficientes para atender as exigéncias nutricionais dos

animais. Por isso, a inclusdo de fosfato monocélcico ou bicalcico na alimentagdo é
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importante, pois compde a principal fonte de fésforo inorganico na dieta. Os minerais
sdo exigidos em pequenas quantidades no organismo, mas sdo elementos inorganicos
essenciais para o crescimento e a reproducdo. O Calcio é o mineral mais abundante no
organismo, seguido pelo fésforo, sendo que cerca de 96 a 99% do total de Ca no
organismo e 60 a 80% do P estd armazenado nos 0ssos (SARAIVA et al., 2009;
GONZALES-VEGA & STEIN, 2014).

Cerca de 30 e 70% do Ca consumido na dieta é absorvido e cerca de 65 a 95%
deste total é retido pelo suino. O Ca retido € utilizado principalmente para o
desenvolvimento e a manutencdo do tecido 06sseo, mas também € utilizado para a
coagulacdo sanguinea, ativacdo de enzimas, contracdo muscular, excitacdo de
neurbnios, entre outras funcbes. O P estd envolvido no metabolismo energético,
sinalizacdo celular, sintese de acidos nucleicos e na estabilizacdo das membranas
celulares. A maior parte do Ca e P estd armazenado nos 0ssos na forma de cristais de
hidroxiapatita (Caio(POs)s(OH)2) (TAYLOR & BUSHINSKY, 2009; STEIN et al.,
2011).

O desmame € um periodo critico na suinocultura, pois o leitdo desmamado
precocemente apresenta o sistema digestorio imaturo e com uma capacidade limitada de
digestdo e absorcdo de nutrientes. A mudanca que ocorre no limen intestinal apds o
desmame altera a estrutura e a funcdo do intestino delgado, influindo, principalmente,
no tamanho dos vilos e na producdo de enzimas digestivas (XU et al., 2000). Em leitdes
recém-nascidos, o principal acidificante estomacal é o acido latico produzido pela
fermentacdo da lactose. A producdo de acido cloridrico (HCI) cresce gradualmente a
partir da quarta até a oitava semana de vida, entretanto a sua eficiéncia ndo esta no seu
potencial maximo, ocasionando um pH superior ao desejado (DENCK et al., 2017).

Animais jovens apresentam uma alta taxa de crescimento e, por isso, necessitam
de um suprimento de célcio adequado para promover o desenvolvimento 0sseo e
suportar o metabolismo corporal. Porém, a absorcdo de calcio nesta fase é reduzida
devido a secrecdo insuficiente do acido gastrico (HCI) necessario para a dissocia¢do dos
compostos célcicos utilizados nas dietas, como o fosfato de calcio (JIANG et al., 2013).

Os segmentos do trato gastrointestinal como estbmago, ceco e célon apresentam
menor relevancia na absorcao do célcio, pois mais de 90% da absorcéo de célcio diario
ocorre no intestino delgado, principalmente nas partes proximais duodeno e jejuno
(SCHRODER & BREVES, 2006).
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A absorcéo intestinal de Ca é estreitamente regulada pela 1,25(0OH)2Ds e pode
ocorrer por transporte ativo pela via transcelular ou transporte passivo pela via
paracelular. A via paracelular depende da concentracdo de Ca que se move através de
juncbes no epitélio intestinal, sendo que este processo € passivo e nao saturavel,
favorecido por altas concentracdes na ingestdo de Ca. A absorcdo do Ca é afetada pela
biodisponibilidade do Ca dietético e pela exigéncia fisioldgica deste mineral, ou seja,
uma dieta com baixa concentracdo de Ca promovera o aumento na absor¢do intestinal
por meio do aumento da conversdo da vitamina D na sua forma ativa (BRONNER,
2003; WASSERMAN, 2004; PEREZ et al., 2008).

Este processo foi comprovado em trabalhos em que leitdes alimentados com
dietas contendo baixas concentracdes de calcio e fosforo apresentaram a capacidade de
regular a expressdo génica de transportadores de calcio na membrana basolateral do
intestino, como a calbindina, aumentando a sua expressdo com a intencdo de maximizar
a absorcdo de célcio disponivel. O inverso também € encontrado, pois quando 0s
animais sdo alimentados com grandes concentra¢fes de célcio ha uma reducdo nos
transportadores deste mineral e isso se da pelo aumento do transporte via paracelular (LI
etal., 2014; GONZALES-VEGA et al., 2016).

O transporte paracelular ¢ mediado pelos canais de calcio, os chamados TRPV
(transient receptor potential cation channels), que além de estarem presentes no
intestino, também sdo encontrados no rim, pancreas, prostata, glandulas salivares,
glandulas mamarias e glandulas sudoriparas. Dentro da célula, 0 movimento do Ca para
a membrana basolateral é dependente da sua ligacdo com a proteina transportadora, a
calbindina (CHRISTAKOS et al., 2007).

A utilizacdo do Ca na dieta durante o periodo neonatal pode afetar a populagéo
de células tronco mesenquimais da medula dssea e alterar o potencial osteogénico com
consequéncias imediatas e a longo prazo para a saude 0ssea dos animais. Leitdes que
receberam uma dieta com deficiéncia em Ca demonstraram-se menos capazes de
realizar a diferenciacdo osteogénica e mais propensos a realizarem adipogénese do que
leitbes alimentados com niveis adequados de calcio (VIGORS et al., 2014).

O P também ¢ absorvido através das vias transcelular e paracelular e assim como
0 Ca, a via paracelular € dependente da concentracdo luminal de P, ndo sendo saturavel.
A via transcelular tem a sua absorcéo atraves de cotransportadores de sodio-fosfato tipo
I, que séo regulados pela 1,25(0OH)2Ds. No plasma, o P pode estar ligado a lipideos,
ésteres ou em sua forma inorgéanica (VIRKKI et al., 2007).
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O P é responsavel por aumentar a conversdo da 25(OH)Ds na sua forma ativa
quando a sua concentracdo plasmatica estiver deficiente, isto foi confirmado por
Schlegel & Gutzwiller (2015), que encontraram uma maior concentracdo de
1,25(0OH).D3 no plasma de leitdes que receberam uma dieta deficiente em fosforo,

demonstrando que a conversao da 25(OH)Ds3 foi maior nestes animais.

2.4 Vitamina D e o Sistema Imunolégico

A 1,25(0H)2D3 apresenta a capacidade de regular tanto a imunidade inata
qguanto a adaptativa, potencializando a resposta inata (mondcitos/macrofagos) e
suprimindo a imunidade adaptativa (func¢bes dos linfocitos B e T). A resposta inata
promove a primeira linha de defesa contra patdgenos e aumenta a resisténcia contra
infecgBes agudas. A produgdo intracrina de vitamina D pelas células do sistema imune,
na presenca da enzima 1-alfa-hidroxilase, estimula a sintese de peptideos
antimicrobianos como, por exemplo, as catelicidinas, que contribuem para a defesa
inicial contra patdgenos e para a destruicdo bacteriana (CANTORNA, 2010; WHITE,
2010).

As celulas imunitarias como macrofagos, neutréfilos, linfécitos e células
apresentadoras de antigenos, produzem a enzima l-alfa-hidroxilase. Esta enzima é
estimulada pela ativacdo de receptores toll-like (RTL), que séo ativados quando
reconhecem padrGes moleculares tipicos de microrganismos patogénicos como, por
exemplo, peptideoglicanos, lipopolissacarideos e lipopeptideos. A ativacdo da resposta
imunitaria mediada pela vitamina D se da pela conversdo da 25(OH)Ds: em
1,25(0OH)2D3 no citosol dos macréfagos, assim, se o nivel de calcidiol for baixo, a
resposta pode ser comprometida (NELSON et al., 2010).

A vitamina D apresenta a capacidade de induzir a diferenciagdo de mondcitos
em macréfagos e o complexo formado por 1,25(0OH).D3-VDR-RXR ativa a transcri¢ao
de peptideos antimicrobianos. Além disso, o calcitriol promove uma diminuicdo da
citocina pro-inflamatério IL-6 produzida por células mononucleares periféricas
(HEWISON, 2012; PRIETI et al., 2013).

A 1,25(0OH).Dz demonstra os seus efeitos sobre a resposta imunologica
especifica adquirida pela inibicdo da proliferacdo dos linfocitos T, particularmente as
células T helper 1 (Thl). Quando mensurado o perfil de citocinas em células humanas

tratadas com 1,25(0OH)2D3, encontrou-se maior quantidade de células Th2, confirmando
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que a vitamina D altera o perfil celular de Thl para Th2. Desta forma, a principal acao
da vitamina D sobre o sistema imune € o controle da imunidade adquirida pela
supressao das células T, em particular das células Thl. Os agonistas do VDR também
inibem a diferenciacao de células dendriticas, células T inflamatorias e pro-patogénicas,
como a Th17, favorecendo a conversdo de Th2 e, assim, desenvolvendo um perfil de
maior tolerdncia imunoldgica (HEWISON, 2012).

A 1,25(0H)2Ds sintetizada pelas células do sistema imune € igual a convertida
nos rins, porém a regulacdo da expressao e atividade sdo diferentes, enquanto que a
enzima renal é regulada principalmente pela calcemia e sinais 0sseos, a enzima das
celulas imunitarias € regulada por sinais imunes como, por exemplo, o INF-y

(Interferon-gama).

25 Desenvolvimento Osseo

Durante a ossificagdo endocondral, a cartilagem é progressivamente erodida e
substituida por osso trabecular e medula Ossea a partir de centros priméarios de
ossificacdo. Isto ocorre pela ocupacdo dos condrocitos, células da cartilagem, pelos
osteoblastos e células do tecido désseo que depositam matriz 6ssea. Na metafise, a
cartilagem é continuamente substituida por 0sso trabecular, em um processo que
depende de angiogénese e influencia o crescimento longitudinal dos ossos. A epifise
apresenta vasos sanguineos e forma uma rede vascular que age como um centro
secundario de ossificacdo e a cartilagem entre esse centro forma uma placa de
crescimento, impulsionando o crescimento longitudinal do osso (DIRCKX et al., 2013).

A 1,25(0OH):Ds atua diretamente nos condrdcitos da placa de crescimento que
expressam a CYP27BL1 e neste local a vitamina D ativa as fungdes autdcrinas, como a
diferenciacéo celular, a angiogénese e a osteoclastogénese (NAJA et al., 2009).

O crescimento longitudinal dos 0ssos longos ocorre através do disco ou placa
epifisaria, também chamada de placa de crescimento (Figura 3). As células que formam
essa placa tomam formas distintas em camadas e representam estagios diferentes da
formacdo do o0sso. A primeira camada € a zona de repouso, onde héa cartilagem, mas nao
ha alteracdo. Os condrdcitos mais distantes da diafise formam a zona de proliferacéo, na
qual os condrocitos se dividem e formam colunas paralelas no sentido longitudinal ao
0ss0. A zona hipertrofica apresenta muitos condrocitos, a matriz fica reduzida e os

condrdécitos entram em apoptose. A zona de cartilagem calcificada é o local onde ocorre
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a mineralizacdo e termina a apoptose dos condrdcitos. A zona de ossificacdo é onde
surge o tecido ésseo e onde as células osteoprogenitoras se diferenciam em osteoblastos,
depositando a matriz 6ssea (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Os cristais de hidroxiapatita sdo formados pelos osteoblastos, que combinam o
colageno com o célcio e o fosforo, formando os cristais. A formacao destes cristais €
necessaria para a formacao do osso em tamanho e largura. A formacao da hidroxiapatita
e a regulacdo e deposicdo dos minerais no 0sso é regulada pelas proteinas ligadoras de
Cae P, como a fosfatase alcalina e a osteocalcina (VAN RIET et al., 2013).
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Figura 3. Fotomicrografia do disco epifisario, que mostra as cinco zonas e a
formacéo do tecido 6sseo (coloragdo eosina-hematoxilina, aumento 10x).

Fonte: Arquivo Pessoal.

Durante a reabsorcdo 0ssea, a ligagdo do PTH aos osteoclastos desencadeia a
sintese do ligante de osteoprotegerina (RANKL), uma proteina de membrana das células
osteoblasticas. Este ligante se liga ao seu receptor, chamado de receptor ativador do
fator nuclear kB (RANK), que é expresso nos precursores hematopoiéticos dos
osteoclastos e estimula a diferenciacdo em osteoclastos funcionais. Estas duas proteinas
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de superficie celular, RANKL e RANK, sdo reguladores essenciais para a formacéo e
funcéo dos osteoclastos (FUMOTO et al., 2014).

Durante a primeira fase da remodelacdo, os pré-osteoclastos sdo formados e
ativados. Na segunda fase ocorre a remog¢do do 0sso por estas células reguladas pela
vitamina D e pela calcitonina. Esta remocdo inclui a secrecdo de acidos e enzimas
proteoliticas sobre a membrana do 0sso para que ocorra a digestdo da matriz organica.
A fase de transicdo resulta na sintese de matriz organica e regulacdo da mineralizacéo
pelos osteoblastos. Na ultima fase ocorre a apoptose dos osteoblastos, formando os
ostedcitos, que séo as celulas maduras do tecido 6sseo (CLARKE, 2008; RALSTON,
2009).

2.6 Problemas Locomotores dos Suinos

A domesticacdo e o confinamento dos animais, junto ao melhoramento genético
com a finalidade de aumento da massa muscular, reduziram a fungdo do sistema
locomotor na sobrevivéncia dos suinos. A selecdo genética para as caracteristicas de
producdo pode ter resultado em uma selecdo ndo intencional, como a predisposicdo a
ocorréncia de osteocondrose em suinos (ETTERLIN et al., 2017).

A osteocondrose (OC) é um disturbio que ocorre devido a uma lesdo na placa de
crescimento por uma falha na ossificacdo endocondral, onde a regido afetada ndo é
calcificada, podendo ocorrer uma necrose visivel histologicamente. A lesdo primaria da
OC articular é causada por uma necrose isquémica focal da cartilagem de crescimento
iniciada pela necrose dos vasos sanguineos do canal da cartilagem. Como a cartilagem
necrotica ndo sofre mineralizacdo ou penetracdo vascular, uma falha da ossificacao
endocondral ocorre proximo da lesdo (YTREHUS et al., 2007).

A OC ¢ considerada uma doenca multifatorial, pois ndo existe apenas um fator
responsavel por todos os aspectos da doenca, de modo que os fatores que desempenham
um papel importante na doenca incluem o rapido crescimento, hereditariedade,
caracteristicas anatdmicas, trauma, dieta e um defeito no suprimento vascular da
cartilagem epifisaria. As lesdes da OC sdo mais comumente encontradas no Umero e no
fémur, mas também podem ocorrer nas articulagbes do ombro, quadril, isquio,
articulacGes vertebrais e nas juncdes costocondrais das costelas. Estas lesdes podem ser

observadas em analises histologicas de leitbes com dois meses de idade, porém estes
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animais so irdo demonstrar a chamada “fraqueza das pernas” quando atingirem mais
peso (YTREHUS et al., 2007).

