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RESUMO

A suplementacdo dietética de calcio (Ca) e de vitamina K foi estudada em
poedeiras na fase de recria. O efeito dessa suplementacéo foi avaliado no perfil sérico e
na qualidade 6ssea das aves com 18 semanas e, posteriormente, o efeito residual foi
avaliado no perfil sérico, na qualidade 6ssea e no desempenho produtivo nas aves com
32 semanas de idade, no periodo de postura. Desta forma, dois experimentos foram
realizados utilizando-se dois niveis de Ca (0,8 e 1,4%) e cinco niveis de vitamina K (0,
2, 8, 16, 32 mg/Kg), na dieta de aves poedeiras da linhagem Hy-Line. No Experimento
I, foram utilizadas 120 aves, com idade de 13 semanas, distribuidas em um
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x5), dois niveis de Ca e
cinco niveis de vitamina K, totalizando dez tratamentos, quatro repeticbes e 3 aves por
unidade experimental. As aves foram alojadas em gaiolas galvanizadas, com alimento e
agua a vontade e as dietas experimentais foram fornecidas de treze a dezoito semanas
(recria). No Experimento |, foi observada interacdo entre os niveis de Ca e de vitamina
K para o Ca total no sangue, o indice de Seedor, o Ca nos 0ssos e no 0sso medular. No
nivel 1,4% de Ca, as variaveis Ca total no sangue, indice de Seedor, Ca nos 0ssos e 0
0sso medular apresentaram comportamento quadratico, (P < 0,05), em relacdo aos
niveis de vitamina K. No nivel 0,8% Ca, ndo foram encontradas diferencas (P > 0,05)
para a suplementacdo de vitamina K. Ja para 1,4% de Ca, os maiores valores para Ca
total no sangue, indice de Seedor, Ca nos 0ssos e 0sso medular foram obtidos com a
suplementacéo de 17,86; 14,58; 14,48 e 16,80 mg/Kg de vitamina K, respectivamente.
No Experimento Il, foram utilizadas 80 aves com 20 semanas, as quais foram
alimentadas durante a fase de recria (13-18 semanas) com dois niveis de Ca (0,8 e
1,4%) e cinco niveis de vitamina K (0, 2, 8, 16, 32 mg/Kg), totalizando dez tratamentos,

quatro repeticdes e duas aves por unidade experimental. As aves receberam ragéo
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comercial para o periodo. Durante 3 ciclos de 28 dias, foram coletados dados de
producédo de ovos e consumo de racdo. Nas 32 semanas, o perfil sérico foi analisado as
08h00 e as 16h00, as aves foram abatidas e os ossos colhidos para analises. Nas
varidveis sanguineas e de producdo, nao foram observados efeitos dos tratamentos da
fase de recria (P > 0,05). Foi observado efeito dos tratamentos sobre a % de 0sso
medular (P < 0,05), quando as aves foram alimentadas com dieta contendo 1,4% de Ca.
Para outras variaveis de qualidade 6ssea, ndo foram observados efeitos significativos. A
suplementacdo com vitamina K de uma racdo com 1,4% de Ca na fase de recria
permitiu um incremento na area de 0sso medular que se mantém durante a fase de

producgéo analisada.

Palavras-chave: poedeiras, célcio, sangue, 0sso medular,
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ABSTRACT

Dietary supplementation of calcium (Ca) and vitamin K was studied in laying hens
in the laying period. The effect of supplementation was evaluated in serum profile and
bone quality of the birds at 18 weeks and later, the residual effect was evaluated in
serum profile, bone quality and productive performance in birds at 32 weeks of age,
during laying period. Thus, two experiments were conducted using two levels of Ca (0.8
and 1.4 %) and five levels of vitamin K (0, 2, 8, 16, 32 mg / kg) in the diet of Hy - Line
laying hens. In Experiment I, 120 birds at 13 weeks of age were used and distributed in
a completely randomized design, in a factorial arrangement (2x5), two levels of Ca and
five levels of vitamin K, totaling ten treatments, four replicates and 3 birds per
experimental unit. The birds were housed in galvanized cages with food and water at
will and the experimental diets were provided from thirteen to eighteen weeks (laying
period). In Experiment I, interaction between the levels of Ca and vitamin K to the total
Ca in the blood, Seedor index, Ca in the bone and in the bone marrow was observed. At
the level of 1.4 % of Ca, the total Ca variables in the blood, Seedor index, Ca in the
bone and in the bone marrow showed a quadratic response (P < 0.05), compared to the
levels of vitamin K. At the level of 0.8% of Ca, no differences (P > 0.05) were found for
vitamin K supplementation. As for the level of 1.4 % of Ca, the highest values of total
Ca in the blood, Seedor index, Ca in the bone and in the bone marrow were obtained
with the supplementation of 17.86; 14.58; 14.48 and 16.80 mg / kg of vitamin K,
respectively. In Experiment |1, 80 birds at 20 weeks of age were used and fed during the
laying period (13-18 weeks) with two levels of Ca (0.8 and 1.4 %) and five levels of
vitamin K (0 were used, 2, 8, 16, 32 mg / kg), totaling ten treatments, four replicates and
two birds per experimental unit. The birds received commercial feed for the period. For

3 cycles of 28 days, data on egg production and feed intake were collected. At 32
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weeks, the serum profile was analyzed at 08h00 and at 16h00, the birds were
slaughtered and the bones collected for analysis. In the blood and production variables
effects of the treatment were not observed in the laying period (P > 0.05). Effect of
treatments on the % of medullar bone (P < 0.05) was observed when birds were fed
diets containing 1.4 % of Ca, for other bone quality variables, no significant effects
were observed. The supplementation of a diet with vitamin K with 1.4 % of Ca in the
laying period allowed an increase in the area of medullary bone that keeps during the
production phase that was analyzed.

Key words: laying, calcium, blood, bones



I- INTRODUCAO

O mercado de postura no Brasil tem apresentado um crescimento consideravel.
Somente no ano de 2012, cerca de 32 milhGes de toneladas de ovos foram produzidos,
sendo que somente 1 % foi exportado para Africa, Oriente Médio, Asia, América, Uni&o
Europeia e Europa, maiores importadores, somando 26,8 mil toneladas, representando
um aumento de 61,2% em relacdo ao ano anterior (UBABEF, 2013). Esse aumento no
consumo de ovos demanda por estudos que visem melhorar o desempenho produtivo
das aves de postura comerciais.

A intensa pressdo de selecdo para caracteristicas produtivas, como taxa de
crescimento em frangos e producdo de ovos em poedeiras, desencadeia uma demanda
crescente por estudos sobre a integridade do sistema esquelético dessas aves (Thorp,
1994). Néo obstante, € notavel a sensibilidade que as galinhas poedeiras modernas
apresentam as mudangas nos niveis nutricionais da dieta, possibilitando com isso
melhorias na producdo de ovos, reducdo da conversdao alimentar, reducdo da
percentagem de ovos defeituosos e diminuicdo dos problemas ésseos que as mesmas
enfrentam (Costa et al., 2008).

Constantemente, as melhorias visadas sdo iguais em um ponto, que é a qualidade
Ossea. Os 0ssos apresentam papel essencial na criacdo das aves, e, dentre as funcdes
mais Obvias, destacam-se a sustentacdo da massa corporal, protecdo dos érgdos internos
e locais de fixacdo para a musculatura, e outros menos Obvios. Porém, de igual
importancia, esta o fornecimento do calcio (Ca) para a formacao da casca do ovo e para
a manutencdo da homeostase durante uma deficiéncia de curto ou longo prazo de Ca
circulante (Korver et al., 2004; Bolukbasi et al., 2005).

A estrutura esquelética de uma galinha poedeira tem seu desenvolvimento

completo durante o periodo de criacdo. Esse desenvolvimento é baseado no crescimento



longitudinal dos ossos longos do esqueleto apendicular, que se d& pela ossificagdo
endocondral (Whitehead, 2004), sendo que os fatores nutricionais possuem amplo efeito
sobre o desenvolvimento 6sseo (Fleming et al., 2003).

No aspecto nutritivo, a dieta € importante para a geracao e manutencao do sistema
6sseo. Minerais como Ca e fosforo (P) e vitaminas, como D e K, s&o fatores importantes
nesses processos. Dietas deficientes, principalmente em Ca, sd&o o principal fator
desencadeador de fraturas 6sseas em aves de postura (Clark et al., 2008).

O Ca é um macro elemento essencial para garantir a qualidade 6ssea e producéo de
ovos com casca de qualidade e, semelhante a outros nutrientes, deve ser fornecido em
niveis adequados e de forma equilibrada nas racdes (Rodrigues et al., 2013). Além do
fornecimento de niveis incorretos de Ca na dieta, 0 antagonismo com outros nutrientes
da dieta, como fosforo e energia, podem interferir na disponibilidade e absorcdo do
mesmo.

No tocante ao nivel energético, a energia adicional fornecida sob forma de gordura
pode aumentar o Ca renal e a excrecdo de fésforo, diminuindo a absorcdo de Ca e
fosforo e induzindo a deficiéncia de ambos, consequentemente, prejudicando a
densidade, a forca e a massa do sistema 0sseo (Jiang et al., 2013).

Indiscutivelmente, o Ca e a vitamina D s&o 0s principais nutrientes utilizados em
prol da qualidade Ossea, tanto para humanos quanto para animais. No entanto, nos
ultimos anos o interesse pela vitamina K tem aumentado. Embora ela seja mais
conhecida por sua participacdo na coagulacdo do sangue essa vitamina apresenta um
papel importante no metabolismo 6sseo (Hamidi et al., 2013).

A vitamina K atua como um cofator pos-traducional para y-carboxilagdo de
proteinas dependentes de vitamina K, incluindo a osteocalcina, que é a proteina
relacionada a formacéo dssea. A biossintese da osteocalcina é regulada por horménios e
por fatores de crescimento. No entanto, a vitamina K tem influéncia sobre o grau de
carboxilagéo da osteocalcina (Gundberg et al., 2012).

Durante o inicio da fase de postura, ocorre um balanco negativo de Ca, sendo que a
suplementacdo de vitamina K pode contribuir para o aumento da osteocalcina
carboxilada, que se liga ao Ca a partir da matriz éssea. Este mecanismo pode propiciar
uma melhor utilizacdo do Ca das dietas, sendo que o Ca em excesso pode desencadear
uma reducgdo na biodisponibilidade de outros minerais como fosforo, magnésio, entre

outros, além de tornar a dieta menos palatavel (Fernandes et al., 2009).



O Ca é de suma importancia para 0s 0ss0s. No entanto, para que 0 mesmo seja
fixado, é necessario que ocorra 0 processo de carboxilagdo dos residuos de acido
glutdmico, durante um processo de pds-traducédo. Esse processo transforma as proteinas
zimogénicas dependentes de vitamina k em proteinas fixadoras de célcio (Macari et al.,
2002).