Os periodos de rapido crescimento sdo indicacGes provaveis de crescimento
esquelético desequilibrado. Por isso, o periodo do desmame até os 84 dias de idade é
chamado de janela da susceptibilidade, quando a cartilagem em maturacdo é mais
vulneravel ao surgimento de lesdes osteocondréticas. Os suinos que apresentaram um
répido crescimento entre 28 e 35 dias de idade obtiveram também osteocondrose grave
na idade de abate e entre 56 e 84 dias apresentaram osteocondrose leve, no entanto, apds
90 dias de idade o ganho de peso ndo teve relacdo com o surgimento da OC (VAN
GREVENHOF et al., 2012).

A janela da susceptibilidade nos suinos ocorre aproximadamente entre 8 e 13
semanas de idade, pois é neste periodo que estdo presentes 0s vasos temporais e vasos
recém-formados na cartilagem e é neste local que a interrupcdo do suprimento
sanguineo resulta em osteocondrose, portanto medidas profilaticas podem ser tomadas
neste periodo de tempo (YTREHUS et al., 2007).

Segundo Toth et al. (2016), os animais nesta fase apresentam a capacidade de
regenerar sua estrutura 0ssea, ou seja, animais de 12 semanas de idade apresentam
maior incidéncia de lesbes por OC do que animais de 42 semanas, sendo criados nas
mesmas condi¢des de ambiente e manejo nutricional, demonstrando que no periodo da
“janela da susceptibilidade” também pode ocorrer a regeneracdo do tecido 0sseo através
da remodelacdo e crescimento do 0sso, quando o animal recebe 0s nutrientes
necessarios.

Os problemas locomotores sdo responsaveis por grande parte dos descartes de
matrizes suinas, sendo o aprumo defeituoso a principal causa, com 7,27% dos descartes
das fémeas e cerca de 20 a 50% dos descartes de suinos machos para a reproducédo
devido a fraqueza das pernas (BORDIN et al., 2012; REGASSA et al., 2015).

Além de representar uma preocupacdo constante com o bem-estar dos animais,
0s problemas locomotores também significam um aumento nos custos com medicacao,
assim como as perdas reprodutivas destes animais (CAPELETTO et al., 2016).

Os disturbios nos processos de remodelagdo 6ssea, metabolismo de cartilagem
articular e formacdo dos cascos podem levar a uma condicao de claudicacdo, bem como
a composicao nutricional, consumo alimentar e disponibilidade dos nutrientes ingeridos

podem predispor o animal a problemas locomotores (VAN RIET et al., 2013).
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A claudicacdo nos animais em fase de crescimento é proveniente de diversos
fatores e pode ser consequéncia de doencas de ordem infecciosa ou ndo infecciosa. As
doencas infecciosas mais comumente encontradas séo causadas por Streptococcus suis,
Mycoplasmahyosynoviae, Erysipelothrix rhusiopathiae e Haemophilus parasuis. A
claudicacdo por problemas de ordem néo infecciosa decorre de doengas metabdlicas,
degenerativas ou traumas, como 0 raquitismo, osteomalécia, osteocondrose e fraturas
(JENSEN et al., 2012; KRAMER et al., 2015).

Algumas pesquisas tém demonstrado que o aumento significativo no ganho de
peso dos animais esta relacionado com uma maior ocorréncia de OC, pois resulta em
uma sobrecarga nos membros e no desenvolvimento de lesdes nas articulagdes (VAN
GREVENHOF et al., 2012). Busch e Wachmann (2011) encontraram um aumento de
20% no risco de desenvolvimento de osteocondrose para cada 100 gramas de ganho de
peso médio diario do periodo de desmame até a terminacéo.

Assmundstad et al. (2013) analisaram a hereditariedade e a correlacdo genética
da OC e o0 ganho de peso, concluindo que existe uma alta correlacéo entre a doenca e 0
rapido ganho de peso em suinos, ou seja, 0S animais que ganharam peso mais
rapidamente demonstraram maior incidéncia de OC.

Etterlin et al. (2017) compararam o suino domestico com o javali e observaram
uma ocorréncia muito maior de OC nos animais domesticados quando comparados aos
animais selvagens, estes, por sua vez, nao apresentam um ganho de peso tdo rapido e
carregam a genética ancestral dos animais que precisavam cacar para sobreviver, com
caracteristicas bem adaptadas a atividade fisica.

A capacidade de cicatrizacdo das lesdes subclinicas de OC consiste em
avaliacOes realizadas por tomografia computadorizada em intervalos de duas semanas
em que 51 e 69% das lesBes subclinicas nas articulagdes do joelho e cotovelo foram
curadas aos 180 dias de idade (OLSTAD et al., 2014).

Sendo assim, a importancia do desenvolvimento 6sseo adequado no inicio da
vida do suino € essencial para que 0s animais adultos ndo sejam acometidos pelos
distdrbios locomotores mais presentes na suinocultura. Diante do exposto, a
suplementacdo de vitamina D se torna essencial nesta fase para que a formacdo 0ssea

ocorra de forma satisfatoria.
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3 USO DA 1,25-DIHIDROXICOLECALCIFEROL GLICOSIDEO NA
SUBSTITUICAO PARCIAL OU TOTAL DO COLECALCIFEROL E SEUS
EFEITOS SOBRE A DIGESTIBILIDADE DE CALCIO E FOSFORO,
DESEMPENHO ZOOTECNICO E METABOLITOS SANGUINEOS DE
LEITOES

RESUMO

Foram realizados dois experimentos, um ensaio de digestibilidade e um desempenho
zootécnico. No ensaio de digestibilidade foram utilizados 36 leitdes, machos inteiros,
com peso medio de 18,79+3,37 kg, distribuidos em blocos, com quatro tratamentos,
nove repeticbes e um animal por unidade experimental (UE). Os tratamentos
experimentais consistiram em quatro tratamentos com quantidades variadas de vitamina
D por kg de racdo, compondo uma substituicdo parcial do colecalciferol pela
1,25(0OH).D3z glicosideo: Dz = 1969 Ul de colecalciferol; Controle Negativo (CN) =
racdo isenta de Vitamina D; 50% = 984,5 Ul de colecalciferol + 0,375 pg de
1,25(0OH).D3 glicosideo e 100% =ragdo com 0,750 pug de 1,25(0OH)2Ds glicosideo. Para
avaliacdo do desempenho zootécnico foram utilizados 128 leitbes, machos inteiros,
com aproximadamente 21 dias de idade e peso corporal médio inicial de 6,82 +0,38kg,
distribuidos em um delineamento em blocos casualizados com oito repeticdes e quatro
animais por UE, totalizando 32 animais por tratamento. Foram utilizados quatro
tratamentos: 100/0 = 100% da exigéncia de vitamina D suplementada pelo
colecalciferol (2707 Ul na fase pré-inicial I, 2405 Ul na fase pré-inicial 11 e 1969 Ul
na fase inicial); 50/50 = 50% da exigéncia suplementada pelo colecalciferol de acordo
com cada fase de criacdo + 0,25 pg de 1,25(OH)2Ds glicosideo; 25/75 = 25% da
exigéncia de colecalciferol para cada fase + 0,375 pug de 1,25(0OH)2Ds glicosideo e
0/100 = 0,50 pg de 1,25(0OH)2Ds glicosideo. Comparacgdes entre médias de tratamentos
foram realizadas por meio do teste de Tukey ao nivel de 5% ou 10% de probabilidade.
O erro B dos parametros foi utilizado para ajudar a explicar os valores de p de 5 a 10%
de probabilidade. A digestibilidade aparente dos nutrientes ndo foi influenciada
(P>0,05) pelos tratamentos, bem como a excrecdo de Ca’** e P. O desempenho
zootécnico dos leitdes apresentou diferencgas entre os tratamentos para as variaveis GPD
(P=0,031) e para o CRD (P=0,060) na fase pré-inicial 1, PCF (P=0,095) e CRD
(P=0,032) na fase pré-inicial 1 + 1I, CRD na fase inicial, CRD e conversdo alimentar
(CA) no periodo total do experimento. Na fase pré-inicial 1, 0 GPD foi 16,7% maior no

tratamento com apenas a inclusdo de colecalciferol do que no tratamento com a
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1,25(0OH).D3 glicosideo, o mesmo foi encontrado para 0 CRD que apresentou 14,8%
maior no tratamento 100/0. Para as concentra¢fes plasmaticas, o calcio na fase pré-
inicial 11 (P=0,058) apresentou a maior concentracdo no tratamento 50/50. A fosfatase
alcalina apresentou diferenca entre os tratamentos na fase inicial (P<0,0001), sendo que
o0 tratamento 25/75 promoveu o menor valor plasmatico (481,63 U/L). A combinagéo
das duas formas de vitamina D resultou em um aumento significativo de 9% na
concentracdo plasmatica de célcio na fase pré-inicial Il, porém ndo houve diferenca

entre os tratamentos no periodo total do experimento.

PALAVRAS-CHAVE: Fosfatase alcalina, Nutri¢do de suinos, Vitamina D.
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3 USE OF 1,25-DIHYDROXICOLECALCIFEROL GLYCOSIDE IN
PARTIAL OR TOTAL REPLACEMENT OF CHOLECALCIFEROL AND ITS
EFFECTS ON CALCIUM AND PHOSPHORUS DIGESTIBILITY,
ZOOTECHNICAL PERFORMANCE AND BLOOD METABOLITUS
PERFORMANCE

ABSTRACT

Two experiments were carried out, a digestibility experiment and a zootechnical
performance. In the digestibility experiment, 36 whole male piglets, with an average
weight of 18,79 £ 3,37 kg were used, distributed in a block design, with four treatments,
nine repetitions and one animal per experimental unit (EU). The experimental
treatments consisted of four treatments with varying amounts of vitamin D per kg of
feed, comprising a partial replacement of cholecalciferol with 1,25(0OH).Ds glycoside:
D3 = 1969 IU of cholecalciferol; Negative Control (CN) = Vitamin D-free diet; 50% =
984,5 U cholecalciferol + 0,375 pg of 1,25(0OH)2D3 glycoside; and 100% = feed with
0,750 pg of 1,25(0OH)2Ds glycoside. To evaluate the zootechnical performance, 128
whole male piglets were used, with approximately 21 days of age and average initial
body weight of 6,82 + 0,38 kg, distributed in a randomized block design, with eight
replicates and four animals per EU, totaling 32 animals per treatment. Four treatments
were used: 100/0 = 100% of the vitamin D requirement supplemented by cholecalciferol
(2707 1U in the pre-initial phase I, 2405 U in the pre-initial phase Il and 1969 IU in the
initial phase); 50/50 = 50% of the requirement supplemented by cholecalciferol
according to each phase + 0,25 pg of 1,25(0OH).D3 glycoside; 25/75 = 25% of the
cholecalciferol requirement for each phase + 0,375 pg of 1,25(0OH).D3 glycoside and
0/100 = 0,50 pg of 1,25 (OH)2Ds glycoside. Comparisons between treatment averages
were performed using the Tukey test at the level of 5% or 10% probability. The B error
of the parameters was used to help explain the p values of 5 to 10% probability. The
apparent digestibility of nutrients was not influenced (P>0,05) by the treatments, as well
as the excretion of Ca?* and P. The zootechnical performance of the piglets showed
differences between the treatments for the ADWG (P=0,031) and for the ADC
(P=0,060) in the pre-initial I, FBW (P=0,095) and ADC (P=0,032) in the pre-initial I +
Il phase, ADC in the initial phase, ADC and feed conversion rate (FC) in the total
period experiment. In the pre-initial I, the ADWG was 16,7% higher in the treatment
with only the inclusion of cholecalciferol than in the treatment with the 1,25(0OH).D3
glycoside, the same was found for the ADC that presented 14,8 % higher in 100/0
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treatment. For plasma concentrations, calcium in the pre-initial 11 (P=0,058) showed the
highest concentration in the 50/50 treatment. Alkaline phosphatase showed a difference
between treatments in the initial phase (P<0.001), with treatment 25/75 promoting the
lowest plasma value (481,63 U/L). The combination of the two forms of vitamin D
resulted in a significant increase of 9% in the plasma calcium concentration in the pre-
initial 11 phase, however there was no difference between treatments in the total period

of the experiment.

KEYWORDS: Alkaline phosphatase, pig nutrition, vitamin D.
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3.1 Introducéo

A vitamina D é encontrada na natureza sob duas formas, a vitamina D, presente
nos vegetais, e a vitamina Ds, presente nos tecidos animais. Nos mamiferos a pre-
vitamina Ds, conhecida como ergocalciferol, pode ser convertida em colecalciferol,
através da incidéncia dos raios solares ultravioletas sobre a epiderme, em uma reacéao de
fotolise que promove a quebra das ligagdes carbonicas 9 e 10 do anel B do ciclo
pentanoperidrofenantreno (BARRAL et al., 2007; CASTRO, 2011).

Um estudo mais recente demonstrou que a vitamina D ndo é absorvida apenas de
forma passiva, mas também pode passar por transportadores de membrana do colesterol.
A absorcdo ocorre principalmente no intestino delgado proximal e € influenciada pelas
secre¢Oes gastricas, pancredticas e biliares, formacao de micelas, absor¢do na membrana
da borda em escova e transporte para fora da célula intestinal (TSIARAS &
WEINSTOCK, 2011; REBOUL et al., 2011).

A vitamina D3z €é considerada um hormonio calcitropico e, para que sua molécula
seja ativada, necessita passar dois processos de hidroxilagdo no organismo. O primeiro
passo da ativacdo metabolica ocorre no figado, onde o colecalciferol sofre a adicdo de
uma hidroxila no carbono 25 através da acdo da enzima 25-hidroxilase, formando a 25-
hidroxicolecalciferol (25(OH)D3). O segundo passo ocorre principalmente nos rins, pela
acdo da 1-alfa-hidroxilase com hidroxilacdo no carbono 1, formando a 1,25-
dihidroxicolecalciferol (1,25(0OH)2D3) (BLOMBERG et al., 2010; CASTRO, 2011).

A 1,25(0OH).Ds é a principal reguladora do metabolismo de célcio e fésforo no
organismo, pois a sua ativacdo é regulada pelos niveis destes minerais no organismo.
Nos rins, a 1,25(0H).Ds apresenta a funcdo de diminuir a excrecdo de Ca?*, aumentar a
reabsorcdo de Ca?* e inibir a reabsorcdo de fosfato, sendo que no intestino ocorre o
aumento do transporte ativo de Ca®* e fosfato (VERSTUYF et al., 2010).

As plantas da familia Solanaceae sdo conhecidas pelo seu efeito calcinogénico,
como a Solanumglaucophyllun. Estas plantas apresentam glicosideos analogos aos
metabolitos ativos da vitamina D3, que sdo quebrados no intestino dos monogastricos
por enzimas [-glicosidases e hidrolisam a estrutura, liberando-a lentamente para ser
absorvida. A 1,25(0OH)2Ds de origem herbal apresenta propriedades farmacocinéticas
diferentes da fonte sintética devido a sua estrutura de glicosideo, visto que a forma
sintética apresenta uma rapida absorcao intestinal, enquanto que o glicosideo precisa ser

hidrolisado primeiro, sendo liberado mais lentamente. Esta liberagcdo retardada pode
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garantir uma maior seguranca no fornecimento aos animais, devido ao pico de
concentracdo ser menor e a meia-vida biolégica maior (ZIMMERMAN et al., 2015;
MATHIS et al., 2016; ODRIOZOLA et al., 2018).

Tousignant et al. (2013) forneceram a vitamina na forma 25(OH)D3 para leitdes
aos dois dias de idade e avaliaram o desempenho durante a fase lactente e apos o
desmame. Os autores observaram que o peso médio corporal foi maior no tratamento
com o calcidiol, assim como a concentragdo sérica de 25(OH)D3 foi maior aos 26 dias
apos o desmame. Em frangos, a 1,25(0OH)2Ds € utilizada com o objetivo de maximizar o
desempenho das aves, pois 0 uso do metabolito ativo pode reduzir a energia gasta na
conversdo da forma inativa, que ja esté disponivel para imediata utilizacdo (GARCIA et
al., 2013).

O aumento da conversdo da Vitamina D para sua forma ativa pode promover um
aumento na absorcdo intestinal em dietas com baixas concentracdes de calcio. Além
disso, a absor¢do do Ca também ¢ afetada pela biodisponibilidade do Ca dietético e pela
exigéncia fisioldgica deste mineral ( WASSERMAN, 2004).

Neste contexto, a vitamina D pode apresentar melhora sobre o desenvolvimento
0sseo, a hemostasia mineral e o desempenho dos animais, mediante as suas funcgdes
hormonais apds a ativacdo da vitamina para a forma 1,25(0OH).Dsz. A ligacdo do
calcitriol ao receptor de vitamina D (VDR) aumenta a transcri¢cdo de diversos genes de
proteinas como, por exemplo, osteocalcina, fosfatase alcalina e calbindina (BARRAL et
al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a substituicdo de duas formas de vitamina
D, o colecalciferol e a 1,25-dihidroxicolecalciferol, individualmente ou combinadas,
sobre a biodisponibilidade de célcio e fosforo, desempenho zootécnico e parametros

sanguineos de leitdes em fase de creche.

3.2 Materiais e métodos

O trabalho foi realizado na fazenda experimental Prof. Dr. Anténio Carlos dos
Santos Pessoa, pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus de
Marechal Candido Rondon, e resultou em dois experimentos. O primeiro experimento
foi um ensaio de digestibilidade e o0 segundo um desempenho zootécnico, seguindo 0s
regulamentos aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UNIOESTE
(Protocolo n° 16/19).
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Experimento | — Ensaio de digestibilidade

Foram utilizados 36 leitdes hibridos, machos inteiros, com peso corporal médio
inicial de 18,79+3,37 kg, distribuidos em delineamento em blocos casualizados, com
quatro tratamentos, nove repeticdes e um animal por unidade experimental. Os blocos
foram formados a partir do peso inicial dos leitdes. Os animais foram alojados
individualmente em gaiolas de metabolismo, com tamanhos adaptaveis para cada
animal, feitas de metal com piso de estrado plastico e funil para a coleta da urina,
também possuia uma caixa de metal na parte posterior para a coleta de fezes. As gaiolas
eram providas de comedouro e bebedouro frontal, semelhantes as descritas por Pekas
(1968), distribuidas em sala de alvenaria com piso de concreto e cortinas laterais. Deste
modo, 0s animais permaneceram por aproximadamente 12 dias, sendo sete dias de
adaptacdo as gaiolas e a racdo experimental, bem como para regulariza¢do do consumo
metabolico e cinco dias de coleta total de fezes e urina.

As ragdes foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais (Tabela 1)
recomendadas por Rostagno et al. (2017). Os tratamentos experimentais consistiram em
quatro tratamentos com quantidades variadas de vitamina D por kg de ra¢do, compondo
uma substituicdo parcial do colecalciferol pela 1,25(0OH).Ds glicosideo: Dz = 1969 Ul
de colecalciferol; Controle Negativo (CN) = racdo isenta de Vitamina D; 50% = 984,5
Ul de colecalciferol + 0,375 pg de 1,25(0OH).Ds glicosideo e 100% =rag¢édo com 0,750
Hg de 1,25(0OH)2Ds glicosideo.

A quantidade de racdo fornecida durante o periodo de coleta foi determinada em
funcdo do consumo na fase de adaptacéo, ajustado pelo peso metabolico (PV®™), de
acordo com Sakomura e Rostagno et al. (2016). A racdo foi dividida em duas refeicdes
diarias, as 08:00 horas e as 16:00 horas, a 4gua foi fornecida a vontade. O éxido de ferro
foi utilizado na ragdo na proporcdo de 1% como marcador no inicio e ao final do
periodo de coleta.

As fezes excretadas por cada animal foram coletadas diariamente, pesadas e
acondicionadas em sacos plasticos identificados e armazenadas em freezer até o final do
periodo experimental. Apos isso, foram descongeladas, homogeneizadas e uma amostra
foi retirada para a pré-secagem em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por um periodo e
72 horas. Posteriormente, as amostras foram moidas em moinho tipo bola e
armazenadas em potes de polietileno para as analises quimicas de célcio e fdsforo e

analises de matéria seca, proteina bruta e matéria mineral.
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Tabela 1. Composicdo da racdo referéncia utilizada no ensaio de digestibilidade dos

leitbes
Ingredientes Composicdo centesimal
Milho, 7,88% 58,765
Farelo de soja, 45,4% 33,868
Oleo de soja 3,159
Fosfato bicélcico, 21% 1,894
Calcério calcitico, 37% 0,830
Sal comum 0,484
Premix vitaminico! 0,200
L-lisina, HCI 78% 0,415
L-treonina, 99% 0,179
DL-metionina, 98% 0,169
L-triptofano,99% 0,022
Promotor de crescimento? 0,011
Total 100,00
Composicdo calculada (%)
Energia metabolizavel (Kcal kg™) 3,350
Fibra bruta 3,150
Extrato etéreo 5,627
Célcio total 0,913
Faésforo disponivel 0,450
Fésforo total 0,690
Lisina digestivel 1,281
Metionina + cistina digestivel 0,730
Treonina digestivel 0,833
Triptofano digestivel 0,243
Sédio 0,205
Potassio 0,799
FDN?3 11,509
FDA* 4,647
Composigédo analisada (% MN)
Matéria seca 96,04
Matéria mineral 7,26
Proteina bruta 18,11

1 Premix vitaminico e mineral: Vitamina A (min.) 3.437.500 Ul/kg; vitamina E (min.) 20.000 UI/Kg;
vitamina K3 (min.) 1.500 Ul/kg; vitamina B1 (min.) 500 mg/kg; vitamina B2 (min.) 1.565 mg/kg;
vitamina B6 (min.) 1.000 mg/kg; vitamina B12 (min.) 10.000 mcg/kg; niacina (min.) 15g/Kg; acido
pantoténico (min.) 7.500 mg/kg; acido félico (min.) 150 mg/kg; biotina (min.) 50 mg/kg; colina (min.)
100 g/kg; manganés (min.) 20 g/kg; zinco (min.) 55 g/kg; ferro (min.) 40 g/kg; cobre (min.) 6.000

mg/kg; iodo (min.) 500 mg/kg; selénio (min.) 180 mg/kg.

2Tiamulina;
SFibra em detergente neutro;
“Fibra em detergente acido.

A urina foi coletada em baldes contendo 20 mL de uma solugéo de HCI 1:1 para

evitar a proliferacdo de bactérias. Diariamente, a urina foi coletada e o seu volume

mensurado, sendo que uma aliquota de 20% foi retirada e acondicionada em recipiente

plastico, identificados e armazenados em freezer até o final do periodo de coleta,
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quando foram homogeneizados e uma amostra de 20% do total foi retirada para a
analise de célcio.

O método utilizado foi o de coleta total de fezes. Foram avaliados os teores de
Ca e P naracdo e nas fezes e P na urina, o consumo de Ca e P total, a excrecdo de Ca e
P, além dos coeficientes de digestibilidade, de matéria seca, proteina bruta, matéria
mineral, matéria orgéanica, célcio e fdsforo. Para determinar o coeficiente de

digestibilidade foi utilizada a férmula abaixo, descrita por Sakomura e Rostagno (2016).

Coeficiente de digestibilidade aparente (CDA)
CDA (%) = Componente ingerido (g) — Componente excretado (g) X 100

Componente ingerido (Q)

As analises de matéria seca, proteina bruta, matéria mineral das racdes e fezes
foram realizadas de acordo com a metodologia de Silva e Queiroz (2009), no laboratério
de nutricdo animal da Universidade Estadual do Oeste do Parana. As andlises de célcio
das racOes, fezes e urina foram realizadas por espectrometria de absorcdo atdmica e as
analises de fdésforo por espectroscopia UV vis, no laboratorio de quimica analitica da
Universidade Estadual do Oeste do Parana.

Antes de avaliar o resultado da anéalise de variancia (ANOVA), foi procedida a
analise dos residuos padronizados de Student, a fim de diagnosticar outliers. O critério
adotado para identificacdo de outliers foi baseado na curva de distribui¢cdo normal, ou
seja, valores maiores ou iguais a trés desvios-padrdo, em valor absoluto, foram
considerados como influentes. A normalidade dos erros experimentais e a
homogeneidade de variancias entre os tratamentos para as diversas variaveis foram
avaliadas previamente, utilizando, para isso, os testes de Shapiro-Wilk e de Levene,
respectivamente.

Para as caracteristicas avaliadas, 0 modelo estatistico utilizado foi: Yix =m + T;
+ bj + ik Os efeitos dos fatores incluidos no modelo foram descritos por: Yijk =
observacao media da variavel dependente em cada parcela, medida na i-ésima classe de
tratamento; no j-ésimo bloco e na k-ésima repeticdo; m = efeito da média geral; Ti =
efeito das classes de tratamento, para i = (1, 2, 3 e 4); b; = efeito de bloco, paraj = (1, 2
e 3); &ijk = erro aleatdrio da parcela associado ao nivel i, bloco j e repeticéo k.

Os efeitos de tratamento experimental sobre as variaveis dependentes foram

verificados por meio da ANOVA. Comparacdes entre médias de tratamentos foram
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realizadas por meio do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas utilizando os procedimentos do software estatistico
“Statistical Analysis System” (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Todos os dados foram

apresentados como médias com erro padrdo da média.

Experimento Il — Desempenho zootécnico

Foram utilizados 128 leitdes hibridos, machos inteiros, com aproximadamente
21 dias de idade e peso medio inicial de 6,82 +0,38kg, distribuidos em um
delineamento em blocos casualizados, com oito repeticfes e quatro animais por
unidade experimental, totalizando 32 animais por tratamento. Os blocos foram
formados com base no peso inicial individual dos animais no momento do alojamento,
0s mesmos receberam identificacdo por meio de brincos. Os animais foram alojados em
baias de creche suspensas com dimensdes de 1,0m x 1,5m e 0,37m2 por animal,
providas de comedouros frontais e bebedouros tipo chupeta.

A temperatura e a umidade relativa do ar foram mensuradas com auxilio de
equipamento datalogger. As janelas da instalacdo que ficavam expostas ao sol
receberam lonas pretas para evitar a entrada da radiacdo solar. Durante o periodo
experimental a temperatura variou entre 19,5 a 33,1 °C com média de 26,2 °C e 30% e a
90% de umidade relativa do ar.

As dietas foram formuladas para atenderem as exigéncias nutricionais.
Seguindo as recomendacbes de Rostagno et al. (2017), o complexo vitaminico
utilizado foi isento de vitamina D (Tabela 2) e o colecalciferol e a 1,25(0OH)2D3 foram
acrescentadas a ragéo on top.

Os tratamentos foram constituidos pela inclusdo de colecalciferol e
1,25(0OH).D3 glicosideo, um em substituicdo ao outro para completar 100% da
recomendacdo. As fontes de 1,25(0OH)2Ds glicosideos utilizadas foram as folhas secas
da planta Solanum glaucophyllum (Panbonis®, Herbonis Animal Health), que
fornecem 10 mg de 1,25(0OH)2D3z por kg de produto, segundo determinacéo analitica.
A recomendagcéo para a utilizacdo do produto foi de 50 g t, que equivale a 0,5 pg de
1,25(0H).D3z por kg de racdo.
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Tabela 2. Composi¢do centesimal e quimica das ragdes experimentais para leitdes (6 a 24 kg)

Fases de crescimento

Ingredientes (%)

Pré-Inicial 1 Pré-Inicial 2 Inicial
Milho, 7,88% 49,880 55,510 57,850
Farelo de soja, 45% 17,470 19,900 30,520
Conc. proteico de sorot 11,360 8,000 -
Leite em po integral 4,000 - -
Soja micronizada, 36% 8,000 8,000 4,000
Acucar 4,000 3,000 2,000
Oleo? 1,530 2,010 2,420
Fosfato monocélcico, 21% 1,350 1,550 1,690
Calcario calcitico, 37% 0,190 0,370 0,400
Sal comum 0,470 0,500 0,480
Acido citrico 0,400 - -
L-lisina, HCI 78% 0,400 0,420 0,190
L-treonina, 98% 0,140 0,140 0,030
L-triptofano, 98% 0,080 0,080 0,040
DL-metionina, 99% 0,180 0,170 0,090
Premix* 0,200 0,200 0,200
Aditivo® 0,200 - -
Promotor de crescimento® 0,150 0,150 0,050
Sulfato de cobre, 25% - - 0,040
Total 100,00 100,00 100,00
Valores calculados (%)
Energia metabolizavel (Kcal kg™) 3,500 3,450 3,400
Extrato etéreo 6,390 6,070 5,770
Célcio total 0,500 0,550 0,550
Fosforo disponivel 0,450 0,450 0,450
Lisina digestivel 1,160 1,150 1,100
Metionina + cistina digestivel 0,680 0,680 0,670
Treonina digestivel 0,730 0,720 0,690
Sadio 0,300 0,270 0,210
Lactose 10,000 6,000 -
Composicdo analisada (% MN)
Matéria seca 95,153 95,273 95,411
Proteina bruta 20,845 20,896 23,525
Matéria mineral 4,713 4,636 4,968

1Concentrado proteico de soro de leite em po; 20leo vegetal refinado: Pré Inicial 1; 6leo vegetal degomado: Pré
Inicial 2 e Inicial;3Premix vitaminico e mineral pré inicial I e 1l: Vitamina A (min.) 3.850.000 Ul/kg; vitamina E
(min.) 22.400 UI/Kg; vitamina K3 (min.) 1.680 Ul/kg; vitamina B1 (min.) 560 mg/kg; vitamina B2 (min.) 1.750
mg/kg; vitamina B6 (min.) 1.120 mg/kg; vitamina B12 (min.) 11.000 mcg/kg; niacina (min.) 17g/Kg; éacido
pantoténico (min.) 8.400 mg/kg; acido félico (min.) 168 mg/kg; biotina (min.) 56 mg/kg; colina (min.) 112 g/kg;
manganés (min.) 22,50 g/kg; zinco (min.) 61,50 g/kg; ferro (min.) 45 g/kg; cobre (min.) 6.700 mg/kg; iodo
(min.) 560 mg/kg; selénio (min.) 205 mg/kg; “Premix fase Inicial: Vitamina A (min.) 3.437.500 Ul/kg; vitamina
E (min.) 20.000 UI/Kg; vitamina K3 (min.) 1.500 Ul/kg; vitamina B1 (min.) 500 mg/kg; vitamina B2 (min.)
1.565 mg/kg; vitamina B6 (min.) 1.000 mg/kg; vitamina B12 (min.) 10.000 mcg/kg; niacina (min.) 15g/Kg;
acido pantoténico (min.) 7.500 mg/kg; &cido folico (min.) 150 mg/kg; biotina (min.) 50 mg/kg; colina (min.) 100
g/kg; manganés (min.) 20 g/kg; zinco (min.) 55 g/kg; ferro (min.) 40 g/kg; cobre (min.) 6.000 mg/kg; iodo
(min.) 500 mg/kg; selénio (min.) 180 mg/kg; SAditivo nutricional, fonte de nucleotideos livres e purificados;
6Colistina, 8%.
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Os tratamentos consistiram em: 100/0 = 100% da exigéncia de vitamina D
suplementada pelo colecalciferol (2707 Ul na fase pré-inicial I, 2405 Ul na fase pré-
inicial 11 e 1969 Ul na fase inicial); 50/50 = 50% da exigéncia suplementada pelo
colecalciferol de acordo com cada fase de criacdo + 0,25 pg de 1,25(0OH)2Ds
glicosideo; 25/75 = 25% da exigéncia de colecalciferol para cada fase + 0,375 g de
1,25(0OH)2D3 glicosideo e 0/100 = 0,50 ug de 1,25(0OH).D3 glicosideo.