Estudos em poedeiras demonstraram que a suplementagéo da dieta com vitamina K
propiciou um aumento significativo do volume de 0sso esponjoso nos tarso e metatarsos
proximais. Esse fato foi associado ao tratamento com vitamina K ter prolongado o
periodo de formagdo estrutural do 0sso, ou inibido a perda de 0ssos esponjosos durante
0 inicio da postura em aves jovens (Fleming et al., 1998).

A combinacdo de vitamina K3 e calcario, em forma de particulas e fluoreto
suplementar, propiciou um aumento na densidade dssea da tibia, Gmero e quilha de
poedeiras com setenta semanas de idade. Essa melhora na densidade da tibia e do imero
estd associada a uma maior espessura do o0sso cortical entre 25 e 70 semanas. O
tratamento resultou também em um maior acimulo de osso medular durante o periodo
de postura. Este 0sso medular extra propiciou um efeito protetor sobre o 0sso cortical,
diminuindo, assim, a reabsorcdo das superficies do 0sso cortical exposto a acdo dos
osteoclastos, propiciando uma melhor qualidade dssea e resisténcia final da postura
(Fleming et al., 2003).

1.1 Estrutura e crescimento do tecido 6sseo

O osso é um tipo especializado de tecido conjuntivo, que apresenta muitas fungdes
no organismo animal: auxilia na manutencdo da homeostase, confere ao corpo certa
rigidez e ao mesmo tempo permite flexibilidade, tolerando o crescimento, fornecendo a
possibilidade da locomocao, protecdo dos 6rgdos, armazenamento de certa quantidade
de energia, minerais e elementos-chave do sistema imune (Lawrence e Fowler, 2002).

Segundo Pizauro Junior et al. (2002), o tecido &sseo € constituido de
aproximadamente 70% de minerais, 22% de proteina e 8% de agua. Sua constituicdo é
diretamente influenciada por fatores fisicos, nutricionais e fisiologicos. O mesmo é
composto de uma fase extracelular, que é formada, mantida e remodelada por trés tipos
de células: osteoblastos, ostedcito e osteoclastos. Esses elementos sdo responsaveis pela
sintese da matriz dssea e mineralizagdo, determinantes para os fatores quimicos,

geomeétricos e de resisténcia 0ssea (Rath et al., 2000).



Os osteoblastos sdo as células que formam o tecido Gsseo e tem sua origem nas
células tronco mesenquimais. Eles tém por funcdo a sintese e secrecdo da matriz
organica contendo colageno tipo I, além da sintese de varias proteinas, como a fosfatase
alcalina e a osteocalcina. Eles também produzem varios fatores regulatorios, tais como
prostaglandinas, citosinas e fatores de crescimento, que estimulam a formagdo e a
reabsorcao d6ssea (Liu et al., 2004).

O ostedcito, por sua vez, é um osteoblasto maduro aprisionado dentro da matriz
0ssea. O mesmo atua na manutencéo da matriz, pois apresenta a capacidade de sintetizar
e de reabsorver a matriz 6ssea em uma extensdo limitada. Cada ostedcito ocupa um
espaco dentro da matriz, da qual partem pequenos canais que estabelecem contato com
as células adjacentes (Bilezikian et al., 2002).

Outra célula importante é o osteoclasto, que durante o crescimento do esqueleto,
reabsorve a cartilagem calcificada e modelam o 0sso em crescimento. J& no osso adulto,
essas células sdo responsaveis pela reabsorcao e remodelacdo éssea. Quando necessario,
0s osteoblastos atuam na homeostase do Ca via aumento da reabsorcdo 6ssea. Durante a
remodelacdo dssea normal, a formacdo Gssea osteoblastica ocorre de maneira precisa e
quantitativa em relacdo a reabsorcdo 6ssea osteocléstica, sendo que a formacéo do 0sso
e a reabsorgéo ocorrem de maneira equivalente (Bilezikian et al., 2002).

O tecido 0sseo € dindmico e, constantemente, sofre remodelacao,
independentemente de seu crescimento e modelagem estarem concluidos. A
remodelagcdo Gssea € um processo de acoplamento, onde existe a remoc¢édo localizada
(reabsorcdo) e substituicdo por osso recém-formado. Esse processo é complexo e exige
a interacdo entre células de fenoétipos diferentes, reguladas por uma série de fatores
bioquimicos e mecanicos (Hill, 1998).

Os fatores de crescimento bem como horménios sistémicos séo fatores envolvidos
com as células osteoblasticas e células endoteliais, apresentam efeitos sobre as funcdes
endoteliais e funcdes osteoblasticas. Esses fatores agem através da ativacdo de
receptores especificos, que por sua vez atuam estimulando a expressdo de outras
proteinas depois da ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular, fornecendo, assim,
evidéncias da comunicagéo entre células endoteliais e osteoblasticas (Bai et al., 2013).

O crescimento do tecido 6sseo pode sofrer a influéncia de fatores internos e
externos, como alimentacdo e genética, afetando diretamente o crescimento e
desenvolvimento normal do tecido (Cook, 2000). O processo de crescimento de 0ssos se

baseia no crescimento da placa epifisial, onde os condrécitos em repouso com



capacidade fibroblastica na camada germinativa se diferenciam em condrécitos
proliferativos. Estas células multiplicam-se para formar colunas de células achatadas
estreitamente embaladas no interior da matriz extracelular, secretadas pelos condrdécitos,
que contém um elevado teor de colageno tipo Il (Whitehead, 2004).

Durante a maturidade esquelética, dois tipos de estruturas Osseas sdo
encontrados, uma delas é compacta e rigida conhecida como osso cortical, que se
localiza ao redor das cavidades medulares. O o0sso cortical € o 0sso estrutural,
constituindo um reservatorio mais estavel de Ca, sendo o 0sso com maior densidade
apresentando uma porosidade ente 5 e 10 %. Encontra-se na camada externa aos 0SsosS
esponjosos, nos eixos dos 0ssos longos, no final das articulagbes e nas vértebras
(Withehead e Fleming, 2000). A outra forma sdo 0s 0SS0S esponjosos ou trabecular,
constituido de uma rede de laminas Osseas entrelacadas que deixam pequenos espacos
ocupados pela medula 6éssea, e sdo encontrados na maioria dos 0ssos planos e nas
extremidades dos o0ssos longos (Lawrence e Fowler, 2002).

As aves e o0s répteis se diferem das outras classes de vertebrados pela sua
capacidade de produzir ovos com casca calcificada. Em aves e crocodilianos, o
desenvolvimento maci¢co das cavidades endosteal dos ossos longos fornece um
reservatorio de Ca para a formacdo da casca do ovo (Dacke e Arkle, 1993). Nesses
animais, ocorre uma mudanca nos osteoblastos para a producao do osso cortical lamelar
e a producdo de um tecido 6sseo chamado osso medular. Este tipo de osso tem por
funcdo servir de fonte labil de Ca para formagdo da casca do ovo.

O o0sso medular é encontrado em espiculas dentro da cavidade medular,
especialmente nos 0ssos longos. Nas aves, especialmente em galinhas poedeiras, o
esqueleto tem seu desenvolvimento completo durante o periodo de criacdo, e esse
desenvolvimento é baseado no crescimento longitudinal dos ossos longos do esqueleto
apendicular, que se da pela ossificacdo endocondral (Whitehead, 2004).

Embora o0 0sso medular ndo apresente regularidade na formacdo das fibras e esta
alocado em espiculas, 0 mesmo apresenta funcdo estrutural mantendo a conectividade
trabecular e aumentando a resisténcia a fraturas (Fleming et al., 1998). O 0sso
trabecular por sua vez, consiste em um emaranhado de fibras de colageno irregulares.
Conforme 0 0sso vai crescendo, por proliferacdo dos condrdcitos no topo do disco de
crescimento, seguido por hipertrofia e mineralizacdo da parte posterior, a rede
trabecular é largamente reabsorvida, para formar a cavidade medular (Whitehead,
2004).



O tecido medular 6sseo encontrado nos 0ssos longos em aves fémeas apresenta
uma resposta rapida ao nivel de estrogénio circulante, sugerindo que os osteoblastos
nesses 0ssos sao altamente sensiveis a esse horménio (Hiyama et al., 2009). Nas
fémeas, a formacédo do osso medular ¢é estimulada pela agéo sinérgica dos androgénios e
estrogénios, que é acompanhada pela maturacao dos foliculos ovarianos. J& nos machos,
a formac&o desse tecido dsseo pode ser estimulado via administracdo destes hormonios
(Miller, 1978; Dacke e Arkle, 1993).

Esse tipo 0sseo possui grande numero de osteoclastos em sua superficie. Através da
atividade osteoclastica nesse 0sso, tem-se o fornecimento de cerca de 40 % do Ca da
casca. Seu metabolismo pode ser de 10 a 15 vezes mais rapido que o 0sso cortical e seu
volume total ndo muda durante o ciclo, apenas o grau de calcificacdo (Dacke et al.,
1993).

Em dietas de fémeas poedeiras, que contenham niveis normais de Ca, ocorre um
aumento da atividade osteocléstica no osso medular, suprindo a necessidade deste
mineral para formacdo da casca do ovo. No entanto, quando ocorre a falta do Ca na
racdo, o organismo responde através da retirada de Ca do osso cortical (Zallone e
Mueller, 1969).

Almeida Paz et al. (2009), em poedeiras no periodo de 15 a 40 semanas,
encontraram comportamento analogo entres as caracteristicas de qualidade Ossea,
independente do tratamento utilizado, niveis adequados (3,8%) e baixos (1,8%) de Ca,
ressaltando que as aves mobilizam constantemente minerais do sistema 6sseo para
formagdo da casca dos ovos e esse processo se torna mais intenso quando a dieta
fornecida apresenta deficiéncia de Ca.

O intenso metabolismo de reabsorcdo 6ssea, principalmente no inicio de postura, é
responsavel por mortalidade significativa neste periodo e a ma formacdo 0ssea na recria
parece ser um fator que estd intimamente ligado a essas perdas (Rath et al., 2000;
Whitehead et al., 2004).

1.2 Célcio na alimentacao de galinhas poedeiras

Dentre os elementos que constituem a biosfera, o Ca é 0 quinto em abundancia,
ficando atras do ferro, silicio, oxigénio e aluminio. Oposto ao silicio e aluminio que sdo
elementos insolUveis, os sais de Ca exibem uma solubilidade intermediéria, que confere

a capacidade de estar presente nas solucdes onde a vida evoluiu, além do



desenvolvimento de 6rgéos sélidos e rigidos que ajudaram nesta evolugdo (Bilezikian et
al., 2002).