A racdo e 4gua foram fornecidas a vontade durante todo periodo experimental,
as sobras de racGes foram recolhidas diariamente, pesadas e descontadas do
fornecimento para célculo do consumo diario. O peso individual dos animais foi
registrado no inicio e ao final de cada fase experimental, sendo dividas em: Pré Inicial I,
Pré Inicial Il e Inicial. Com base nesses dados, determinou-se 0 peso corporal inicial
(PCI, kqg), peso corporal final (PCF, kg), média do consumo de racdo diario (CRD, kg
dial), média do ganho de peso diario (GPD, kg dia?) e a conversdo alimentar (CA, kg
kg?).

No inicio do experimento e ao final de cada fase foram realizadas coletas de
sangue de 16 animais por tratamento, apds jejum de 6 horas. O sangue foi coletado
através da veia cava cranial, em duplicata, sendo um tubo com heparina e outro sem
anticoagulante. O sangue foi centrifugado (Centrilab Model 80-2B analog centrifuge) a
4.000 ppm durante 5 minutos e o soro/plasma transferido para microtubos de polietileno
tipo “ependorfes” previamente identificados e congelados. Foram realizadas analises de
calcio (Ca), fosforo (P) e fosfatase alcalina (FA) no plasma por meio de kits comerciais
(Elitech) e as leituras foram realizadas em equipamento analisador bioquimico (Flexor
EL200). A andlise da 25(OH)D3 no soro foi realizada em laboratério de andlises clinicas
pelo método de quimioluminescéncia.

Antes de avaliar o resultado da analise de covariancia (ANCOVA) e variancia
(ANOVA), foi procedida a andlise dos residuos padronizados de Student, a fim de
diagnosticar outliers. O critério adotado para identificacdo de outliers foi baseado na
curva de distribuicdo normal, ou seja, valores maiores ou iguais a trés desvios-padrao,
em valor absoluto, foram considerados como influentes. A normalidade dos erros
experimentais e a homogeneidade de variancias entre os tratamentos para as diversas
variaveis foram avaliadas previamente utilizando os testes de Shapiro-Wilk e de
Levene, respectivamente.

Para as caracteristicas de desempenho zootécnico e metabolitos sanguineos, o

modelo estatistico utilizado foi: Yik = m + Ti + bj + B (Xijk -) + &ijk. Os efeitos dos
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fatores incluidos no modelo foram descritos por: Yik = observacdo media da variavel
dependente em cada parcela, medida na i-ésima classe de tratamento; no j-ésimo bloco e
na k-ésima repeticdo; m = efeito da média geral; T; = efeito das classes de tratamento
parai = (1, 2, 3 e 4); bj = efeito de bloco, para j = (1 e 2); B = coeficiente de regressao
de Y sobre X; Xijx = observacdo média da covariavel (peso corporal inicial e baseline)
em cada parcela, medida na i-ésima classe de tratamento, no j-ésimo bloco e na k-ésima
repeticdo; = media geral para a covariavel X; eijk = erro aleatorio da parcela associado
ao nivel i, bloco j e repetigdo k.

Os efeitos de tratamento experimental sobre as variaveis dependentes foram
verificados por meio da ANCOVA e ANOVA. ComparacGes entre médias de
tratamentos foram realizadas por meio do teste de Tukey ao nivel de 5% a 10% de
probabilidade. O erro  dos parametros foi utilizado para ajudar a explicar os valores de
p de 5 a 10% de probabilidade. Este procedimento foi realizado usando o poder do teste
(1-B) do pacote R.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando os procedimentos do
software estatistico “Statistical Analysis System” (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA).
Todos os dados foram apresentados como médias com erro padrdo da média.

3.3 Resultados e discussoes
Coeficientes de digestibilidade aparente e nutrientes digestiveis

Os resultados mostram que a digestibilidade aparente dos nutrientes ndo foi
influenciada (P>0,05) pelos tratamentos, bem como a excrecdo de Ca?* e P (Tabela 3).
Os coeficientes de digestibilidade aparente do Ca?* foram semelhantes aos encontrados
na literatura em dietas contendo fitase, porém a digestibilidade de P do presente trabalho
foi superior a estes, que apresentaram valores entre 24,7 e 28,4% de P
(GUGGENBUHL et al., 2007; BENTO et al., 2012; ZENG et al., 2014).

O coeficiente de digestibilidade aparente do calcio também ndo apresentou
efeito no trabalho de Santana et al. (2018), quando diferentes fontes de calcio foram
utilizadas na dieta de leitdes, indicando uma digestibilidade de 65,16% com a utilizagéo
de calcério calcitico, sendo superior a este trabalho. Portanto, independente da forma
utilizada como fonte de vitamina D, ndo foi o suficiente para alterar a digestibilidade

dos nutrientes.
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Durante o inicio da fase de creche, os leitbes apresentaram uma acidificacéo
estomacal pela maior producdo de acido latico vindo de uma dieta rica em lactose, a
reducdo do pH intestinal pode levar ao aumento da absorcédo de célcio pela acdo de
dissociacdo de compostos, como o fosfato de calcio, liberando Ca?*. Entretanto, no
presente experimento os animais ndo receberam uma dieta com inclusdo de lactose e
ndo houve influéncias das diferentes formas de vitamina D ofertadas nas dietas sobre a
digestibilidade do célcio, demonstrando que ndo houve alteracdo no pH intestinal dos
leitbes (JIANG et al., 2013; DENCK et al., 2017).

Tabela 3. Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) e nutrientes digestiveis das
racbes para leitdes suplementadas com colecalciferol ou 1,25(0OH).D3

glicosideo
Tratamentos® - 5 6
CDA (%) D3 N 50 100 Média EPM° P-value
Matéria seca 74,08 76,16 74,88 70,48 73905 1,231 0414
Matéria organica 78,16 8186 79,56 75,75 78,836 0,996 0,175
Proteina bruta 76,91 73,08 76,85 70,94 73,641 1,38 0,361
Célcio 7484 70,14 73,89 72,71 72,897 1508 0,730
Fosforo 69,06 70,64 6569 66,11 67,880 1,746 0,484
Nutrientes digestiveis
MSD?3, % 36,25 3534 3493 32,83 35032 0,602 0,150
MOD?*, % 74,34 7435 7585 76,55 75,279 0,632 0,475
Ca?* ingerido, g/d 5,24 4,72 4,79 4,67 4,860 0,175 0,674
Ca?*fecal, g/d 1,26 1,43 1,25 1,25 1,302 0,082 0,855
Ca2* urinario, g/d 1,18 1,11 117 1,05 1,132 0,085 0,947
Ca?* retido, % 7453 69,76 73,40 72,29 72,499 1508 0,727
P ingerido, g/d 6,49 7,08 6,34 5,92 6,462 0,270 0,488
P fecal, g/d 200 209 203 1,93 2,016 0,107 0,900

!Dietas experimentais — D3 = 100% colecalciferol; CN = controle negativo sem vitamina D; 50 = 50%
colecalciferol + 50% 1,25(OH).D5 glicosideo; 100 = 100% 1,25(0H).Ds glicosideo.

SMSD = matéria seca digestivel;

4MOD = matéria organica digestivel;

4EPM: erro padrdo da média;

éSignificancia de p.

A excrecéo de célcio e fosforo ndo diferiu entre os tratamentos independentes da
forma como a vitamina D foi suplementada. A utilizagdo da 25(OH)Ds por Duffy et al.
(2018) para os suinos, na fase de terminagdo, também ndo apresentou efeitos
significativos na digestibilidade de nutrientes. Os estudos de Larsen et al. (2000) e
Gonzéales-Vega et al. (2016) com suinos demonstram que quanto maior o consumo de
calcio, maior a excrecdo deste mineral nas fezes e urina, com 0 aumento na excregédo

fecal de fosforo e reducdo nas perdas urinarias pelo aumento na reabsorcao renal de P.



47

A 1,25(0H)2Ds pode levar ao aumento na absorcéo intestinal de calcio e fosforo
com consequente hipercalcemia, hiperfosfatemia e mineralizagdo dos tecidos moles,
porém, a utilizacdo do glicosideo, neste estudo, ndo influenciou no aumento da
absorcéo, visto que ndo houve diferenca na excrecdo fecal destes minerais. Como a
1,25(0OH).D3 glicosideo é quebrada lentamente, a sua liberacdo é retardada, fazendo
com que a sua acéo se assemelhe ao colecalciferol devido a necessidade de converséo,
para que assim ndo ocorra um pico de absorcdo de Ca e P, garantindo mais protecédo
contra 0 excesso destes minerais no organismo. Deste modo, pode-se concluir que o
1,25(0OH).D3 glicosideo n&o exerceu influéncia sobre a digestibilidade dos nutrientes e
na excre¢cdo dos minerais célcio e fosforo (MATHIS et al., 2016; ODRIOZOLA et al.,
2018).

Desempenho zootécnico

O desempenho zootécnico dos leitdes (Tabela 4) foi apresentado de forma que
demonstra o efeito acumulado entre as fases de cria¢do. Foi encontrado efeito dos
tratamentos sobre o0 GPD (P=0,031) e para o CRD (P=0,060) na fase pré-inicial I, PCF
(P=0,095) e CRD (P=0,032) no acumulado das fases pré-inicial | + 1l, CRD (P=0,002) e
CA (P=0,002) no periodo total do experimento.

Na fase pré-inicial I, o tratamento com apenas colecalciferol (100/0) obteve um
GPD 16,7% maior do que no tratamento com a 1,25(OH).D3 glicosideo (0/100). O
mesmo foi encontrado para o CRD, que se apresentou 14,8% maior no tratamento 100/0
quando comparado ao tratamento 0/100. Entretanto, no CRD o tratamento 50/50 foi
semelhante ao tratamento 100/0, o que ndo ocorreu no GPD em que o tratamento 50/50
apresentou reducéo de 19,2%.

Diversos fatores podem levar a uma queda no desempenho dos leitdes, pois o
desmame e um periodo critico na suinocultura. O leitdo desmamado precocemente
apresenta o sistema digestorio imaturo e com uma capacidade limitada de digestdo e
absorcdo de nutrientes. A mudanga que ocorre no limen intestinal apés o desmame
altera a estrutura e a fungéo do intestino delgado, principalmente o tamanho dos vilos e
a producdo de enzimas digestivas. Nesta fase, os leitdes ndo apresentam total maturagéo
do trato gastrointestinal, contendo baixa produgéo de enzimas que realizam a digestéo
dos nutrientes das ragdes, o que resulta no baixo aproveitamento dos nutrientes (XU et
al., 2000; JAYARAMAN & NYACHOT]I, 2017).
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Tabela 4. Desempenho zootécnico de leitbes alimentados com racBGes contendo
colecalciferol e/ou 1,25(0OH)2Ds glicosideo

. Tratamentos? -
1 _ _ 003
Variaveis 10000 50/50  25/75 07100 Média EPM  P-value 1-B (%)

Fase Pré-inicial 1 (6,807 a 9,610 Kkg)

PCI, kg 6,783 6,810 6,812 6,823 6,807 0,062 - -

PCF, kg 9847 9393 9731 9471 9610 01151 0,143 37,284
GPD,kg 0,203 0,164° 0,189® 0,169® 0,181 0,006 0,031 68,534
CRD,kg 0,256% 0,247% 0,242® 0,218 0,240 0,007 0,060 58,152
CA kgkg 1,332 1451 1337 1,311 1357 0,027 0,239 35184

Fase Pré-inicial 1 + 11 (6,807 a 14,564 kg)

PCF,kg  15,066% 14,032° 14,906® 14,238® 14,560 0,238 0,095 53,328
GPD, kg 0,301 0,262 0,289 0,268 0,280 0,008 0,104 53,609
CRD,kg 0,427% 0,361° 0,401® 0,366* 0,388 0,009 0,032 70,790
CA kgkg 1427 1403 1,386 1310 1381 0,023 0,227 36,048

Periodo total (6,807 a 21,632 kQ)

PCF,kg 22,801 21,517 21,342 20,870 21,632 0,592 0,120 43,274
GPD,kg 0,346 0320 0316 0305 07321 0015 0,154 46,066
CRD,kg 0,553* 0,486° 0,504 0,492® 05508 0,014 0,002 95412
CA kgkg 1,615% 1437° 1,650° 1,670° 1593 0,038 0,002 93,158

*Médias seguidas por letras minusculas diferentes, na linha, diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 10% de probabilidade.

IPCI: peso corporal inicial; PCF: peso corporal final; GPD: ganho de peso diario médio; CRD: consumo
de racdo diario médio; CA: conversao alimentar.

2Dietas experimentais —100/0 = 100% colecalciferol; 50/50 = 50% colecalciferol + 50% 1,25(OH);Ds
glicosideo; 25/75 = 25% colecalciferol + 75% 1,25(0OH).Dsglicosideo; 0/100 = 100% 1,25(0OH).D3
glicosideo.

3Poder do teste estatistico considerando alfa = 5%.

Vérias alteracOes estdo relacionadas ao periodo de desmame, dentre elas estdo as
mudancas histoldgicas, fisiologicas, bioquimicas, nutricionais e socioambientais. Este é
um periodo de estresse para o leitdo pela separacdo da mae, transporte até a creche
associados ao novo ambiente e contato com outros leitdes, além da alteracdo da
alimentacdo com a substituicdo da dieta liquida pela s6lida com novo perfil nutricional.
Estes fatores favorecem o desenvolvimento de bactérias patogénicas e associado a
imaturidade intestinal, predispde o leitdo a problemas produtivos, principalmente a
diarreia pos-desmame (RAMOS et al., 2016; DENCK et al., 2017).