O Ca é o mineral mais abundante no organismo, sendo que 99% se encontra no
esqueleto, fornecendo uma estrutura forte para o apoio dos musculos, protecdo dos
o0rgdos e tecidos mais delicados, incluindo a medula déssea. No entanto, ainda permite
movimentos e o crescimento (Suttle, 2010; Datta e Schwartz, 2013). O Ca pode atuar
como cofator de reacdes enzimaticas, participar do metabolismo do glicogénio, da
sintese de proteinas e acidos graxos, da formacdo de ATP, contribuir na regulacdo das
contragbes musculares e desempenhar papel crucial na formacdo das estruturas 6sseas
(Falguera et al., 2010).

No plasma sanguineo, a concentracdo de Ca é mantida dentro de uma estreita faixa
de variacdo, entre 5-10%. Nd&o obstante, os grandes movimentos de Ca através do
intestino, 0sso, rim e outros tecidos, sdo necessarios para manutencdo da homeostase.
Para isso, 0 organismo utiliza alguns hormonios, entre eles 1,25- dihidroxivitamina D,
calcitonina e o hormonio paratiredideo (PTH) (Kaneko et al., 1997; Mundy e Guise,
1999).

O PTH encontra-se pré-formado nas glandulas da paratiredide. Essas glandulas séo
capazes de responder rapidamente a infimas alteragcBes na concentracdo de Ca, através
do rapido aumento da taxa de secrecdo hormonal e da reducdo da taxa de sintese
hormonal, tendo como feedback de controle o aumento dos niveis de ions de Ca
circulante (Kaneko et al., 1997; Bar, 2008; Suttle, 2010). Além da acdo catabdlica sobre
o0 tecido 6sseo, o PTH pode promover tanto a formacdo quanto a reabsorcdo dssea.
Evidéncias sugerem que o efeito anabdlico do PTH nédo depende exclusivamente de sua
acao sobre os osteoblastos e precursores, mas, necessitam da participacao de fatores de
crescimento, envolvendo o aumento dos precursores dos osteoblastos, a proliferacdo e a
acdo antiapoptotica de osteoblastos (De-Paula, 2009).

Em aves e mamiferos, os 0ssos atuam como um reservatorio de minerais, em
especial Ca e fosforo, que podem ser utilizados quando as fontes alimentares sdo
inadequadas as necessidades do organismo. Em especial nas aves, as reservas 6sseas sao
importantes durante o periodo de postura e formacdo da casca do ovo, sendo o Ca o
mineral constituinte mais importante na determinacdo da qualidade da casca do ovo
(Taylor e Moore, 1954; Taylor, 1970; Kadam et al., 2006).

A absorcédo de Ca ocorre ao longo do intestino delgado, principalmente no duodeno

e jejuno (Coon et al., 2002; Macari et al., 2002). Em galinhas poedeiras, a absorcéao €



observada também na parte inferior do trato gastrointestinal e a secre¢do e a¢do do Ca é
dependente da etapa de formacdo da casca do ovo (Hurwitz e Bar, 1965; Coon et al.,
2002).

Na industria de ovos comerciais, a casca do ovo fornece uma importante
embalagem para o alimento. Para o embrido, fornece protecdo contra danos mecéanicos e
contra contaminacdo externas e na formacdo da casca do ovo o Ca € de suma
importancia (Hunton, 2005).

Para galinhas, o Ca é um mineral crucial durante o periodo de postura e constitui
aproximadamente 40% do peso da casca de ovo (Bolukbasi et al., 2005). E
principalmente armazenado sob a forma de fosfato de Ca no esqueleto (Whitehead e
Fleming, 2000) e na forma de Ca carbonato na casca de ovo (Bolukbasi et al., 2005;
Bar, 2009).

A utilizacdo do Ca pelo organismo depende principalmente da idade e da espécie.
Nas aves em crescimento, esse mineral € utilizado na formacdo 0ssea, enquanto, nas
aves em fase de producdo, € utilizado na formacdo da casca do ovo, cujo peso medio é
de 5 a 6 g, dos quais aproximadamente 2 g sdo apenas de Ca (Nunes et al., 2006).

Analisando niveis de energia e Ca na dieta de poedeiras com 19 semanas de idade,
Jiang et al. (2013) observaram que dietas contendo alta e média energia acarretaram em
maior deposicdo de gordura e efeitos negativos sobre a homeostase metabdlica. Ja
niveis elevados de Ca na dieta, 2,62%; 3,7% e 4.4%, ndo influenciaram a deposicédo de
gordura e foram benéficos para homeostase Ossea. Quando a dieta apresentou-se
deficitaria em Ca, tanto a homeostase quanto a qualidade da casca do ovo foram
comprometidas.

No tocante a fase de producdo, melhores resultados sdo obtidos com a adicdo de
3,5% a 3,7% de Ca na dieta, melhorando, inclusive, a homeostase 0ssea (Safaa et al.,
2008; Rodrigues et al., 2013; Jiang et al., 2013).

Durante a producdo de ovos, mais precisamente quando ocorre a deposicdo da
casca do ovo, a galinha poedeira apresenta o pico de consumo de Ca do organismo.
Nesse periodo, € imprescindivel que a ave tenha um aporte de Ca provindo da dieta e,
para isso, € importante que haja disponibilidade do mineral. Essa disponibilidade
também pode ser influenciada pelo tamanho da particula da fonte de Ca (Witt e Kuleile,
2009).

Independentemente do tamanho da particula, Saunders-Blades et al. (2009) ndo

observaram varia¢Ges na producdo e na qualidade da casca dos ovos de galinhas. No



entanto, as aves que receberam tratamentos que continham particulas mistas foram
capazes de manter a producdo e a qualidade do ovo com menor aporte do Ca 0sseo. 1sso
pode ajudar a galinha a reduzir a incidéncia de osteoporose, a chamada fadiga de gaiola,
além de outros problemas 0sseos.

Ja Witt e Kuleile (2009) encontraram que o tamanho da particula de calcéario ndo
apresentou efeito benéfico na producdo de ovos e nem na qualidade dos ovos de
poedeiras com idade maior que 54 semanas de postura, sugerindo que,
independentemente do tamanho da particula, o que importa sdo os valores de Ca
dietético, que devem ser de 3,96 g/galinha/dia.

Com relagdo ao sistema de criacdo, aves criadas em gaiolas convencionais
depositam menos Ca nos 0ssos que as aves alocadas em gaiolas enriquecidas. No
entanto, o efeito dos niveis de Ca dietéticos sdo similares para ambas as formas de
criacdo (Valkonen et al., 2010). Aves criadas em gaiolas enriquecidas apresentam
também uma menor excrecdo de Ca e fosforo que as criadas convencionalmente. O
mesmo pode ocorrer pelo fato de que ambientes comunitarios influenciam
positivamente na utilizacdo do Ca e fosforo (Neijat et al., 2011).

Embora o Ca seja de suma importancia para a producdo de galinhas poedeiras e
para a manutengdo dos indices zootécnicos elevados, a utilizacdo de niveis exacerbados
deste mineral podem acarretar em problemas na producdo, sendo que algumas
desordens metabdlicas podem estar associadas a altos niveis de Ca na dieta, como é o
caso da alcalose metabdlica em aves de postura (Guo et al., 2008).

Em estudos realizados em poedeiras de 39 a 50 e 60 a 76 semanas, ndo observaram
efeitos dos niveis elevados de Ca sobre o consumo de racdo (Costa et al., 2008; Cufadar
et al., 2011). Cufadar et al. (2011) ndo observaram diferencas das concentracdes de Ca
sobre a forca de quebra do ovo, porcentagem e espessura de casca e peso do ovo.

Como dito, o Ca apresenta grande importancia para 0s 0ss0S, mas para que 0
mesmo seja fixado, é necessario que ocorra 0 processo de carboxilacdo dos residuos de
acido glutamico, durante um processo de pés-traducdo, e esse processo transforma as
proteinas zimogénicas dependentes de vitamina K em proteinas fixadoras de Ca (Macari
et al., 2002).
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1.3 Vitamina K

A vitamina K tem um papel importante na saude humana e animal, além de sua
funcdo mais aceita, que é a coagulacdo do sangue, a vitamina é essencial para a
formacéo e mineralizacdo Ossea (Price et al., 1981). Alternativas foram testadas sobre
alguns papéis que a vitamina K desempenha sobre a satde do esqueleto, uma delas
realizada com estudo in vitro indica que a K pode aumentar a mineralizacdo 0Ossea
(Schoofs et al., 2004).

A vitamina K foi descoberta no ano de 1935 pelo bioguimico dinamarqués Henrik
Dam, que estudou a deficiéncia alimentar em aves alimentadas com dietas livres de
gordura e colesterol e apresentaram hemorragias intramusculares incontrolaveis. Entéo,
foi observada uma vitamina lipossoltvel diferente das ja existentes A, D e E, que eram
encontradas no figado de suinos, sementes de canhamo e em certos vegetais e cereais, e
a ela deu o nome de Koagulations-Vitamin ou vitamina K (Dam, 1935; Gundberg,
2009).

A vitamina K é um micronutriente lipossoltvel, essencial na modificacdo quimica
pos-traducional de um pequeno grupo de proteinas com propriedades de ligacédo ao Ca,
conhecidas como proteinas dependentes de vitamina K ou Gla. As proteinas de
coagulacdo dependentes da vitamina K séo sintetizadas no figado e compreendem
fatores Il, VII, IX e X, os quais tem funcdo hemostatica (Stenflo et al., 1974; Shearer,
1995; Klack e Carvalho, 2006). Gla é a definicdo usada para proteinas que
desempenham papel importante em dois processos fisioldgicos: coagulacdo sanguinea e
metabolismo 6sseo, sendo que a maior quantidade circulante estd envolvida na
coagulacdo sanguinea e sdo sintetizados pelos hepatdcitos (Vermeer et al., 1995).

O fator que relaciona a vitamina K com o metabolismo ésseo é a osteocalcina. A
mesma é produzida pelos osteoblastos durante o periodo de formacdo Gssea e € a
principal proteina ndo colagenosa na matriz extracelular do osso envolvida com a
maturacdo 6ssea. Os processos de transcri¢do e traducdo da osteocalcina sdo regulados
pela vitamina D e sua capacidade de ligacdo com Ca. Porém, todo este processo é
possivel somente apos a carboxilagdo de alguns residuos especificos de acido glutamico
e esse processo final é dependente da vitamina K (Shea et al., 2009).