A 1,25(0OH);Ds possui a capacidade de suprimir a imunidade adaptativa e
melhorar a imunidade inata com reducéo da producédo de células linfoides. A conversédo
da 25(0OH);D3 para a 1,25(OH).Ds3 desencadeia uma resposta imune que ndo é
encontrada quando fornecida, na dieta, apenas a 1,25(0OH).Ds. Portanto, a ativagdo da
resposta imunitaria mediada pela vitamina D se da por esta conversao que ocorre no
citosol dos macrofagos e se o nivel de 25(0OH).Ds for baixo, a resposta imune pode ser
comprometida (NELSON et al., 2010; ANDRADE et al., 2011). Assim sendo, quando a
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dieta possui apenas a forma ativa da vitamina D e ndo ha a conversao da 25(0OH)2Ds em
1,25(0OH).D3, pode ocorrer um prejuizo no sistema imune, levando a maior
susceptibilidade das doencas decorrentes do periodo de desmame e, com isso, causar
reducdo no consumo alimentar e consequente queda no ganho de peso dos leitdes.

Na fase pré-inicial 1 + IlI, o maior peso final foi para o tratamento 100/0,
seguindo o CRD que também foi maior para este tratamento, com menores valores para
os tratamentos 50/50 e 0/100. J& no periodo total do experimento, o CRD do tratamento
100/0 foi superior aos demais tratamentos. A conversdo alimentar foi melhor em suinos,
recebendo o tratamento 50/50.

Em outras pesquisas semelhantes com a suplementacéo de 25(OH)Ds na dieta de
suinos; também ndo houve efeito para o desempenho zootécnico em todo o periodo de
creche. A falta de significancia para estes resultados sugere que as dietas estavam
balanceadas com os demais nutrientes das racfes, demonstrando que a inclusdo do
calcidiol ndo altera o desempenho, pois 0 organismo é capaz de regular a sua ativacao e
inativacdo de forma controlada (JAKOBSEN et al., 2007, O’DOHERTY et al., 2010;
REGASSA et al., 2015).

O tratamento 100/0 com a utilizacdo apenas do colecalciferol resultou no maior
consumo de racdo (CRD) no periodo total do experimento e o tratamento com a
1,25(0H)2D3 glicosideo resultou no menor CRD. Resposta semelhante foi encontrada
por Garcia et al. (2013) em frangos de corte, demonstrando uma baixa eficiéncia na
utilizacdo exclusiva de 1,25(0OH).Dz glicosideo com consequente reducdo no
desempenho.

Isto posto, a utilizacdo limitada apenas ao 1,25(OH)2Ds glicosideo na fase de
creche, ndo demonstrou ser interessante pelo baixo desempenho apontado durante o

periodo, com reducdo do consumo de racdo e consequente piora na CA dos leitbes.

Metabolitos sanguineos

A anélise de sangue dos suinos teve efeito na concentracdo plasmaética de calcio
(Tabela 5) na fase pré-inicial Il (P=0,058) com a maior concentracdo no tratamento
50/50 (50% colecalciferol + 50% 1,25(0OH)2Ds glicosideo). A fosfatase alcalina
apresentou diferenca entre os tratamentos na fase inicial (P<0,0001), sendo que o
tratamento 25/75 (25% colecalciferol + 37,59 t! de 1,25(0OH).Ds glicosideo)
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demonstrou 0 menor valor plasmatico desta enzima quando comparado aos demais
tratamentos.

Tabela 5. Metabolitos sanguineos de leitdes alimentados com colecalciferol e/ou
1,25(0OH)2D3 glicosideo

. Tratamentos? L -
Variaveis 100/0 50/50 25/75 0/100 Média EPM P-value

Fase Pré-inicial | (6,807 a 9,610 kg)

Calcio, mg/dL 11,148 11,593 11,261 11,718 11,430 0,131 0,413
Fosforo, mg/dL 8,083 8,265 8,021 8,096 8,116 0,101 0,806
Magnésio, mg/dL 2,542 2,518 2,515 2,520 2,523 0,044 0,994
FA?, U/L 510,63 504,00 414,75 499,50 482,22 23,381 0,383
25(0OH)Ds, ng/mL 10,235 11,770 10,520 10,493 10,754 0,457 0,837

Fase Pré-inicial 11 (9,610 a 14,564 kg)

Calcio, mg/dL 10,571 11,372% 10,917® 10,348° 10,802 0,144 0,058
Fésforo, mg/dL 8,880 8723 9,062 8698 8840 0,113 0,647
Magnésio, mg/dL 2,326 2,387 2,163 2444 2330 0,104 0,547
FA, U/L 623,63 656,75 621,13 702,50 651,00 28,291 0,804
25(0H)Ds, ng/mL 7,540 6,020 5520 7,918 6,749 0,458 0,600

Fase Inicial (14,564 a 21,632 kg)

Célcio, mg/dL 11,407 11,883 11,582 11,209 11,520 0,101 0,138
Fésforo, mg/dL 8,875 8,611 8,567 8,216 8,567 0,152 0,594
Magnésio, mg/dL 2,485 2,492 2,443 2,432 2,463 0,037 0,948
FA, U/L 620,00° 740,000 481,63 679,75° 630,34 23,617 <0,001
25(0OH)Ds, ng/mL 4,867 4503 4,682 4422 4618 0,193 0,922

*Médias seguidas por letras minusculas diferentes, na linha, diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Dietas experimentais — 100/0 = 100% colecalciferol; 50/50 = 50% colecalciferol + 50% 1,25(0OH),D3
glicosideo; 25/75 = 25% colecalciferol + 75% 1,25(0OH);Ds glicosideo; 0/100 = 100%
1,25(0H),Dsglicosideo.

2 FA = Fosfatase alcalina.

Durante a fase de creche hd um aumento na concentracdo de fosfatase alcalina
dos animais devido ao crescimento 6sseo que ocorre nesta fase até o fechamento da
placa de crescimento. A partir disso, a concentracdo de FA decresce pela reducdo no
desenvolvimento 4sseo em animais adultos (AROUCA et al., 2010; VAN
GREVENHOF et al., 2012). Isto foi demonstrado por Barros (2010), que encontrou o
valor de 253,62 U L em suinos adultos do tratamento e controle; e 243,31 U L™ em
suinos alimentados com a vitamina D ativa, assim como Arouca et al. (2010), que
estudou os niveis crescentes de fosforo em suinos adultos e encontraram valores entre
197 e 251 U L de fosfatase alcalina total.

Os tratamentos com a inclusdo das duas formas de vitamina D foram os que

apresentaram maior concentracdo plasmatica de Ca (P=0,058) na fase pré-inicial 1l. O
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tratamento com apenas 1,25(0OH).Ds glicosideo ndo foi superior na concentragio
sanguinea deste mineral, pois uma das fungcbes conhecidas da vitamina D no
metabolismo do célcio é o aumento na absor¢do intestinal pela abertura de canais de
Ca?*, 0 aumento no transporte celular, bem como o aumento na reabsorcdo renal de
calcio (HAUSSLER et al., 2011; SCHLEGEL et al., 2017).

O sistema metabdlico da vitamina D é conhecido principalmente por ser
essencial para a homeostase mineral e metabolismo 6sseo. O calcitriol (1,25(0OH)2Ds)
aumenta a absorcao intestinal e reabsorcéo renal de Ca e P (BERGWITZ e HUPPNER,
2010). Em condicdes de baixo consumo de calcio, o sistema 1,25(0OH).D3/VDR induz a
entrada de célcio no intestino pelo transportador TRPV6 da membrana apical, bem
como o transporte celular no enterécito realizado pela calbindinas (CaBP9k) e Ca-
ATPas, promovendo maior absorc¢do intestinal do mineral. Nos rins, induz a reabsor¢édo
de célcio pelo transportador TRPV5 e de fosfato pelo co-transportador de sodio-fosfato
(GOLTZMAN et al., 2014)

A concentracdo sérica de 25(0OH)Ds ndo apresentou diferencas nas fases de
crescimento e no periodo total (P=0,922), mesmo no tratamento 0/100 em que a
suplementacédo vitaminica foi apenas com 1,25(OH).D3z glicosideo. Como a vitamina D
¢ uma vitamina lipossoltvel, o seu armazenamento pode ocorrer no tecido adiposo e
principalmente no figado por aproximadamente trés semanas, enquanto que a sua
conversdo para a forma metabolicamente ativa depende da necessidade do organismo,
portanto, neste trabalho, o periodo de creche ndo foi tempo suficiente para demonstrar a
caréncia desta vitamina (ALEXANDER et al., 2017).

Salas (2011) encontrou valores séricos de 25(OH)Ds entre 5 a 15 ng mL* em
leitbes neonatais e Flohr et al. (2014) encontraram valores ainda menores para leitbes
recém nascidos, 3,6 ng mL™, porém como estes autores ndo encontraram nenhum sinal
de doenca Ossea ou metabolica, concluiram que a concentracdo da 25(OH)Ds foi
suficiente para manter a homeostase de calcio e o desenvolvimento dos 0ssos, fator que
pode explicar os resultados do presente experimento, em que foram encontrados valores
entre 4,56 a 18,97 ng mL™, no entanto, nenhum distirbio patolégico foi identificado.

Zimmerman et al. (2015) avaliaram a utilizacdo de folhas secas de Solanum
glaucophyllum em dietas para ratos com concentracdes diferentes de 1,25(0OH)2Ds
glicosideo e verificaram que a oferta de até 333 g do glicosideo por dia ndo diferiu a
concentracdo plasmatica de célcio e de 1,25(0OH)2Ds, sugerindo um risco minimo de

desenvolvimento da hipercalcemia.
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Portando, a oferta de dietas com suplementacdo de 1,25(OH).D3z glicosideo nédo
alterou o perfil metabdlico sanguineo dos minerais: calcio, fosforo e magnésio. Assim
sendo, mostrou-se semelhante com a utilizacdo do colecalciferol, constatando que néo

houve risco de aumento da calcemia.

3.4 Conclusoes

As dietas para leitdes na fase de creche com inclusdo de vitamina D, nas formas
de colecalciferol ou 1,25-dihidroxicolecalciferol glicosideo, individualmente ou
combinadas, resultam em digestibilidade similar de calcio e fésforo. Embora ndo tenha
sido encontrada uma melhora no desempenho do tratamento 0/100, as formas
combinadas de vitamina D (tratamentos 50/50 e 25/75) elevam a concentragdo

plasmatica de calcio em leitdes na fase pré-inicial I1.
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4 USO DA 1,25-DIHIDROXICOLECALCIFEROL GLICOSIDEO NA
SUBSTITUICAO PARCIAL OU TOTAL DO COLECALCIFEROL E SEUS
EFEITOS SOBRE O PESO RELATIVO DE ORGAOS, PH DO TRATO
GASTROINTESTINAL E MORFOMETRIA OSSEA DE LEITOES

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a suplementacdo de colecalciferol (vitamina D3) e
1,25-dihidroxicolecalciferol glicosideo (1,25(0OH)2D3) na racdo de leitGes na fase de
creche. Foram utilizados 128 leitBes hibridos, machos inteiros, com aproximadamente
21 dias de idade e peso médio inicial de 6,82+0,38kg, distribuidos em delineamento
em blocos, com oito repeticfes e quatro animais por unidade experimental. Foram
utilizados quatro tratamentos, sendo 100/0 = 100% da exigéncia de vitamina D
suplementada pelo colecalciferol (2707 Ul na fase pré-inicial I, 2405 Ul na fase preé-
inicial 11 e 1969 Ul na fase inicial); 50/50 = 50% da exigéncia suplementada pelo
colecalciferol de acordo com cada fase de criagdo + 0,25 pg de 1,25(OH)2Ds
glicosideo; 25/75 = 25% da exigéncia de colecalciferol para cada fase + 0,375 ug de
1,25(0OH)2D3 glicosideo e 0/100 = 0,50 pg de 1,25(0OH)2Ds glicosideo. Ao final do
periodo experimental foram abatidos 24 animais, seis repeticbes por cada
tratamento. O pH do contetdo do estbmago e intestino foi mensurado logo apds o
abate. As carcacas foram evisceradas e coletados e pesados: o cora¢do, figado, rins,
intestinos e baco para obtencdo do peso relativo dos érgdos. Os ossos foram coletados
para as analises de resisténcia 6ssea, densidade mineral dssea, comprimento do 0sso
inteiro, altura da epifise, altura da diafise, largura da epifise, largura da diéafise, largura
da placa de crescimento e indice de Seedor. Os dados foram submetidos ao teste de
Student e para avaliar a normalidade dos erros experimentais foram utilizados os testes
de Shapiro-Wilk e de Levene. O efeito dos tratamentos foi avaliado pela ANCOVA e
ANOVA e as médias foram avaliadas pelo teste de Tukey a 5% e 10% de probabilidade.
Nos resultados obtidos foram encontrados os efeitos para o peso relativo do bacgo
(P=0,032) com reducdo do peso no tratamento 0/100 e efeito (P=0,048) para a
concentra¢do de fosforo no 6rgdo. O coracdo apresentou efeito para a matéria seca
(P=0,061) com a maior concentracdo no tratamento 100/0. O pH do estbmago
demonstrou um efeito (P=0,076) com reducdo do pH no tratamento 50/50, em
contrapartida, apresentou os valores mais elevados de pH no jejuno (P=0,000) e ileo

(P=0,002). A morfometria 6ssea dos metatarsos apresentou diferencas para largura da
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epifise (P=0,013), altura da diafise (P=0,068), largura da diafise (P=0,049) e no
tamanho da placa de crescimento (P=0,002). Verificou-se uma melhora no
desenvolvimento dsseo pelo aumento de 0,7 mm na placa de crescimento e 6,6 mm na
largura da diafise dos ossos dos animais alimentados com a forma ativa da vitamina D.
Houve a reducéo do peso relativo do bago em 25,4% no tratamento com a 1,25(0OH)2D3
em relagdo ao tratamento com o colecalciferol. O tratamento 50/50 apresentou oS
maiores valores de pH intestinal comparado ao tratamento 0/100, que demonstrou
reducdo de 4,7% no pH do jejuno e 7% no ileo. Neste contexto, a utilizacdo da
1,25(0OH).D3 glicosideo na suplementagdo de ragdes para os leitdes se mostra eficiente
na manutencdo do pH estomacal e intestinal, bem como no desenvolvimento 6sseo dos
suinos. Além disso, diante dos resultados encontrados sugere-se que ha um aumento na
imunidade inata dos leitdes pela reducdo no tamanho do baco, indicando pouca fungéo

deste orgao.