A osteocalcina é sintetizada pelo osteoblasto na fase de formac&o do 0sso, durante
0 processo de mineralizacdo, sendo essencial para a formagdo dos cristais de

hidroxiapatita. Ela possui trés residuos de Gla nas posi¢cdes 17, 21 e 24 e uma ponte de
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dissulfeto, entre os residuos 23 e 29, sua capacidade de ligacdo ao Ca e dependente da y-
carboxilagdo desses trés residuos, processo dependente da vitamina K (Lee et al., 2000;
Hamidi et al., 2013).

Segundo Fleming et al. (2003), a vitamina K € um cofator que realiza a
carboxilacdo residual do glutamil durante a modificagdo pos traducdo da osteocalcina,
uma proteina associada especificamente com a formacao do 0sso, e outras proteinas da
matriz Ossea. Atuando como cofator da gama carboxilase, ela converte o 3 acido
glutdmico e os residuos de osteocalcina, para o &cido gama carboxiglutamico (Gla),
sendo essencial para a gama carboxilagdo dos residuos de osteocalcina (Hauschka et al.,
1975; Vermeer et al., 1995; Lee et al., 2000). Sem esta modificagéo, a osteocalcina ndo
tem a integridade estrutural e nem a capacidade de se ligar a hidroxiapatita mineral.
Essa reacdo de carboxilacdo é um processo intercelular pds traducional, de modo que
uma vez secretada, a osteocalcina j& ndo pode ser mais carboxilada (lwamoto et al.,
2009).

Durante o inicio da fase de postura, nas aves de producdo, ocorre um balanco
negativo de Ca, sendo que a suplementacdo de vitamina K pode contribuir para o
aumento da osteocalcina carboxilada, que se liga ao Ca a partir da matriz dssea. Este
mecanismo pode propiciar uma melhor utilizacdo do Ca das dietas, que ja apresentam
um nivel elevado de Ca, sendo que o Ca em excesso pode desencadear uma reducdo na
biodisponibilidade de outros minerais como fdésforo, magnésio, entre outros, além de
tornar a dieta menos palatavel (Fernandes et al., 2009).

Fleming et al. (1998) relataram que a suplementacdo da dieta com vitamina K
propiciou um aumento significativo do volume de 0sso esponjoso nos tarso e metatarsos
proximais, isso devido ao tratamento com vitamina K ter prolongado o periodo de
formacédo estrutural do 0sso ou inibido a perda de 0ssos esponjosos durante o inicio da
postura em aves jovens.

Embora a suplementagcdo com vitamina K tenha apresentado evidencias sobre a
possivel ligacdo com a formacdo dssea, Fleming et al. (2003) encontraram aumento do
volume de 0ss0s esponjosos em aves com 15 semanas de idade. Porém, a concentragao
de osteocalcina plasmatica ndo sofreu influéncia da dieta suplementada com vitamina
K, durante o periodo de criagéo, e durante a postura encontraram baixas concentracfes
de osteocalcina, o que indica alguma mudanca no metabolismo da osteocalcina a nivel

molecular ou secretora.
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Na postura comercial, é evidente a grande importancia que o esqueleto exerce
sobre o principal produto desta atividade, o ovo. A m& formacdo ou problemas
relacionados ao sistema esquelético acarretam problemas na casca do ovo, diminuigédo
da producédo, entre outros. Isto posto, é necessario que na fase de formacdo Ossea,
periodo de recria, as aves apresentem uma boa formacgdo Ossea, com relativo aumento

do osso medular, que durante a postura servira de fonte de Ca labil para a casca do ovo.
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II-  OBJETIVOS GERAIS

Estudar o efeito da suplementacédo de vitamina K e de dois niveis de célcio (Ca) na
racdo de frangas de postura comercial (13 a 18 semanas), no desenvolvimento ésseo e
perfil sérico e a influéncia sobre a qualidade dssea, perfil sérico e desempenho

produtivo na fase de postura (20-32 semanas).

2.1 Objetivos especificos:

Determinar a percentagem de Ca, fosforo e cinzas na tibia em poedeiras
alimentadas com niveis de Ca e vitamina K na fase de recria e produg&o.

Determinar a qualidade 6ssea em poedeiras com 18 e 32 semanas alimentadas com
dietas contendo niveis de Ca e vitamina K;

Determinar os niveis séricos de Ca, fésforo, Ca idnico, fosfatase alcalina, proteinas
totais e albumina na 18? e na 322 semana;

Analisar as variaveis produtivas (producdo de ovos, consumo alimentar e
conversdo alimentar) do inicio da postura até a 32° semanas em poedeiras que foram
alimentadas com niveis de Ca e vitamina K na racao durante a fase de recria;

Inferir sobre o papel do Ca, da vitamina K e da interacdo entre ambos no
desenvolvimento 6sseo de poedeiras na fase de recria e posterior no periodo produtivo

até 32 semanas.
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I11- Efeito dos niveis dietéticos de calcio e vitamina k na qualidade

0ssea e perfil sérico de frangas na fase de recria (13-18) semanas.

Resumo - A suplementacéo dietética de calcio (Ca) e de vitamina K foi estudada
em poedeiras na fase de recria, (13-18 semanas). O efeito dessa suplementagéo foi
avaliado sobre o perfil sérico e a qualidade 0ssea das aves. Foram utilizadas 120 frangas
Hy-Line, com idade entre 13 e 18 semanas, distribuidas em um delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x5), com dez tratamentos, quatro
repeticOes e trés aves por unidade experimental. Os tratamentos consistiram em dois
niveis de Ca (0,8 e 1,4%) e cinco niveis de vitamina K (0, 2, 8, 16, 32 mg/Kg) na dieta.
N&do houve efeito dos tratamentos, (P > 0,05) nos niveis séricos de proteinas totais,
albumina, fosfatase alcalina, fosforo e Ca ibnico, no entanto, ocorreu interacdo (P <
0,05) entre Ca e vitamina K para o Ca total no sangue. No tocante a qualidade dssea,
ndo foram observadas diferencas (P > 0,05) para forca de quebra, matéria seca, cinzas,
fosforo, densidade dssea e relacdo Ca e fosforo no 0sso. As variaveis Ca sérico, %Ca na
Tibia, indice de Seedor e osso medular apresentaram efeito significativo (P < 0,05) da
interacdo entre os niveis de Ca e vitamina K, com comportamento quadratico em
relacdo aos niveis de vitamina K, quando o nivel de Ca foi de 1,4% e maiores valores
quando se forneceu 17,86; 14,48; 14,58 e 16,68 mg/Kg de vitamina K, respectivamente.
Para os tratamentos com 0,8% Ca, a suplementacdo com vitamina K ndo apresentou
efeito sobre as varidveis. A suplementagdo com vitamina K em uma dieta com 1,4% de
Ca propiciou na 182 semana melhoria nos niveis séricos de Ca e na qualidade dssea,

refletida na area de osso medular da tibia.

Palavras-Chave: tibia, osso medular, fosfatase alcalina, postura
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I11-Effect of dietary levels of calcium and vitamin k on bone

guality and serum profile of laying in the growing phase (13-18) weeks.

Abstract- Dietary supplementation of calcium (Ca) and vitamin K was studied in
laying hens in the laying period (13-18 weeks), the effect of supplementation was
evaluated on serum profile and bone quality of the birds. 120 Hy- Line layers, aged
between 13 and 18 weeks were used and distributed in a completely randomized design,
in a factorial arrangement (2x5), with ten treatments, four replicates and three birds per
experimental unit. The treatments consisted of two levels of Ca (0.8 and 1.4%) and five
levels of vitamin K (0, 2, 8, 16, 32 mg / kg) in the diet. There was no effect of
treatments (P > 0.05) in serum level of total protein, albumin, alkaline phosphatase,
phosphorus and ionic Ca, however, there was an interaction ( P < 0.05 ) between Ca and
vitamin K for total Ca in the blood. Regarding bone quality, no differences ( P > 0.05)
were observed for breaking strength, dry matter, ashes, phosphorus, bone density and
Ca and phosphorus in bone. The variables serum Ca, Ca % in the tibia, Seedor index
and bone marrow showed significant effect (P < 0.05 ) of the interaction between the
levels of Ca and vitamin K, with a quadratic behavior in relation to the levels of
vitamin K, when the Ca level was at 1.4% and higher values when 17.86 ; 14.48 ; 14.58
and 16.68 mg / kg of vitamin K were provided, respectively. For treatments with 0.8%
of Ca, vitamin K supplementation had no effect on the variables .The supplementation
with vitamin K in a diet with 1.4 % of Ca propitiated, at the 18th week, improvement in

serum Ca and bone quality, reflected in the area of medullary bone of the tibia.

Key-Words: tibia, medullary bone, alkaline phosphatase, posture
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Introducéo

A melhoria na produtividade observada em galinhas poedeiras nos ultimos anos,
tornou as aves mais exigentes em ambiéncia, saude e nutri¢cdo, sendo que, do ponto de
vista nutricional, a exigéncia é baseada no aumento da producdo e na qualidade dos
ovos (Rodrigues et al., 2013). A descoberta de que as patologias 6sseas relacionadas ao
calcio (Ca) afetam a producdo e o bem estar das aves tém estimulado o interesse na
biologia 6ssea das poedeiras, desencadeando uma crescente demanda por estudos do
sistema esquelético dessas aves (Thorp, 1994; Whitehead, 2004).

Na nutricdo de aves, 0s niveis ideais sdo atingidos quando se obtém o melhor
desempenho produtivo, sendo estes ajustados para maximizar a producdo de ovos ou
carne (Fleming, 2008). Os recentes avancos nas areas de nutricdo, no melhoramento
genético, em fatores de ambiéncia e de manejo, que elevaram a eficiéncia produtiva,
levaram a necessidade de estudos periddicos relacionados a exigéncias nutricionais de
Ca, devido ao papel crucial que o mesmo desempenha no desenvolvimento ésseo,
durante a fase de crescimento da ave (Costa et al., 2008).

Atrelado aos estudos relacionados ao Ca, é importante a avaliacdo do
comportamento de algumas vitaminas, relacionadas a proteinas Ca dependentes, como é
0 caso da vitamina K. Nas Ultimas décadas, o uso de suplementos nutricionais
aumentou, sendo o Ca e a vitamina D os principais suplementos utilizados para salde
6ssea. No entanto, tem ocorrido um aumento no interesse pela vitamina K, sendo que a
mesma é mais conhecida por sua funcdo na via de coagulacdo do sangue, mas também
desempenha um papel no metabolismo dsseo (Hamidi et al., 2013).

A vitamina K apresenta-se como cofator enzimatico de uma reagdo pos traducional,
atuando na carboxilacdo da osteocalcina, aumentando indiretamente a atividade
osteoblastica, sugerindo assim beneficios a formacdo 6ssea (Gundberg, 2009). Quando
ocorre a deficiéncia de vitamina K, ocorre a elevacdo da producdo de osteocalcina
descarboxilada, que por sua vez é uma fraca ligante das hidroxiapatitas de Ca,
acarretando, assim, em deficiéncia da mineralizacdo d0ssea (Price, 1988; Vermeer, 1990;
Zhang et al., 2003). Além da elevacgdo da osteocalcina descarboxilada, dietas deficientes
em vitamina K, mas com niveis adequados de Ca, apresentam uma redugdo na

concentracdo de osteocalcina carboxilada (Lavelle et al., 1994).
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No periodo inicial de postura, a ave passa por um equilibrio negativo de Ca, desta
maneira, a suplementacdo com vitamina K pode contribuir para um aumento da
osteocalcina carboxilada, que se ligara mais eficientemente ao Ca (Fernandes et al.,
2009), diminuindo os efeitos nocivos deste periodo.

Nas aves, especialmente em galinhas poedeiras, o esqueleto tem seu
desenvolvimento completo durante o periodo de recria (Whitehead, 2004) e a
carboxilacdo da osteocalcina constitui-se em uma importante etapa da formacdo do
tecido 06sseo em poedeiras. Com base no exposto, objetivou-se avaliar o efeito da
suplementacéo dietética de vitamina K em dois niveis de Ca na dieta de aves poedeiras,
sobre 0s parametros 0sseos, sanguineos e de desempenho durante a fase de recria.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no setor de Bioclimatologia da Fazenda Experimental
de Iguatemi (FEI), da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Foram utilizadas 120
poedeiras Hy-Line, na fase de recria (13 a 18 semanas), distribuidas em um
delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x5, totalizando 10
tratamentos, com 4 repeticOes e 3 aves por unidade experimental. O experimento foi
aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da
Universidade Estadual de Maringé, sob o nimero de protocolo 116/2012.

Os tratamentos consistiam em dois niveis de Ca (0,8 e 1,4%), seguindo a
recomendacdo de Rostagno et al. (2011) e o manual da linhagem Hy-Line W-36 de
2011, respectivamente, e cinco niveis de suplementacdo de vitamina K (0, 2, 8, 16, 32
mg/Kg) na dieta.

O periodo experimental foi de maio a junho de 2013. Ao inicio do periodo
experimental, as aves foram uniformizadas por peso e passaram por um periodo de 7
dias de adaptacdo. O experimento foi desenvolvido na sala de Bioclimatologia com 9x5
m, feita de tijolos e com ar condicionado, ndo sofrendo a influéncia da luminosidade
externa. As aves foram alocadas em gaiolas de arame galvanizado, com 60x40 cm cada,
com 3 aves, bebedouro tipo nipple e comedouro tipo calha com racéo e agua ad libitum.
Durante o periodo, as aves receberam 12h de luz artificial e permaneceram sob
temperatura controlada (18°C a 23°C).

A ragdo basal experimental foi formulada de acordo com as exigéncias e a

composicdo dos alimentos, segundo as recomendacgdes de Rostagno et al. (2011). A
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composicao percentual e calculada da racdo experimental encontra-se na Tab. 1, e, para
fabricacdo da racdo basal, foi utilizado premix sem vitamina K. Apos a fabricacdo da
racao basal, foram adicionados os niveis de vitamina k, tendo como fonte a menadiona
(Vitamina K3) (Nucleopar, Mandaguari, PR) com 52% de vitamina K, nas proporcoes

de 0% de incluséo; 2 mg/Kg; 8 mg/Kg; 16 mg/Kg; e 32 mg/Kg.

Tabela 1: Composicéo percentual e calculada da ragdo experimental.

Ingredientes (%) 0,8% Calcio 1,4% Célcio
Milho 74,05 73,51
Farelo de soja (45%) 15,64 16,44
Farelo de trigo 6,61 4,67
Oleo de soja 0,500 0,500
Calcario calcitico 1,25 2,91
Fosfato bicalcico 1,15 1,17
Sal comum 0,450 0,450
Premix Min.-Vit! 0,250 0,250
Inerte 0,100 0,100
Total 100 100
Valores calculados

EM (kcal/kg) 2900 2900
Proteina bruta (%) 14 14
Calcio (%) 0,80 1,400
Fosforo disponivel (%) 0,310 0,310
Lisina digestivel (%) 0,574 0,584
Metionina + Cistina digestivel (%) 0,417 0,417
Treonina digestivel (%) 0,469 0,473
Sodio 0,198 0,198
Potassio 0,550 0,553

1 Suplemento mineral e vitaminico — Nucleopar Nutricdo Animal Ltda (Conteudo por kg de premix): Vit. A 3200 Ul/g; Vit E 4800
Ul/g; Vit D3 640 Ul/g; Vit K3 Omg; Vit B1 400 mg; Vit B12 4000 pg; Vit B2 1200 mg; Vit B6 800 mg; Ac. Félico 200 mg; Biotina
20 mg; Colina 140 g; Ac. Pantoténico 4000 mg; Metionina 320 g; Niacina 10 g; Ferro 20 g; lodo 400 mg; Selénio 100 mg; Cobalto
80 mg; Antioxidante 4000 mg.

O consumo de racdo foi controlado semanalmente da 13° a 18° semanas. O
consumo meédio foi obtido pela diferenca entre a racdo fornecida e a sobra ao final de
cada semana, dividindo-se pelo nimero de aves de cada unidade experimental. O
controle do peso das aves foi realizado utilizando-se balanca digital. As aves foram
pesadas individualmente e, na sua totalidade, ao inicio do experimento, e o controle
semanal do peso foi feito pela pesagem de todas as aves em cada repeti¢do até a 18°
semana.

Com 18 semanas de idade, uma ave por repeticdo (4 aves por tratamento, n = 40)

foram sacrificadas por eletronarcose, seguida de deslocamento cervical, para obtencéo
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dos 0ssos (tibia). Os ossos esquerdos foram utilizados na determinacdo da densitometria
Ossea, resisténcia e composicdo mineral, previamente medidos, com auxilio de um
paquimetro digital, para posterior calculo do indice de Seedor (Seedor et al., 1991). Isto,
de acordo com a seguinte formula:

indice de Seedor = peso do 0sso (mg) / comprimento do 0sso (mm).

As tibias esquerdas foram utilizadas para determinagdo da densitometria 6ssea
radiogréafica (densidade mineral 0ssea), que foi realizada na Clinica de Odontologia do
Hospital Universitario de Maringa. Os 0ssos in natura, descongelados e dissecados,
foram colocados sobre filme radiogréafico (Kodak Intraoral E-Speed Film, size 2, tipo
periapical), paralelos a um penetrdmetro de aluminio com 10 degraus de tamanhos
diferentes. Os ossos foram radiografados com aparelho de raios-x odontol6gico
DabiAtlante®, modelo Spectro 70X eletronic (DabiAtlante, Ribeirdo Preto, Brasil),
operando a 70 kVp, 8 mA, utilizando com tempo de exposic¢do de 0,2 segundos, com 0
feixe de raios X incidindo perpendicularmente em relagdo ao filme, com uma distancia
foco-filme de 10 cm. Os filmes radiograficos foram revelados em processadora
automatica Revel Industria e Comércio de 43 equipamentos Ltda., com tempo de
trabalho de 150 segundos, operando com solugfes da Kodak RP X-Omat. As
radiografias foram digitalizadas no programa Image Tool® (versdo 3.0, University of
Texas Health Science Center at San Antonio, UTHSCSA, EUA,
ftp://maxrad6.uthscsa.edu/) e gravadas em arquivos com extensdo JPG.

As imagens digitais obtidas foram analisadas em cinco pontos, através do método
de histograma no programa “Adobe Photoshop CS6”. As imagens em escala de tons de
cinza foram avaliadas no histograma em 5 areas centrais da diafise da tibia, com
tamanho fixo (15 x 15 pixels) e calculada a média para cada 0sso.

Os dados obtidos no osso em valores de cinza foram convertidos em valores
relativos a espessura da escala de aluminio. Para a conversdo, foi realizada a setorizacéo
da curva densitométrica caracteristica. Em cada radiografia, foi estabelecido este setor
por meio da escolha de trés degraus da escala (1 ao 3), cujos respectivos valores de
escala de cinza limitavam a regido de estudo previamente determinada no 0sso. As
médias obtidas nos degraus da escala foram entdo utilizadas para obtencdo de uma
expressao matematica, que melhor se ajustou aos pontos encontrados. Com a equagéo
obtida para cada 0sso, pode-se determinar o valor em milimetros de aluminio (mmAL)
para densidade dssea, e quanto maior o valor obtido, maior a radioatividade, e,

consequentemente, maior a densidade 0ssea.
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Para a medida de forca méxima da quebra do osso, a qual é denominada
resisténcia 0ssea, foram utilizadas tibias esquerdas das mesmas aves in natura. Os 0ss0s
foram posicionados anteroposteriormente, em um texturémetro (modelo TAXT2i), com
uma base que apoia as regides das epifises dsseas, e a aplicacdo da forca de 5mm/s com
carga de 200 kgf se deu na regido central do osso (diéfise) e os valores foram expressos
em quilograma de forca (kgf).

Os mesmos 0ssos utilizados para densitometria 0ssea e que passaram pela analise
de resisténcia, foram utilizados para analise de matéria seca. Os 0ssos foram pesados em
balanca analitica digital. Apos este procedimento, 0s 0ssos foram secos por 72 horas em
estufa de ventilagdo forcada & 105°C. Apos o resfriamento, foram pesados novamente, e
a diferenca entre o0 peso correspondeu ao teor de matéria seca, expresso em
porcentagem, conforme metodologia descrita por (Kim et al., 2004).

Os ossos utilizados para determinacdo da matéria seca foram utilizados para
determinacdo do Ca e fosforo, os mesmos foram calcinados na mufla a 600° C durante 8
h. Ap6s a queima, foram pesadas as cinzas e obteve-se a porcentagem de cinzas com
base na matéria seca. A cinza resultante da queima dos ossos foi utilizada para o
preparo das solugdes minerais através do método descrito por (Silva e Queiroz, 2006).
As determinacdes de fosforo foram realizadas pelo método colorimétrico, com
utilizacdo de solucdo mineral e as determinacbes de Ca foram analisadas por
espectrofotometria.