PALAVRAS-CHAVE: densidade mineral 6ssea, nutricdo de suinos, vitamina D.
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4 USE OF 1,25-DIHYDROXICOLECALCIFEROL GLYCOSIDE IN THE
PARTIAL OR TOTAL REPLACEMENT OF COLECALCIFEROL AND ITS
EFFECTS ON THE RELATIVE WEIGHT OF ORGANS, PH OF THE
GASTROINTESTINAL TRACT AND BONE MORPHOMETRY OF PIGLETS

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the supplementation of cholecalciferol
(vitamin D3) and 1,25-dihydroxycholecalciferol glycoside (1,25(0OH)2Ds3) in the diet of
piglets in the nursery phase. 128 hybrid piglets, whole males, with approximately 21
days of age and average initial weight of 6,82 + 0,38kg were used, distributed in a block
design, with eight replicates and four animals per experimental unit (EU). Four
treatments were used, with 100/0 = 100% of the vitamin D requirement supplemented
by cholecalciferol (2707 IU in the pre-initial | phase, 2405 IU in the pre-initial 1l phase
and 1969 IU in the initial phase); 50/50 = 50% of the requirement supplemented by
cholecalciferol according to phase + 0,25 g of 1,25(0OH)2D3 glycoside; 25/75 = 25% of
the cholecalciferol requirement for each phase + 0,375 ug of 1,25(0OH).D3 glycoside
and 0/100 = 0,50 ug of 1,25(0OH).D3z glycoside. At the end of the experimental period,
24 animals were slaughtered, six replicates for each treatment. The pH of the stomach
and intestine contents was measured immediately after slaughter. The carcasses were
eviscerated and the heart, liver, kidneys, intestines and spleen were collected and
weighed to obtain the relative weight of the organs. The bones were collected for
analysis of bone strength, bone mineral density, length of the whole bone, height of the
epiphysis, height of the diaphysis, width of the epiphysis, width of the diaphysis, width
of the growth plate and Seedor index. The data were submitted to the Student test and to
assess the normality of the experimental errors, the Shapiro-Wilk and Levene tests were
used. The effect of the treatments was evaluated by ANCOVA and ANOVA and the
averages were evaluated by the Tukey test at 5% and 10% probability. In the results
obtained, effects were found for the relative weight of the spleen (P=0,032) with
reduced weight in the 0/100 treatment and effect (P=0,048) for the phosphorus
concentration in the organ. The heart showed an effect for dry matter (P=0,061), with
the highest concentration in the 100/0 treatment. The pH of the stomach showed an
effect (P=0,076), with a reduction in pH in the 50/50 treatment, in contrast, it presented
the highest pH values in the jejunum (P=0,000) and ileum (P=0,002). Bone
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morphometry of metatarsals showed differences for epiphysis width (P=0,013),
diaphysis height (P=0,068), diaphysis width (P=0,049) and the size of the growth plate
(P=0,002). There was an improvement in bone development by an increase of 0,7 mm
in the growth plate and 6,6 mm in the width of the diaphysis of the bones of animals fed
with the active form of vitamin D. There was a reduction in the relative weight of the
spleen in 25,4% in the treatment with 1,25(OH)2D3 in relation to the treatment with
cholecalciferol. The 50/50 treatment showed the highest intestinal pH values compared
to the 0/100 treatment, which showed a 4,7% reduction in the pH of the jejunum and
7% in the ileum. In this context, the use of 1,25(0OH).Ds glycoside in the
supplementation of feed for piglets is efficient in maintaining stomach and intestinal
pH, as well as in bone development of pigs. Furthermore, in view of the results found, it
is suggested that there is an increase in piglet innate immunity due to the reduction in

the size of the spleen, indicating little function of this organ.

KEYWORDS: bone mineral density, pig nutrition, vitamin D.
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4.1 Introducéo

O sistema metabdlico da vitamina D € conhecido principalmente por ser
essencial para a homeostase mineral e metabolismo 6sseo. O calcitriol (1,25(0OH)2Ds)
aumenta a absorcdo, reabsorcdo renal e intestinal de calcio (Ca) e fosforo (P). Estes
efeitos sdo mediados pelo VDR (receptor da vitamina D) e regulam a expressdo de
varios genes pela ligacdo com o elemento responsivo da vitamina D (VDRE)
(BERGWITZ e JUPPNER, 2010; HAUSSLER et al., 2011).

Dentre as suas fungdes ndo calcémicas, a 1,25(0OH)2Ds apresenta a capacidade
de regular tanto a imunidade inata quanto a adaptativa, potencializando a resposta inata
(mondcitos/macrdfagos) e suprimindo a imunidade adaptativa (func¢bes dos linfécitos B
e T). A resposta inata promove a primeira linha de defesa contra patdgenos e aumenta a
resisténcia contra infeccdes agudas. A producdo intracrina de vitamina D pelas células
do sistema imune na presenca da enzima lalfa-hidroxilase estimula a sintese de
peptideos antimicrobianos como, por exemplo, as catelicidinas, que contribuem para a
defesa inicial contra patdégenos e para a destruicdo bacteriana (CANTORNA, 2010;
WHITE, 2010).

Os segmentos do trato gastrointestinal como, por exemplo, estbmago, ceco e
célon apresentam menor relevancia na absorcdo do célcio, mais de 90% da absorcéo de
calcio diario ocorre no intestino delgado, principalmente nas partes proximais duodeno
e jejuno (SCHRODER & BREVES, 2006).

A absorcdo intestinal de Ca é estreitamente regulada pela 1,25(0OH).D3 e pode
ocorrer por transporte ativo pela via transcelular ou transporte passivo pela via
paracelular. A absorcdo do Ca é afetada pela biodisponibilidade do Ca dietético e pela
exigéncia fisiolégica deste mineral, ou seja, uma dieta com baixa concentracdo de Ca
promoverda 0 aumento na absorcdo intestinal por meio do aumento da conversdo da
vitamina D na sua forma ativa (PEREZ et al., 2008; BRONNER, 2003; WASSERMAN,
2004).

Este processo foi comprovado em trabalhos semelhantes de Li et al. (2014) e
Ganzéles-Vega et al. (2016), no qual leitdes foram alimentados com dietas contendo
baixas concentra¢fes de calcio e fosforo e apresentaram a capacidade de regular a
expressao génica de transportadores de célcio na membrana basolateral do intestino,

como a calbindina, aumentando a sua expressdo com a intencdo de maximizar a
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absorcdo de calcio disponivel. O inverso também pode ser constatado, quando os
animais sdo alimentados com grandes concentra¢fes de célcio ha uma reducdo nos
transportadores deste mineral, isto se d& pelo aumento do transporte via paracelular.

A maior parte do Ca e P estd armazenada nos 0ssos sob a forma de cristais de
hidroxiapatita (Cai0(PO4)s(OH)2). A formacdo da hidroxiapatita, a regulagdo e
deposicdo dos minerais nos 0ssos sdo reguladas pelas proteinas ligadoras de Ca e P,
como a fosfatase alcalina e a osteocalcina (VAN RIET et al., 2013).

A domesticacdo e o confinamento dos animais junto ao melhoramento genético
com a finalidade de aumento da massa muscular reduziram a funcdo do sistema
locomotor na sobrevivéncia dos suinos. A selecdo genética para as caracteristicas de
producdo pode ter resultado em uma sele¢do ndo intencional, como a predisposicéo a
ocorréncia de osteocondrose em suinos (ETTERLIN et al., 2017).

As plantas da familia Solanaceae apresentam em sua composi¢do um glicosideo
anadlogo a 1,25(0OH)2Ds. Este glicosideo é quebrado por bactérias com atividade -
glicosidase presentes no co6lon de animais monogéastricos para, posteriormente, ser
absorvido. Através da planta Solanumglaucophyllum este metabolito é extraido e pode
ser utilizado como forma de suplementacdo da vitamina D. A principal diferenca
farmacocinética entre a 1,25(0OH)2Ds glicosideo e a 1,25(0OH).Dz sintética é a
velocidade de absorcdo, visto que a forma glicosidica precisa ser quebrada para ser
absorvida, isto faz com que ocorra um retardo na absorcdo e um menor pico plasmatico
metabolico e, consequentemente, meia-vida bioldgica maior, apresentando menor risco
de toxicidade (ZIMMERMAN et al., 2015; MATHIS et al., 2016).

Entretanto, quando utilizada apenas a 1,25(0OH)2D3 glicosideo na alimentacédo de
animais de producdo, como demonstrado por Alves et al. (2018), na substituicdo parcial
e total do colecalciferol em frangos de corte, ndo foram encontradas diferencas no que
tange ao desenvolvimento 0sseo entre a utilizacdo exclusiva do colecalciferol e
1,25(0OH).D3 glicosideo como fonte unica. Diante disto, os melhores resultados foram
encontrados quando utilizada a substituigdo parcial com as duas formas de vitamina D.

Resultados semelhantes foram encontrados por Schlegel et al. (2017) em suinos
na fase de creche, onde o tratamento com alto nivel de 1,25(0OH)2D3 glicosideo afetou o
metabolismo 6sseo com a reducdo da resisténcia 0ssea e a reducdo da concentragdo de
matéria mineral dos 0Ssos.

Diante do exposto, a vitamina D apresenta a capacidade de regular o

desenvolvimento 0Osseo através das fungBes osteominerais, mineralizagdo Ossea e
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resisténcia, melhorando a utilizacdo dos minerais pelo organismo. Além disso, a ligacao
do calcitriol com o receptor da vitamina D (VDR) potencializa a resposta imunitaria
inata. Dessa forma, hd um aumento da linha de defesa do organismo contra os agentes
patogénicos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a suplementacdo de duas formas de
vitamina D, o colecalciferol (vitamina D3) e a 1,25-dihidroxicolecalciferol glicosideo
(1,25(0OH)2Ds), sozinhas ou combinadas, na alimentagdo de leitdes na fase de creche,
além de averiguar os seus efeitos sobre o peso relativo de 6rgdos, pH do contetdo

gastrointestinal e morfometria 0ssea.

4.2 Materiais e métodos

O experimento foi conduzido na fazenda experimental Prof. Dr. Anténio Carlos
dos Santos Pessoa, pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus de
Marechal Céandido Rondon, no periodo entre outubro de 2017 e marco de 2018,
seguindo os regulamentos aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UNIOESTE (Protocolo n° 16/19).

A temperatura e umidade relativa do ar foram mensuradas com datalogger,
sendo que durante o periodo experimental a temperatura variou entre 19,5°C a 33,1°C
com média de 26,2°C e 30% a 99% de umidade relativa do ar.

Foram utilizados 128 leitbes hibridos, machos inteiros, com aproximadamente
21 dias de idade e peso médio inicial de 6,82+0,38kg, distribuidos em um
delineamento em blocos casualizados, com oito repeticdes e quatro animais por
unidade experimental, totalizando 32 animais por tratamento. Os blocos foram
formados com base no peso inicial individual dos animais e, no momento da chegada,
0s mesmos receberam identificacdo por meio de brincos. Os animais foram alojados em
baias de creche suspensas, providas de comedouros frontais e bebedouros tipo chupeta.
As janelas do lado leste e sudeste da instalacdo receberam lonas pretas para evitar a
entrada da radiacéo solar.

As dietas foram formuladas para atenderem as exigéncias nutricionais,
seguindo as recomendacgfes de Rostagno et al. (2017). O complexo vitaminico foi

isento de vitamina D (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicdo centesimal e quimica das ra¢des, contendo diferentes inclusées
da vitamina D para leitdes em diferentes fases de crescimento

Fases de Crescimento

Ingrediente Pré-inicial | Pré-inicial Il Inicial
Milho, 7,5% 49,880 55,510 57,850
Farelo de soja, 45% 17,470 19,900 30,520
Conc. proteico de soro! 11,360 8,000 -
Leite em po integral 4,000 - -
Soja micronizada 8,000 8,000 4,000
Acucar 4,000 3,000 2,000
Oleo de soja? 1,530 2,010 2,420
Fosfato monocalcico 21% 1,350 1,550 1,690
Calcario, 37% 0,190 0,370 0,400
Sal Comum 0,470 0,500 0,480
Acido Citrico 0,400 - -
L-lisina,78% 0,400 0,420 0,190
L-treonina, 98% 0,140 0,140 0,030
L-triptofano, 98% 0,080 0,080 0,040
DL-metionina, 99% 0,180 0,170 0,090
Premix3* 0,200 0,200 0,200
Aditivo® 0,200 - -
Colistina, 8% 0,150 0,150 0,050
Sulfato de cobre, 25% - - 0,040
Total 100,00 100,00 100,00
Composicdo Calculada
EM (kcal/kg) 3,500 3,450 3,400
Calcio (%) 0,500 0,550 0,550
Fosforo disponivel (%) 0,450 0,450 0,450
Lisina digestivel (%) 1,160 1,150 1,100
Metionina + Cistina digestivel (%) 0,680 0,680 0,670
Treonina digestivel (%) 0,730 0,720 0,690
Saédio (%) 0,300 0,270 0,210
Lactose (%) 10,000 6,000 -
Composicdo Analisada
MS (%) 95,1535 95,2738 95,4118
PB (% MS) 19,8355 19,9085 22,4460
MM (% MS) 4,4855 44177 4,7410

1 Concentrado proteico de soro de leite em p6; 20leo vegetal refinado: Pré Inicial 1; 6leo vegetal degomado: Pré
Inicial 2 e Inicial. 3 Premix vitaminico e mineral pré inicial | e Il: Vitamina A (min.) 3.850.000 Ul/kg; vitamina
E (min.) 22.400 UI/Kg; vitamina K3 (min.) 1.680 Ul/kg; vitamina B1 (min.) 560 mg/kg; vitamina B2 (min.)
1.750 mg/kg; vitamina B6 (min.) 1.120 mg/kg; vitamina B12 (min.) 11.000 mcg/kg; niacina (min.) 17g/Kg;
acido pantoténico (min.) 8.400 mg/kg; &cido folico (min.) 168 mg/kg; biotina (min.) 56 mg/kg; colina (min.) 112
g/kg; manganés (min.) 22,50 g/kg; zinco (min.) 61,50 g/kg; ferro (min.) 45 g/kg; cobre (min.) 6.700 mg/kg; iodo
(min.) 560 mg/kg; selénio (min.) 205 mg/kg. *Premix fase Inicial: Vitamina A (min.) 3.437.500 Ul/kg; vitamina
E (min.) 20.000 UI/Kg; vitamina K3 (min.) 1.500 Ul/kg; vitamina B1 (min.) 500 mg/kg; vitamina B2 (min.)
1.565 mg/kg; vitamina B6 (min.) 1.000 mg/kg; vitamina B12 (min.) 10.000 mcg/kg; niacina (min.) 15g/Kg;
acido pantoténico (min.) 7.500 mg/kg; acido folico (min.) 150 mg/kg; biotina (min.) 50 mg/kg; colina (min.) 100
g/kg; manganés (min.) 20 g/kg; zinco (min.) 55 g/kg; ferro (min.) 40 g/kg; cobre (min.) 6.000 mg/kg; iodo
(min.) 500 mg/kg; selénio (min.) 180 mg/kg. SAditivo nutricional fonte de nucleotideos livres e purificados.
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Foram elaborados quatro tratamentos experimentais atendendo as exigéncias
nutricionais recomendadas por Rostagno et al. (2017), com diferentes formas de
inclusdo on top da vitamina D utilizando o colecalciferol e a 1,25(0OH)2Dsglicosideo.
As fontes de 1,25(OH):Ds glicosideo utilizadas foram as folhas secas da planta
Solanum glaucophyllum (Panbonis®, Herbonis Animal Health), que fornecem 10 mg
de 1,25(0OH).D3 por kg de produto, segundo determinacdo analitica. A recomendacao
para utilizagdo do produto foi de 50 g t%, que equivale a 0,5 pg de 1,25(0OH)2Ds por kg
de racdo. Os tratamentos consistiram em: 100/0 = 100% da exigéncia de vitamina D
suplementada pelo colecalciferol (2707 Ul na fase pré-inicial 1, 2405 Ul na fase preé-
inicial 11 e 1969 Ul na fase inicial); 50/50 = 50% da exigéncia suplementada pelo
colecalciferol de acordo com cada fase de criacdo + 0,25 pg de 1,25(0OH)2Ds
glicosideo; 25/75 = 25% da exigéncia de colecalciferol para cada fase + 0,375 g de
1,25(0OH)2D3 glicosideo e 0/100 = 0,50 ug de 1,25(0OH)2Ds glicosideo.