Para realizacdo da andlise histoldgica do osso, utilizou-se a tibia direita. Apds a
total remocdo do tecido na hora do abate, as tibias foram fixadas em formalina
tamponada 10%. Apos a fixacdo do tecido 0sseo, 0 mesmo foi descalcificado em
solucdo contendo &cido formico e citrato de so6dio, com intuito de evitar a hidrolise e
intumescimento do tecido dsseo. Apos a descalcificacdo, os ossos foram seccionados
verticalmente e a epifise proximal juntamente com parte da diafise foram incluidos em
parafina. Os blocos obtidos foram cortados em micr6tomo rotativo (8 um) e os cortes
corados por método de Hematoxilina-Eosina. De cada 0sso, foram obtidas 2 imagens
digitais (8 por tratamento), proximo ao o0sso cortical da diafise, com camera digital
(Moticam 5MP), acoplada ao microscépio utilizando objetiva de 10x, com o programa
Motic Image Plus versdo 2.0. As imagens foram analisadas para determinar a
porcentagem de 0sso medular por area no software ImageJ versdo 1.47, seguindo 0s

seguintes passos: ImageJ> Adjust>Treshold>Analyse>Set Measuraments>Area
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Fraction>Analyse>Mesure. Os valores foram expressos em porcentagem da area
analisada (0,932 mm? imagem = 7,456 mm?/osso/ave).

K TN N 5
LA

d

Figura 1: A) Fotografia de corte histolégico da tibia de frangas com 18 semanas em
que a area de 0sso medular (0sso) € distinta da area de medula 6ssea (med). HE, Barra
200 um. B) Imagem binéaria da fotografia a esquerda obtida no programa Image J para

calculo da percentagem de area (area em preto = 0sso medular).

Ao final do periodo experimental (18 semanas), de 1 ave por unidade experimental
(4 aves por tratamento, n = 40) foram colhidos 5 ml de sangue na veia ulnar para
obtencdo do soro. A determinacdo dos niveis séricos de albumina (mg/dL), proteina
total (mg/dL), Ca total (mg/dL), fosfatase alcalina (U/L) e fosforo (mg/dL) foi realizada
através do método enzimaético-calorimétrico (Gold Analisa Diagnoéstica Ltda, Belo
Horizonte - Minas Gerais) e as leituras realizadas em espectrofotometro modelo
BIOPLUS 2000 (Bioplus Ltda), e o Ca ibnico foi obtido através da férmula (Gold
Analisa Diagnéstica Ltda, Belo Horizonte - Minas Gerais):

Calcio Iénico (mg/dL) = (6*C-(((0,19*PT) +A) /3)) /((0,19*PT) +A+6); onde:

C = Calcio sérico (mg/dL);

PT =Proteina total sérica (mg/dL);

A= Albumina sérica (mg/dL).

Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando-se o programa
estatistico SAS Institute Inc. (2011), com nivel de 5% de significancia, para se
descrever a influéncia dos niveis de Ca e de vitamina K na dieta das poedeiras. Os
dados foram analisados por analise de variancia e, quando significativo, foi desdobrado
a interacdo atraves dos modelos estatisticos descritos abaixo:
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yij = 1 + Cj + Kj + CKjj + €ijk;
yij = U + Kj + Ki/Cj + €ijk;
Yijk= bo + b1Ki +b2Ki? + eijk;

Onde:

yijk= valor observado das variaveis estudadas na unidade experimental k submetida
ao nivel i de Calcio, i =1,2 (1= 0,8%; 2= 1,4%) e ao nivel j de vitamina K, j =1,2,3,4,5
(1=0; 2=2; 3=8; 4=16; 5=32 mg/KQ);

| = constante geral;

yij = efeito do nivel i de Célcio (C), i = 1,2 e ao nivel j de vitamina K (K), j =
1,2,3,4,5;

C i= efeito do nivel i de calcio;

Ki = efeito do nivel j de vitamina K;

CKij= interacdo entre o nivel i de C com o nivel j de K;

Kiij /C = efeito do nivel i de K dentro o nivel j de C;

bo= constante;

b1 e by = coeficiente linear e quadratico respectivamente, em funcdo dos niveis de
vitamina K;

eijk = erro experimental.

Resultados e discussao

As aves foram criadas durante o periodo experimental em ambiente distinto do
usual, em gaiolas galvanizadas e ambiente controlado para temperatura e luminosidade.
O consumo de racdo e o peso médio das aves ndo foram afetados pelos tratamentos e
apresentaram valores condizentes com a linhagem de aves utilizadas e com a idade
estudada. O peso médio das aves com 18 semanas foi de 1220g + 36,4 e 0 consumo
médio de racdo nessa idade foi de 63 + 4,7 g.

A analise referente aos niveis séricos de albumina (A), proteinas totais (PT), Ca
total (CT), Ca ibnico (Cl), fosfatase alcalina (FA) e fosforo total (P) estdo na Tab. 2.
Foram observados efeitos significativos da interacdo entre Ca e vitamina K (P < 0,05)
somente para varidvel CT, sendo que as demais varidveis ndo obtiveram diferenca
estatistica (P > 0,05).
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Tabela 2: Analise dos niveis séricos de albumina (A), proteinas totais (PT), Ca total
(CT), Ca ibnico (CI), fosfatase alcalina (FA) e fosforo total (P) em frangas com 18

semanas de idade alimentadas com niveis de célcio e vitamina K.

A(mg/dL)  PT (mgfdL) (mE/EL) (mgC/:j 5 (Sﬁ_) P (mg/dL)
Calcio (%)
0,8 2,15+0,17  4,21+0,46  9,28+0,54  6,11+0,37  249,59+36,21  5,43+0,56
1,4 2,20%0,24 4,38+0,29 9,56+0,78 6,25+0,62  249,31+50,50 5,25+0,42
Vitamina K (mg/kg)
0 2,29+0,12  4,35+0,37  9,09+0,34  587+0,20  277,12+56,30  5,21+0,37
2 2,13+0,14  4,49+0,34  942+0,63 6,18+0,44 226,25+27,50 5,23+0,38
8 2,06+0,13  4,30+0,26  9,5740,52 6,35:0,26  236,04+41,20  5,70+0,76
16 2114024  433+0,39  9,81+1,14 650+0,89  260,44+4697  5,46+0,34
32 2,3+0,26  4,01+0,46  9,224#0,36 599+0,20  247,39+28,52  5,10+0,39
CV% 9,37 8,28 6,96 8,32 17,45 9,51
ANOVA
Calcio NS NS NS NS NS NS
Vitamina K NS NS NS NS NS NS
Calcio vs
Vitamin K NS NS 0,049* NS NS NS

NS — efeito néo significativo; * valor do P.

Com o desdobramento da interacdo (Tab. 3) observa-se que o célcio total teve
comportamento quadratico (P < 0,05), em relacdo aos niveis de vitamina K para o nivel
1,4% de Ca. Ja para o nivel 0,8% de Ca a variavel ndo apresentou diferenca (P > 0,05)
entre os niveis de vitamina K.

Na Fig. 2 esta demonstrado o comportamento da varidvel CT no sangue, sendo que
o nivel mais elevado desta variavel ocorreu com a suplementacdo de 1,4% de Ca e o

nivel de 17,86 mg/Kg de vitamina K na dieta.

Tabela 3: Desdobramento da interacdo para calcio total (mg/dL).

Vitamina K (mg/Kg)

Célcio 0 2 8 16 32 Efeito R?
0,8 9,19 9,89 9,35 8,90 9,05 NS -
1,4 8,98 8,94 9,79 10,71 9,37 Q 0,6685

NS=Nao significativo; Q= efeito quadratico.
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17,86 mg/Kg

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Vitamina K (mg/Kg)

Figura 2: Comportamento da varidvel CT, em relacdo aos niveis de vitamina K

dentro do nivel de calcio de 1,4%.

O mecanismo de absorcdo de Ca é muito complexo, envolvendo uma gama enorme
de fatores como: vitamina D, ATPase, fosfatase alcalina intestinal, fatores que
aumentem ou diminuam a sua solubilidade, proteinas ligadoras de Ca no enterdcito,
proteinas ligadoras de Ca no plasma, entre outros (Grudtner et al., 1997). A vitamina K
é responsavel pela carboxilacdo das proteinas ligadoras de Ca no organismo (Vermeer,
1990; Vermeer et al., 1995; Hamidi et al., 2013). Quando a quantidade de vitamina K
foi aumentada na dieta, provavelmente a quantidade dessas proteinas também
aumentou. Os resultados sugerem que, com niveis elevados de Ca na racdo, esse
aumento de proteinas ligadoras de Ca, tanto no sangue quanto no plasma, elevaram a
absorcdo de Ca, e consequentemente 0s niveis séricos.

ConcentracBes séricas de Ca mais elevadas sugerem uma melhor absor¢do do
mesmo da dieta, e essa elevacdo pode aumentar a taxa de formacdo do 0sso e da casca
do ovo (Gu et al., 2013). O organismo animal possui diferentes mecanismos para a
homeostase do Ca sérico. A elevacdo de Ca sanguineo resulta em secrecdo e liberagdo
calcitonina, hormonio que tem a capacidade de reduzir as concentracfes de Ca no soro
sanguineo, atraves de sua ligacdo com os receptores dos osteoclastos (Silverman, 2003),
resultando, assim, na diminuicdo da reabsorcdo dssea, através da inibicdo da atividade
dos osteoclastos (Chambers and Moore, 1983).

Os dados referentes a qualidade Ossea das aves com 18 semanas de idade,
alimentadas com vitamina K e Ca durante a fase de recria, sdo apresentados na Tab. 4.
Foram observados efeitos da interacdo entre o Ca e a vitamina K para as varidveis
indice de Seedor (IS), % Ca na Tibia(CaT) e % osso medular (OM) (P < 0,05). Ja para
as outras variaveis, forca de quebra do osso (F), matéria seca (MS), cinzas (C), calcio no
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0sso (Ca0) fosforo no osso (PO), relagdo Ca e fésforo (Ca:P) e densitometria 6ssea
(DO), néo se observou efeito da dieta (P > 0,05).

Os dados obtidos no trabalho corroboram com os encontrados por Almeida Paz et
al. (2006; 2009) que, trabalhando com niveis de Ca dietético, ndo encontraram
diferencas significativas nas variaveis indice de Seedor e % Ca na tibia. Neste trabalho,
também ndo foi encontrado efeito isolado dos niveis de Ca, dando énfase & importancia
da suplementacéo dietética de vitamina K.

As variaveis IS, CaT e OM apresentaram comportamento quadratico em relacao
aos niveis de vitamina K, Tab. 5, dentro do nivel de 1,4% de Ca na racdo, enquanto que,
para o nivel de 0,8 de Ca, ndo foi observado efeito da suplementacdo. O comportamento
das variaveis IS, CaT e OM, esta representado na Fig. 3. Nota-se que os valores de
vitamina K, onde as variaveis atingiram o apice, estdo préximos, onde 0s maiores
valores de cada variavel foram encontrados quando se forneceu os niveis de 14,58;

14,48 e 17,85 mg/Kg de vitamina K na rag&o, respectivamente.
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Tabela 4: Anélise da qualidade 6ssea da tibia as 18 semanas em frangas alimentadas com niveis de célcio e vitamina K na fase de

recria.
IS F (Kgf) MS (%) C CaO PO CaP DO (mmAL) OM (%)
(%) (%) (%)
Calcio (%)
0,8 65,76+3,65 20,29+1,91 75,99+2,58 34,70+1,47 16,61+1,16 6,37+0,33 2,61+0,18 1,86+0,13 11,86+1,70
1,4 65,91+3,40 21,20+2,67 76,41+2,26 34,86+1,95 16,52+1,96 6,53+0,56 2,53+0,28 1,88+0,13 12,46+1,99
Vitamina K (mg/kg)
0 65,86+2,50 20,69+2,89 74,82+2,25 34,3441,99 15,36+1,52 6,35+0,57 2,42+0,19 1,88+0,08 11,13+0,90
2 65,96+2,50 20,78+1,75 76,73+1,84 34,91+0,93 17,23+0,93 6,55+0,20 2,63+0,15 1,83+0,10 13,06+2,31
8 65,7545,33 21,55+2,55 76,44+1,79 35,05+1,29 18,40£1,22 6,72+0,72 2,75+0,33 1,91+0,12 11,68+2,05
16 67,63+3,23 20,30+2,53 75,87+2,99 34,97+2,55 15,99+0,79 6,33+0,35 2,52+0,14 1,92+0,14 13,23+1,86
32 63,96+2,90 20,39+2,24 77,13+2,83 34,62+1,70 15,84+1,35 6,30£0,22 2,53+0,23 1,80+0,18 1166+1,26
cv 4,37 11,30 3,08 5,02 6,58 7,52 9,72 7,64 11,79
ANOVA
Célcio NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Vitamina K NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Célcio vs 0,0028* NS NS NS 0,032* NS NS NS 0,0072*
Vitamina K

NS= ndo significativo; *Valor do p.
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Tabela 5: Desdobramento das variaveis IS, CaT (%) e OM (%) em frangas com 18
semanas.
Vitamina K (mg/Kg)
Célcio 0 2 8 16 32 Efeito R2
IS
08 67,27 67,07 61,61 67,94 64,89 NS -
1,4 64,44 64,85 69,90 67,31 63,03 Q 0,77
OM (%)
0,8 11,32 14,02 9,76 11,87 11,09 NS -
1,4 10,74 11,07 14,19 15,95 11,30 Q 0,95
CaT (%)
08 16,11 17,33 17,47 15,72 16,40 NS -
1,4 14,60 17,13 19,32 16,26 15,27 Q 0,64

Indice de Seedor

variaveis IS, caT e OM, de frangas com 18 semanas de idade.

70 q

68 4

66 4

64

62

NS= ndo significativo; Q= efeito quadratico.

Y= -0,0194x%+0,5660x+64,574

R?*=0,773

14,58 (mg/Kg)

20,0 -
195 -
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15, -
1454 ©®
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14,0

Y= -0,00926x%+0,2683x+15,905
R%= 0,640

14,48 (mg/Kg)

Y=-0,0125X3+0,4389X+10,844
R®=0,951

17,65 (mg/kg)

/
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Vitamina K (mg/Kg)

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Vitamina K(mg/Kg)

Figura 3: Efeito dos niveis de vitamina K dentro do nivel 1,4% de calcio, para as

Os resultados observados assemelham-se aos encontrados por (Fleming et al.,

1998, 2003) , que ao trabalharem com vitamina K e calcério, observaram que a
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combinacdo do tratamento resultou em um maior acumulo de osso medular durante o
inicio de postura, sendo que a possivel causa para isso é que o tratamento com vitamina
K tenha prorrogado a formagao estrutural do 0sso, ou inibido a perda de osso medular
durante o inicio da postura.

Trabalhando com aves mais velhas, 67 semanas de idade, Fernandes et al. (2009)
observaram melhora na mineralizagdo 6ssea, com a inclusdo de vitamina K na dieta das
aves e salientaram que, no inicio do periodo de postura, ocorre um saldo negativo de
calcio e que a suplementacdo extra com vitamina K poderia elevar os niveis de
osteocalcina carboxilada, que ligam o Ca a matriz 6ssea. Desta forma, ocorreria uma
melhora na utilizacdo do Ca dietético.

No entanto, resultados nédo significativos a inclusdo de vitamina K séo relatados por
Rennie et al. (1997), que ndo observaram efeitos da inclusdo de vitamina K na melhora
de osso medular. Porém, vale salientar que os autores trabalharam com aves mais
velhas, 68 semanas de idade, e analisaram adig¢do de vitamina K, ndo incluindo nessa
andlise, variacdes de calcio na dieta.

Os resultados analisados sugerem que poedeiras da linhagem Hy-line com 18
semanas em fase de recria provavelmente possuem uma exigéncia maior de Ca na dieta
do que tem sido aplicado comercialmente. Quando o Ca foi aumentado e,
conjuntamente a vitamina K, adicionada em quantidades superiores as recomendadas
rotineiramente (2mg/kg), houve resposta de aumento de osso medular por area, 0 que
reflete melhoria de qualidade 6ssea, e aumento nos niveis circulantes de Ca total.
Apesar de néo ter sido analisada a osteocalcina carboxilada no soro das aves estudadas,
teoriza-se que esta tenha aumentado em funcdo dos efeitos observados, tanto no 0sso .

A osteocalcina € sintetizada pelo osteoblasto na fase de formacédo do osso, durante
0 processo de mineralizacdo, sendo essencial para a formacdo dos cristais de
hidroxiapatita. Ela possui trés residuos de Gla nas posicdes 17, 21 e 24 e uma ponte de
dissulfeto entre os residuos 23 e 29 e sua capacidade de ligacdo ao Ca e dependente da
y-carboxilagdo desses trés residuos, processo dependente da vitamina K (Lee et al.,
2000; Hamidi et al., 2013).

Com a possivel elevacdo dos niveis de osteocalcina carboxilada, decorrente do
aumento dos niveis de vitamina K na dieta, provavelmente ocorreu um aumento na
fixacdo de Ca no 0sso e esse feito deve ter sido mais efetivo quando concomitantemente

foram aumentados os niveis de Ca da dieta. Os resultados sugerem efeitos positivos



33

para qualidade 0ssea quando se consideram niveis superiores de Ca e de vitamina K na

fase de recria, pois ambos apresentam efeito sinérgico sobre a qualidade 6ssea.

Conclusdes

As dietas contendo Ca 1,4% e niveis maiores do que os atualmente recomendados
de vitamina K apresentaram aumento significativa no nivel de Ca total sanguineo, no
indice de Seedor e na % de Ca e de osso medular da tibia, em frangas na fase de recria,

0 que pode auxiliar na manutencao do sistema 0sseo das aves em postura.
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IV- Niveis dietéticos de calcio e vitamina k na fase de recria, sobre o
desempenho, o perfil sérico e a qualidade dssea de poedeiras em

postura até 32 semanas.

Resumo - O efeito da suplementagdo de niveis de célcio (Ca) e de vitamina K na
dieta de poedeiras na fase de recria (13-18 semanas) foi estudado sobre o desempenho
produtivo, o perfil sérico e a qualidade Ossea de poedeiras, na fase de postura (20-32
semanas). Foram utilizadas 80 aves Hy-Line, com idade entre 20 e 32 semanas,
distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial, com
dez tratamentos, quatro repeticbes e duas aves por unidade experimental. Os
tratamentos consistiram em dois niveis de Ca (0,8 e 1,4%) e cinco niveis de vitamina K
(0, 2, 8, 16, 32 mg/Kg) na dieta, fornecidos durante a recria. Durante a fase de postura,
que compreendeu o periodo experimental, as aves receberam dieta comercial para a fase
de postura. Ndo houve efeito dos tratamentos (P > 0,05) fornecidos na recria para as
varidveis de producdo e qualidade de ovos (producdo de ovos, consumo de racdo,
conversdo alimentar, peso do ovo, porcentagem de albimen e casca e espessura de
casca). O soro analisado as 08h00 e 16h00 n&o apresentou efeito dos tratamentos para
0s hiveis séricos de proteinas totais, albumina, fosfatase alcalina, fosforo, calcio e célcio
ibnico. A tibia das aves as 32 semanas foi avaliada e ndo houve efeito dos tratamentos
para resisténcia Gssea, matéria seca, cinzas, fésforo, densidade 6ssea, relacdo Ca e
fésforo, indice de Seedor % e Ca na tibia. A percentagem de 0sso medular na tibia teve
efeito da interacdo (P < 0,05) dos tratamentos na recria. Nas racdes com 1,4% de Ca, a
inclusdo de vitamina K na dieta aumentou a quantidade de osso medular na tibia de
forma quadratica, sendo maior com 6,08 mg/kg de vitamina K. A suplementacdo com
vitamina K, em uma dieta com Ca 1,4% na recria, resulta em poedeiras com maior

proporcao de 0sso medular na tibia durante a fase producao.

Palavras-Chave: tibia, fosfatase alcalina, 0sso medular, aves de postura
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IV - Dietary levels of calcium and vitamin k in the growing phase
on performance, serum profile and bone quality in laying hens until 32

weeks.

Abstract - The effect of calcium ( Ca ) and vitamin K supplementation in the diet
of laying hens in the laying period ( 13-18 weeks ) was studied on productive
performance, serum profile and bone quality of laying hens in the laying phase ( 20 -32
weeks). Eighty Hy- Line birds, aged between 20 and 32 weeks, distributed in a
completely randomized design, in a factorial arrangement with ten treatments and four
replicates of two birds per experimental unit were used. The treatments consisted of two
levels of Ca (0.8 and 1.4 %) and five levels of vitamin K (0, 2, 8, 16, 32 mg / kg) in the
diet provided during the laying period. During the laying phase, which comprised the
experimental period, the birds received a commercial diet. There were no treatment
effects (P > 0.05) provided in the laying period for the variables of production and egg
quality ( egg production, feed intake, feed conversion, egg weight, aloumen and bark
percentage and bark thickness). The serum analyzed at 08h00 and at 16h00 showed no
treatment effect on serum levels of total proteins, albumin, alkaline phosphatase,
phosphorus, calcium and ionized calcium. The tibia of the birds was assessed at 32
weeks and there was no treatment effect on bone strength, dry matter, ash, phosphorus,
bone density, calcium and phosphorus ratio, Seedor index and % of Ca in the tibia. The
percentage of medullary bone in the tibia had a significant interaction (P < 0.05)
between treatments for the laying period. In the diets with 1.4 % of Ca, the inclusion of
vitamin K in the diet increased the amount of medullary bone in the tibia quadratically,
being higher with 6.08 mg / kg of vitamin K. Vitamin K supplementation in a diet with
1.4% Ca during laying period results in layers with a higher proportion of medullary
bone in the tibia during the production phase.