Ao final do periodo experimental foram selecionados 24 animais para o
abate, sendo seis repeti¢cbes por cada tratamento. Os animais passaram por um
jejum alimentar de 12 horas para posterior abate, seguindo as normas de abate
humanitario (BRASIL, 2000). O pH do contetdo do estdbmago e intestino foi
mensurado in loco através de peagametro digital logo ap6s o abate. As carcacas
foram evisceradas e coletados e pesados: o coracdo, figado, rins, intestinos e baco para
obtencdo do peso relativo dos érgdos em funcdo do peso corporal vivo (% PCV) pela

equacao:

Peso relativo= (peso 6rgdo/peso vivo) x 100

As pernas foram coletadas ap6s o abate, acondicionadas em sacos identificados e
armazenadas em freezer. As amostras foram autoclavadas a 120 graus e 1 atm durante
10 minutos para remogéo da carne conforme a metodologia adaptada de Carter et al.
(1996), os ossos limpos foram congelados novamente. O terceiro metacarpo direito foi
enviado para andlise de densidade Ossea na UNESP - Jaboticabal, utilizando o
equipamento Hologic Discovery Wi® software modo small animal e resisténcia ssea
realizado em Maquina Universal de Ensaios Mecénicos (Marca EMIC, modelo DL
10.000, com célula carga-EMIC de 200 KgF). Os dados coletados por computador
diretamente acoplado a méaquina sdo expressos em Newton (N) e depois transformados

para quilograma-forca por centimetro quadrado (kgf/cm?).
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O segundo metacarpo direito foi utilizado para confec¢do de laminas, sendo
primeiramente descalcificado com solucdo de &cido férmico (50%) e citrato de sodio
(20%) durante 25 dias. Deste modo, as laminas foram confeccionadas, coradas com
hematoxilina e eosina, além de fotomicrografadas em microscépio dptico com camera
embutida e as medidas das placas de crescimento foram tomadas utilizando o software
de andlise de imagens ImagePro Plus.

O terceiro metatarso foi utilizado para as medidas morfologicas externas, para
isso, 0s 0ssos foram medidos com o auxilio de paquimetro digital. Foram realizadas
medidas do o0sso inteiro (epifise a epifise), comprimento da epifise (ponta da epifise até
a placa de crescimento), largura da epifise (meio da epifise), largura da diafise (meio do
0ss0). O peso foi mensurado utilizando balanca semi-analitica. O indice de Seedor foi
calculado dividindo o peso do osso em miligramas pelo seu comprimento em
milimetros (SEEDOR et al., 1991).

O segundo e terceiro metacarpos esquerdos foram secos em estufa a 65 graus por
72 horas e, posteriormente, desengordurados, utilizando éter de petr6leo durante quatro
dias. Vale ressaltar que o éter foi trocado no segundo dia. Apds a remocao do éter, 0s
0ssos foram secos por 24h em estufa a 65 °C, em seguida, moidos em moinho bola para
realizar as analises de matéria seca em estufa a 105 graus e matéria mineral utilizando o
forno tipo mufla a 600 °C durante quatro horas.

Antes de avaliar o resultado da analise de covariancia (ANCOVA) e variancia
(ANOVA), foi procedida a analise dos residuos padronizados de Student, a fim de
diagnosticar outliers. O critério adotado para identificacdo de outliers foi baseado na
curva de distribuicdo normal, ou seja, valores maiores ou iguais a trés desvios-padrao,
em valor absoluto, foram considerados como influentes. A normalidade dos erros
experimentais e a homogeneidade de variancias entre os tratamentos para as diversas
variaveis foram avaliadas previamente utilizando os testes de Shapiro-Wilk e de
Levene, respectivamente.

Para as caracteristicas de peso relativo de 6rgdos e morfometria 6ssea, 0 modelo
estatistico utilizado foi: Yijk = m + Ti + bj + B (Xijk -X ) + ijk. Os efeitos dos fatores
incluidos no modelo foram descritos por: Yijk = observacdo média da variavel
dependente em cada parcela, medida na i-ésima classe de tratamento; no j-ésimo bloco e
na k-ésima repeti¢cdo; m = efeito da média geral; T; = efeito das classes de tratamento,
parai= (1, 2, 3 e4); b =efeito de bloco, para j = (1 e 2); B = coeficiente de regressao
de Y sobre X; Xijx = observacdo média da covariavel (peso de 6rgdos digestérios e ndo
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digestorios, além de morfometria 6ssea usando como covariavel o peso de abate dos
animais) em cada parcela, medida na i-ésima classe de tratamento, no j-ésimo bloco e na
k-ésima repeticdo; X = média geral para a covariavel X; eij = erro aleatério da parcela
associado ao nivel i, bloco j e repeticdo k. Para as caracteristicas de pH do contetdo do
trato digestorio, composicdo quimica dos Orgaos e resisténcia e densidade dssea, 0
modelo estatistico utilizado foi 0 mencionado anteriormente, sem incluir o efeito de
covariavel.

Os efeitos de tratamento experimental sobre as variaveis dependentes foram
verificados por meio da ANCOVA e ANOVA. ComparacGes entre médias de
tratamentos foram realizadas por meio do teste de Tukey ao nivel de 5% a 10% de
probabilidade. O erro f dos parametros foi utilizado para ajudar a explicar os valores de
p de 5 a 10% de probabilidade. Este procedimento foi realizado usando o poder do teste
(1-B) do pacote R.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando os procedimentos do
software estatistico “Statistical Analysis System” (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA).
Todos os dados foram apresentados como médias com erro padrdo da média.

4.3 Resultados e discussoes

O peso relativo dos érgdos digestdrios e ndo digestorios (Tabela 2) mostram que
0 baco apresentou diferenca entre os tratamentos (P=0,032) com uma reducdo em
25,4% no seu peso quando foi utilizada a 1,25(0OH)2Ds glicosideo. Essa reducéo no peso
do baco pode ter relagdo com o efeito do receptor da vitamina D (VDR) presente nas
celulas do sistema imune relacionadas a este Orgdo, que sdo suprimidas pela
1,25(0OH).D3, evitando uma excessiva resposta pelo sistema imune e dano tecidual
associado (HEWISON, 2012).

Os demais 6rgdos ndo demonstraram efeitos dos tratamentos sobre o seu peso e
também no comprimento do intestino delgado. O maior peso relativo do baco no
tratamento 100/0 pode estar associado a um estimulo no sistema imunitario de leitGes.
As células imunitarias, como macréfagos, neutréfilos, linfécitos e células
apresentadoras de antigenos, produzem a enzima lalfa-hidroxilase. Esta enzima €

estimulada pela ativacdo de receptores toll-like (RTL), que séo ativados quando
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reconhecem padrées moleculares tipicos de microrganismos patogénicos como
peptideoglicanos, lipopolissacarideos e lipopeptideos. A ativacdo da resposta imunitaria
mediada pela vitamina D se d& pela conversdo da 25(OH)Ds em 1,25(OH)2D3 no citosol
dos macrofagos, deste modo, se o nivel de calcidiol for baixo, a resposta pode ser
comprometida (NELSON et al., 2010; ANDRADE et al. 2011).

Tabela 2. Peso relativo dos érgaos digestorios e ndo digestérios de leitdes alimentados
com diferentes formas e inclusdes da vitamina D

Tratamentos !

Variaveis 100/0 50/50  25/75 0/100 Média EPM P-value
Coragéo,% 0,514 0,565 0,535 0,512 0,531 0,011 0,135
Rins,% 0,558 0,582 0,554 0,545 0,559 0,013 0,367
Figado + vesicula?, % 3,106 2,977 3,070 2,978 3,032 0,066 0,797
Estdbmago vazio, % 0,837 0,829 0,792 0,756 0,803 0,029 0,523
Baco,% 0,228 0,187% 0,189% 0,170® 0,193 0,007 0,032
ID vazio e pancreas®, % 3,970 3,505 3,321 4,207 3,750 0,184 0,354
Intestino grosso,% 2,809 2569 2,963 2,578 2,729 0,131 0,725
ID vazio (m) 12,800 13,356 12,250 12,583 12,747 0,284 0,713

*Médias seguidas por letras minusculas diferentes, na linha, diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

!Dietas experimentais — 100/0 = 100% colecalciferol; 50/50 = 50% colecalciferol + 50% 1,25(0OH),Ds
glicosideo; 25/75 = 25% colecalciferol + 75% 1,25(0OH).Ds glicosideo; 0/100 = 100% 1,25(0OH).Ds
glicosideo;

2Figado + vesicula biliar;

3ID= Intestino delgado vazio e pancreas.

Conforme a imunidade adaptativa é suprimida pela 1,25(0OH).D3, ha reducdo na
atividade das células imunitarias e a producéo de linfécitos pelo baco é reduzida e, com
isso, pode ocorrer atrofia ou redu¢do do tamanho do 6rgdo, como encontrado no
tratamento 0/100, quando utilizado apenas a 1,25(0OH).Ds glicosideo. Apesar da
diferenca encontrada nos pesos relativos do baco, 0s mesmo se encontram dentro da
faixa de normalidade encontrada na literatura para suinos nesta fase (POZZA et al.,
2010; ANDRADE et al., 2011).

A conversdo da 25(OH)Ds em 1,25(0OH).Ds pela lalfa-hidroxilase ocorre em
queratinocitos e monocitos pela mediacdo dos receptores toll-like (RTL). Na presenca
de infeccdes, a ativacao destes receptores causa um aumento na expressdo da CYP27B1
(enzima lalfa-amilase), resultando em conversdo da vitamina D ativa com liberagédo da
catelicidina, um peptideo antimicrobiano (LIU et al., 2006; HATA et al., 2008).
Portanto, entende-se que had a necessidade de ocorrer a conversdo da vitamina D, do
calcidiol para calcitriol, para que os efeitos imunologicos ocorram e quando fornecido

apenas a 1,25(0OH)2Ds glicosideo na alimentagdo, verificou-se que ocorre pouca ou
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nenhuma conversao da vitamina D proveniente da dieta, resultando em menor tamanho
do baco, como encontrado no tratamento 0/100.

Na composicdo fisico-quimica, o bagco também apresentou efeito (P=0,048) para
a concentracdo de fosforo no 6rgdo (Tabela 3). O coracdo apresentou efeito para a
matéria seca (P=0,061) com a maior concentracdo de MS no tratamento 100/0 (100%
colecalciferol) e a menor no tratamento 50/50 (50% colecalciferol e 50% 1,25(0OH)2D3
glicosideo).

Os valores semelhantes para as varidveis analisadas nos o6rgdos demonstraram
um equilibrio mineral no organismo dos animais, independente da forma em que se
utilizou a vitamina D, os niveis de matéria mineral, célcio e fosforo ndo alteraram, com
excecdo do fosforo no bago. Esta homeostasia mineral demonstra um controle regulado
na producdo, inativacdo da 1,25(OH)2Ds e controle no metabolismo destes minerais.

Tabela 3. Composicdo fisico-quimica de 6rgaos de leitbes alimentados com substituicdo
parcial ou total do colecalciferol pela 1,25(0OH).Ds3 glicosideo

L. Tratamentos? .
Variaveis 100/0 50/50 25775 0/100 Média EPM P-value

Matéria seca (%)

Coraco 20,308% 19,008° 19,617® 19,420® 19,588 0,175 0,061
Baco 19,103 19,235 18,936 18,888 19,040 0,108 0,699
Rins 17,478 17,723 17,111 17,453 17,441 0,147 0,570
Figado 26,247 25,770 26,568 25831 26,104 0,230 0,643
Matéria mineral (%)
Coracéo 12,070 12,423 11,250 8,577 11,080 0,721 0,245
Baco 11,100 13,511 10,115 10,513 11,309 0,674 0,315
Rins 10,067 9,707 9,131 8,758 9,415 0,306 0,482
Figado 12,460 10,684 9,535 12,816 11,373 0,818 0,344
0ss0 48,315 49,037 48,825 47,952 48532 0,393 0,721
Calcio (g/kg)
Coracéo 1,075 0,900 0,833 0,900 0,927 0,051 0,363
Baco 0,708 0,820 0,966 0,933 0,856 0,059 0,451
Rins 0,900 0,833 0,908 1,091 0,933 0,043 0,194
Figado 0,700 0,783 0,750 0,812 0,761 0,037 0,796
0ss0 167,100 159,367 157,133 159,900 160,875 2,954 0,666
Faésforo (g/kg)
Coracéo 53,878 59,186 54,159 59,255 56,619 1,179 0,198
Baco 66,647° 75,546% 77,0332 66,512° 71,434 1,765 0,048
Rins 74490 75,712 76,305 77,702 76,052 0,962 0,702
Figado 73,628 76,886 75,051 75,692 75,314 1,005 0,729
0ss0 216,409 215,691 216,506 216,540 216,286 0,167 0,232

*Médias seguidas por letras minusculas diferentes, na linha, diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 10% de probabilidade.

!Dietas experimentais —100/0 = 100% colecalciferol; 50/50 = 50% colecalciferol + 50% 1,25(0OH).D3
glicosideo; 25/75 = 25% colecalciferol + 75% 1,25(0OH).Ds glicosideo; 0/100 = 100% 1,25(0OH).Ds
glicosideo.
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O bago é um dos 6rgdos com maior concentracdo de fosforo em sua composicéo,
assim como o cérebro, figado e musculos. A absorcdo deste mineral pode variar em
funcdo da idade do animal, estrutura molecular, relacdo calcio, fésforo, pH intestinal,
niveis dietéticos, entre outros. N&o h& atividade conhecida da vitamina D sobre a
deposicdo deste mineral no baco, portanto, a diferenca na concentracdo de fdsforo
ocorrida neste 6rgdo pode ter sido causada por diversos fatores, visto que o fosforo é um
dos elementos mais abundantes no organismo, utilizado em diversas reacgoes
metabolicas e como fonte de energia (GEORGIEVSKII, 1982; TEIXEIRA et al., 2004;
STEIN et al., 2011).

A maior concentracdo de célcio e fésforo nos 0ssos em comparagdo aos 6rgaos
significa que os animais foram bem suplementados com estes minerais em todos oS
tratamentos, com formacédo de hidroxiapatita nos 0ssos como forma de reserva mineral.
O faosforo esta presente em muitos tecidos corporais e a incorporacdo deste mineral nos
tecidos e 6rgdos pode variar e depende da taxa de renovacgdo e fase de crescimento do
animal. A troca nos tecidos diminui com a idade e aumenta em periodos reprodutivos
com trocas mais intensas entre 0 0sso e a corrente sanguinea (FIGUEIREDO et al.,
2001; MOREIRA et al., 2004).

Em estudo realizado por Witschi et al. (2011), o metabdlito 25(0OH).Dz foi
utilizado na alimentacéo de leitdes em fase de creche e comparado ao colecalciferol néo
foram encontradas diferencas nos teores de calcio e fosforo dos 0ssos, bem como na
matéria mineral entre os tratamentos utilizando as duas formas de vitamina D. Os
autores encontraram a média de valores de MM no osso de 37,56%, enquanto que no
presente trabalho valores superiores foram encontrados com média de 48,53%.

O teor de fosforo mensurado no osso foi superior ao calcio, o que ndo é
encontrado na literatura, visto que a necessidade de calcio no 0sso é superior ao fosfato
pela constituicdo da hidroxiapatita (Cai0(PO4)s(OH)2), ou seja, sdo necessarias dez
moléculas de calcio e seis de fosfato para a sua formacdo. Resultados encontrados na
literatura demonstram uma relagdo Ca:P nos 0ssos em torno de 2,2:1, corroborando com
o0 valor necessario para a formacdo da hidroxiapatita, ao contrario, no presente trabalho
a relagdo Ca:P encontrada pela média dos tratamentos foi de 1:1,3 (O’DOHERTY et al.,
2010; ZHOU et al., 2016; DUFFY et al., 2018).

O pH do estdmago (Tabela 4) demonstrou um efeito (P=0,076) com reducdo de
43,8% do pH no tratamento 50/50, em que foi utilizada 50% da exigéncia de
colecalciferol e 50% da recomendacéo de utilizagéo da 1,25(OH).D3z quando comparado
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ao tratamento 0/100 que apresentou o maior pH estomacal. O tratamento 25/75 foi
semelhante tanto ao 50/50 quanto aos demais tratamentos, que apresentaram valores de
pH elevados.

O pH do estdbmago é importante para iniciar o processo de digestdo, formar
barreira contra patdgenos e manter um ambiente adequado para a ativacdo de enzimas,
como a pepsina, responsavel pela digestdo de proteinas. O pH ideal para que estas
fungBes sejam executadas é entre 2,0 e 3,5, sendo que valores muito elevados podem
contribuir para a proliferacdo de bactérias, como a Escherichia coli e Salmonella spp.
(CHAMONE et al., 2010).

Os valores de pH do estomago oscilaram consideravelmente entre os tratamentos
(P=0,076) com valores entre 1,80 a 3,37. O baixo pH favorece a agdo da pepsina no
estdmago, bem como a dissociacdo de compostos formados pelo célcio, liberando os
jons Ca®* para a absorcio intestinal. A maior parte da absor¢do de célcio ocorre no
intestino delgado, principalmente no duodeno e jejuno (SCHRODER & BREVES,
2006; CORASSA et al., 2012). O menor pH do jejuno (P=0,000) para o tratamento com
a 1,25(0OH).Ds glicosideo pode ter favorecido a absorcdo de calcio neste local.

Tabela 4. Valores de pH do conteudo gastrointestinal de leitdes alimentados com
substituicdo parcial ou total do colecalciferol pela 1,25(0OH).Ds glicosideo

Tratamentos !

o - )
Variaveis 100/0 5050 25/75 07100 Média EPM P-value 1-B (%)
Estdmago 3,305% 1,891° 2,718® 3,370° 2,821 0,244 0,076 72,683
Duodeno 5230 6,008 4,893 5185 5,329 0,214 0,240 46,468
Jejuno 6,601 6,691*° 6,420 6,376° 6,522 0,035 0,000 99,885
fleo 6,531° 6,685° 6,550*° 6,073 6,459 0,069 0,002 99,391
Ceco 5633 5,615 5695 5476 5,604 0,069 0,766 14,101
Célon 5636 5965 5816 5648 5,766 0,063 0,233 47,438

*Médias seguidas por letras minusculas diferentes, na linha, diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 10% de probabilidade.

!Dietas experimentais — 100/0 = 100% colecalciferol; 50/50 = 50% colecalciferol + 50% 1,25(0OH).Ds
glicosideo; 25/75 = 25% colecalciferol + 75% 1,25(0OH).Dsglicosideo; 0/100 = 100%
1,25(0H),Dsglicosideo.

21-B (%) =Poder do teste estatistico considerando alfa = 5%.

Em leitdes recém-nascidos o principal acidificante estomacal é o &cido latico
produzido pela fermentacdo da lactose. A producdo de &cido cloridrico (HCI) cresce
gradualmente a partir da quarta até a oitava semana de vida. Entretanto, a sua eficiéncia
ndo estd no seu potencial maximo, ocasionando um pH superior ao desejado, por isso,
ha a necessidade de uso de acidificantes na dieta de leitbes (DENCK et al., 2017).

O uso do acido citrico como acidificante na dieta experimental da fase Pré-

Inicial | pode ter provocado o aumento na producdo de HCI com consequente reducéo
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no pH estomacal até o final do experimento. Nesse mesmo sentido, Fernandes e
Miranda (2013) utilizando o concentrado de soro de leite em pd, encontraram aumento
na producdo de &cidos organicos como, por exemplo, o lactico, propidnico, acético e
butirico. Os menores valores de pH foram encontrados nos tratamentos com a
combinacdo das duas formas de vitamina D, o colecalciferol e a 1,25(0OH)2D3
glicosideo.

O inverso foi encontrado no jejuno (P=0,000) e ileo (P=0,002), onde o
tratamento 50/50 apresentou o maior valor de pH comparado ao tratamento 0/100, que
demonstrou reducdo de 4,7% no pH do jejuno e 7% no ileo, sugerindo uma melhora na
digestibilidade e absor¢do do célcio no tratamento com a 1,25(0OH)2D3 glicosideo. O pH
aumenta ao longo do trato gastrointestinal pela auséncia de HCI e pela secregéo
pancreatica formada pelas enzimas tripsina e quimotripsina, que respondem a
acidificacdo pelo aumento na secrecdo e consequente melhora na digestibilidade de
aminoécidos (CORASSA et al., 2012).

Com relacdo as variaveis de morfometria 6ssea dos metatarsos (Tabela 5), foi
possivel verificar que elas apresentaram diferencas para as variaveis de largura da
epifise (P=0,013), altura da diafise (P=0,068), largura da diafise (P=0,049) e no
tamanho da placa de crescimento (P=0,002).

Em suinos, as lesdes da osteocondrose sdo mais comumente encontradas no
umero e no fémur, mas também podem ocorrer nas articulagdes do ombro, quadril,
isquio, articulacbes vertebrais e nas juncdes costocondrais das costelas. Estas lesdes
podem ser observadas em analises histolégicas de leitdes com dois meses de idade,
porém, estes animais sO irdo demonstrar a chamada “fraqueza das pernas” quando
atingirem maior peso (YTREHUS et al., 2007). O presente trabalho ndo teve como
objetivo avaliar a incidéncia de osteocondrose, porém o melhor desenvolvimento 6sseo
pode contribuir para a reducdo destes problemas.

A morfometria 6ssea mostrou que, com a utilizagdo exclusiva da 1,25(0OH)2Ds
glicosideo, houve maior largura da diafise (P=0,049), porém reduziu seu comprimento
(P=0,068) e o inverso foi encontrado no tratamento com o colecalciferol. Entretanto, a
altura da epifise ndo se mostrou diferente, contudo, a largura da epifise (P=0,013) foi
menor com a utilizagéo do colecalciferol. Durante a formagdo do 0sso ha o crescimento
através da zona de proliferacdo de condrocitos na placa de crescimento, essa
multiplicacdo de condrocitos é que confere o aumento do tamanho do 0sso em
comprimento (WONGDEE et al., 2012). Apesar da 1,25(0OH)2D3 glicosideo ter



72

apresentado o menor comprimento da diafise, no comprimento total do 0sso ndo houve
diferencga entre os tratamentos e o tratamento com o glicosideo teve a maior placa de
crescimento.

Tabela 5. Morfometria dssea de metatarsos e metacarpos de leitdes alimentados com
substituicdo parcial ou total do colecalciferol pela 1,25(0OH)2Ds glicosideo

L. Tratamentos ! L -
Variaveis 100/0 50/50 5775 0/100 Média EPM  P-value

Morfometria dssea (mm)

Altura epifise 20,465 25988 20,938 25628 23,254 1,326 0,292
Largura epifise 17,843 27,0472 19,063® 25,063® 22239 1,256 0,013
Altura diafise 41,122% 37,930° 39,525 37,237° 38,953 0,557 0,068
Largura diafise 15,778 22,605% 16,493 22412% 19,322 1,166 0,049
Comp. total 61,587 65,260 60,463 64,337 62,911 1,455 0,608
Placadecresc.  6,841% 5810 5155 7,564% 6,342 0,277 0,002
Peso Gmido, ¢ 9435 9,770 10,173 10,545 9,980 0,491 0,554

Resisténcia e densidade 6ssea

Area, cm? 4,911 5,072 5,075 4,893 4987 0,132 0,945
CMO, g 0,835 0,912 0,918 0,798 0,865 0,031 0,507
DMO, g/cm? 0,169 0,178 0,181 0,164 0,173 0,008 0,353

Resisténcia, kgf 21,362 30,510 27,965 27,689 26,881 2,040 0,459
Resisténcia, N 209,49 299,20 274,24 27154 263,61 20,011 0,459
Indice de Seedor 208,182 200,066 211,363 222,556 210,541 6,483 0,340

CMO=Contetido Mineral Osseo; DMO=Densidade Mineral Ossea.

*Médias seguidas por letras minusculas diferentes, na linha, diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 10% de probabilidade.

!Dietas experimentais — 100/0 = 100% colecalciferol; 50/50 = 50% colecalciferol + 50% 1,25(0OH),Ds
glicosideo; 25/75 = 25% colecalciferol + 75% 1,25(0OH).Dsglicosideo; 0/100 = 100% 1,25(0OH);Ds
glicosideo.

A resisténcia a quebra (P=0,459) e a densidade mineral 6ssea (P=0,353) ndo
apresentaram diferencas entre os tratamentos, assim como a deposicdo de calcio e
fosforo no osso, também ndo houve alteracdo na formacao da hidroxiapatita que confere
a resisténcia aos 0ssos. Amundson et al. (2016) encontraram valores superiores de
densidade (DMO) nos ossos de leitdbes de 8 semanas quando foi utilizada a
suplementacdo de colecalciferol em conjunto com 20% de acréscimo no requerimento
de fosforo dos animais (0,430 g/cm?) e valores maiores quando as matrizes foram
suplementadas com o colecalciferol no periodo gestacional e lactagdo (0,514 g/cm?). A
influéncia dos minerais pode ter contribuido para as diferencas encontradas neste caso,
ja que calcemia e fosfatemia sdo importantes reguladores da conversdo da vitamina D e
da deposicdo dos minerais nos 0ssos.

Castro et al. (2018) ndo encontraram efeito na resisténcia 0ssea em aves

alimentadas com colecalciferol e 1,25(0OH).Ds sintética, porem, quando utilizada 100%
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da recomendacdo de colecalciferol, apresentou um DMO superior ao tratamento que
utilizou apenas 50%, demonstrando a necessidade de suplementacdo adequada desta
vitamina para melhorar a densidade mineral 6ssea. O maior valor de DMO foi quando
se utilizou 100% da recomendacao com suplementacao da 1,25(OH)2Ds em conjunto.

Em estudos recentes, Schlegel et al. (2017) utilizou o colecalciferol sozinho ou
combinado com niveis crescentes de 1,25(OH).Ds glicosideo na alimentacéo de leitGes,
o0s autores encontraram diferencas entre os tratamentos sobre a resisténcia da tibia, em
que o maior nivel de suplementacdo do glicosideo apresentou resisténcia semelhante ao
tratamento apenas com o colecalciferol, entretanto, a densidade nao foi diferente entre
0s tratamentos.

Os leitdes do tratamento 0/100 apresentaram placa de crescimento (P=0,002)
com 0,7 mm a mais que os leitdes do tratamento 100/0, demonstrando um aumento na
proliferacdo de células Gsseas, que pode levar ao rapido crescimento e desenvolvimento
6sseo (Figura 1). A 1,25(0OH)2Ds além de exercer fungGes no metabolismo do célcio e
fésforo, também atua diretamente nos condrécitos da placa de crescimento que
expressam a CYP27B1, enzima que converte a 25(0OH).D3 em 1,25(0OH):Ds. A
vitamina D ativa neste local apresenta funcdes autocrinas, como a diferenciacao celular,

a angiogénese e a osteoclastogenese (NAJA et al., 2009).

Figura 1. Fotomicrografia de l&minas histolégicas da placa de crescimento de
metatarsos de leitdes (coloracdo eosina-hematoxilina, aumento 10x).
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A acdo genbmica da 1,25(0OH).Ds regula o desenvolvimento 0sseo e a
homeostase de fosfato por via paracrina. Estes genes regulados sdo essenciais para a
vascularizagdo e invasdo de osteoclastos na zona de condrécitos hipertréficos e agem de
forma indireta no desenvolvimento da placa de crescimento (MASUYAMA et al. 2006).

Os periodos de rapido crescimento sdo indicagbes provaveis de crescimento
esquelético desequilibrado. Por isso, o periodo do desmame até os 84 dias de idade é
chamado de janela da susceptibilidade, quando a cartilagem em maturacdo & mais
vulneravel ao surgimento de lesdes osteocondroticas. Os suinos que apresentaram um
rapido crescimento entre 28 e 35 dias de idade, apresentaram osteocondrose grave na
idade de abate e entre 56 e 84 dias apresentaram osteocondrose leve, porém, apés 90
dias de idade o ganho de peso ndo teve relagdo com o surgimento da OC (VAN
GREVENHOF et al., 2012).

Diante do exposto, a utilizacéo da 1,25(0OH).D3 na suplementacéo de racdes para
os leitGes se mostra eficiente na manutengdo do pH estomacal e intestinal, bem como no
desenvolvimento dsseo dos suinos. Além disso, diante dos resultados encontrados
sugere-se que ha um aumento na imunidade inata dos leitGes pela reducdo no tamanho

do baco, indicando pouca funcédo deste érgao.

4.4 Conclusotes

A reducdo do peso relativo do bago em 25,4% no tratamento com a 1,25(0OH)2D3
glicosideo em relacéo ao tratamento com o colecalciferol pode demonstrar uma melhora
na imunidade inata dos leitdes. O tratamento 50/50 apresentou os maiores valores de pH
intestinal comparado ao tratamento 0/100, que demonstrou reducdo de 4,7% no pH do
jejuno e 7% no ileo, sugerindo uma melhora na digestibilidade e absor¢édo do célcio no
tratamento com a 1,25(0OH).D3 glicosideo.

Neste contexto, verificou-se uma melhora no desenvolvimento 6sseo pelo
aumento de 0,7 mm na placa de crescimento e 6,6 mm na largura da diafise nos 0ssos

dos animais alimentados com a forma ativa da vitamina D.
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