Key words: tibia, alkaline phosphatase, medullary bone, laying hens
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Introducéo

O sistema esquelético dos vertebrados apresenta duas fungdes importantes: suporte
estrutural e reserva metabdlica de minerais. O sistema esquelético das aves, por sua vez,
foi adaptado para o voo, sendo compacto e leve, porém muito forte (Miller e Bowman,
1981). As aves poedeiras apresentam diferentes tipos de 0ssos no esqueleto, sendo que o
mais resistente é 0 0sso cortical. Esse tipo de 0sso tem importante funcédo estrutural e é
0 depodsito mais estavel de Ca no organismo. Dentre os tipos de 0ssos, ele € 0 que
apresenta maior densidade, com cerca de 5 a 10% de porosidade e s&o encontrados nos
eixos dos o0ssos longos, na camada externa ao 0SSO €esponjoso e nas vertebras
(Whitehead e Fleming, 2000).

Outro tipo de osso é o trabecular ou esponjoso, que & composto por um
emaranhado de fibras desuniformes de coldgeno (Whitehead, 2004). Ja o osso medular é
formado nas poedeiras, quando estas atingem a maturidade sexual, através da influéncia
de estrdgenos e androgenos. Este 0sso € mantido a custa do 0sso cortical nas aves em
producdo, em periodos onde ha baixa disponibilidade de Ca (Etches, 1987). Esta
estrutura, Unica em aves e crocodilos, € uma fonte labil de Ca para a formacéo da casca
do ovo e é estabelecido nas superficies de 0ssos estruturais e em espiculas entre as
cavidades medulares, em especial em o0ssos longos (Whitehead, 2004). Durante o
periodo de postura de ovos, a maioria das aves utilizam essa forma dssea como fonte de
Ca labil para formacéo da casca do ovo (Fleming et al., 1998).

No inicio do periodo de postura, o organismo da ave intensifica 0 metabolismo de
reabsorcdo 6ssea, 0 que desencadeia um aumento significativo na mortalidade dessas
aves, e esse aumento na mortalidade pode ter como causa uma ma formacdo 6ssea na
recria (Rath et al., 2000; Whitehead et al., 2004). A formac&o da casca do ovo demanda
uma alta quantidade de Ca durante a vida produtiva e essa demanda pode desencadear o
enfraguecimento progressivo e fratura dos 0ssos, resultantes da osteoporose (Fleming et
al., 2006; Jendral et al., 2008).

Além do Ca, a suplementacdo dietética de vitamina k esta recebendo um enfoque
maior sobre seu papel na qualidade Ossea. A vitamina k age como cofator para
carboxilagdo de residuos especificos de &cido glutamico para formacdo do acido gama

glutamico (Gla), aminoécido presente nos fatores de coagulacdo (fatores 11, VII, IX e X)
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e que também se liga ao Ca, regulando a disposicdo desse elemento na matriz Gssea
(Klack e Carvalho, 2006).

A reposicdo de Ca no o0sso medular é mais eficiente que no osso cortical e, ao
longo do tempo, ocorre fragilidade deste ultimo, levando aos processos conhecidos
como fadiga de gaiola ou osteoporose. Esses efeitos sdo observados em aves em
segundo ciclo, porém a origem pode estar relacionada com o periodo de formacgdo do
0sso na recria (Whitehead, 2004). Diante disso, objetivou-se avaliar o fornecimento de
niveis dietéticos de Ca e vitamina K durante a fase de recria e seu efeito sobre a
qualidade Ossea, parametros sanguineos e desempenho produtivo de aves, durante a

postura no periodo da 20% a 32% semana de idade.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no setor de Avicultura da Fazenda Experimental de
Iguatemi (FEI) da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Foram utilizadas 80
poedeiras Hy-Line, com idade de 20 semanas, distribuidas em um delineamento
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x5, totalizando 10 tratamentos, com 4
repeticdes e 2 aves por unidade experimental. O experimento foi aprovado pelo Comité
de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentaco da Universidade Estadual de
Maringa, sob 0 nimero de protocolo 116/2012.

Os tratamentos consistiam em dois niveis de Ca (0,8 e 1,4%), seguindo a
recomendacdo de (Rostagno et al., 2011) e do manual da linhagem Hy-Line W-36 de
2011, respectivamente, e cinco niveis de suplementacdo de vitamina K (0, 2, 8, 16, 32
mg/Kg) na dieta Tab. 6. Estas ragGes foram fornecidas durante a fase de recria (13-18
semanas).

Na sequéncia, as aves foram transferidas para o galpdo de postura, de acordo com o
tratamento fornecido na recria, onde receberam todas a mesma ragéo. O experimento foi
desenvolvido por um periodo de 12 semanas (20-32semanas), totalizando 3 ciclos de 28
dias. As aves foram alojadas em gaiolas de arame galvanizado, medindo 25 x 45 cm
cada, com duas aves em cada gaiola, totalizando oito aves por tratamento. Foi utilizado
um galpdo convencional de postura, com cobertura de telhas de barro e telas nas
laterais. O alimento e a agua foram fornecidos ad libitum e o programa de iluminacao

adotado foi de 17 horas de luz (natural + artificial).
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A racdo experimental fornecida na fase de postura foi formulada de acordo com as
exigéncias e a composi¢do dos alimentos, segundo as recomendacfes de (Rostagno et
al., 2011). A composicdo percentual e calculada da ragdo experimental encontra-se na
Tab.6.

Tabela 6: Composicdo percentual e calculada da racdo experimental durante a

recria (13 a 18 sem) e de postura (20 a 32 sem).

Recria Postura
Ingredientes (%) 0,8% Calcio  1,4% Calcio
Milho 74,05 73,51 61,20
Farelo de soja (45%) 15,64 16,44 23,44
Farelo de trigo 6,61 4,67 -
Oleo de soja 0,500 0,500 2,59
Calcario calcitico 1,25 2,91 10,46
Fosfato bicalcico 1,15 1,17 1,570
Sal comum 0,450 0,450 0,340
Premix Min.-Vit 0,250t 0,250! 0,25022
DI- Metionina - - 0,140
Antioxidante? - - 0,010
Inerte 0,100 0,100 -
Total 100 100 100
Valores calculados
EM (kcal/kg) 2900 2900 2880
Proteina bruta (%) 14 14 16
Calcio (%) 0,80 1,400 4,400
Fosforo disponivel (%) 0,310 0,310 0,380
Lisina digestivel (%) 0,574 0,584 0,813
Metionina + Cistina digestivel (%) 0,417 0,417 0,669
Treonina digestivel (%) 0,469 0,473 0,626
Triptofano (%) - - 0,190
Sadio 0,198 0,198 -
Potassio 0,550 0,553 -

! Suplemento mineral e vitaminico — Nucleopar Nutricdo Animal Ltda (Contetdo por kg de premix): Vit. A 3200 Ul/g; Vit E 4800
Ul/g; Vit D3 640 Ul/g; Vit K3 Omg; Vit B1 400 mg; Vit B12 4000 ug; Vit B2 1200 mg; Vit B6 800 mg; Ac. Félico 200 mg; Biotina
20 mg; Colina 140 g; Ac. Pantoténico 4000 mg; Metionina 320 g; Niacina 10 g; Ferro 20 g; lodo 400 mg; Selénio 100 mg; Cobalto
80 mg; Antioxidante 4000 mg.

2Suplemento mineral e vitaminico — Nucleopar Nutrigdo Animal Ltda (Conteddo por kg de premix): Vit. A 2.550 Ul/g; Vit E
2.083,33 mg; Vit D3 500 Ul/g; Vit K3 650 mg; Vit B1 408,33 mg; Vit B12 2.500 pg; Vit B2 1.000 mg; Vit B6 4125 mg; Ac.
Félico 66,67 mg; Biotina 8,33 mg; Colina 70.000 mg; Ac. Pantoténico 2.375 mg; Metionina 226.875 mg; Niacina 5.308,33 mg;
Ferro 12.500 mg; lodo 258,33 mg; Selénio 75 mg; Cobalto 83,33 mg; Antioxidante 1.250 mg.

3 BHT (Butil Hidroxi Tolueno).

O consumo de racdo foi controlado a cada ciclo de 28 dias, e foi obtido pela
diferenca entre a ragdo fornecida e a sobra ao final de cada ciclo, dividindo-se pelo
numero de aves de cada unidade experimental.

Ao final do periodo experimental (32 semanas), foram coletados sangue em dois
horarios diferentes: as 08h00 horas da manh& (periodo de ovulacao) e as 16h00 da tarde

(periodo de deposicgdo de casca de ovo).



41

Foram utilizadas 1 ave por unidade experimental, 4 aves por tratamento e 40 aves
no total. Foram colhidos 5 ml de sangue, por meio da veia ulnar, e ap6s procedeu-se
com a obtencdo do soro. O soro obtido foi colocado em tubos identificados e
armazenados em freezer (-18) para posterior analises.

A determinacéo dos niveis séricos de albumina (mg/dL), proteina total (mg/dL), Ca
total (mg/dL), fosfatase alcalina (U/L) e fosforo (mg/dL) foi realizada através do
método enzimaético-calorimétrico (Gold Analisa Diagnostica Ltda, Belo Horizonte -
Minas Gerais) e as leituras realizadas em espectrofotdbmetro modelo BIOPLUS 2000
(Bioplus Ltda), e o Ca idnico foi obtido através da férmula (Gold Analisa Diagndstica
Ltda, Belo Horizonte - Minas Gerais):

Calcio Iénico (mg/dL) = (6*C-(((0,19*PT) +A) /3)) /((0,19*PT) +A+6); onde:

C = Célcio sérico (mg/dL);

PT =Proteina total sérica (mg/dL);

A= Albumina sérica (mg/dL).

Com 32 semanas de idade, uma ave por repeticdo (4 aves de cada tratamento,
n=40) foram sacrificadas por eletronarcose, seguida de deslocamento cervical, para
obtencdo dos ossos (tibia). Os ossos esquerdos foram utilizados na determinagdo da
densitometria, resisténcia 6ssea e composicao mineral. Os mesmos foram medidos, com
auxilio de um paquimetro digital, para posterior calculo do Indice de Seedor (Seedor et
al., 1991). De acordo com a seguinte férmula:

Indice de Seedor = peso do 0sso (mg) / comprimento do 0sso (mm).

As tibias esquerdas foram utilizadas para determinacdo da densitometria Gssea
radiografica (densidade mineral éssea), que foi realizada na Clinica de Odontologia do
Hospital Universitario de Maringa. Os 0ssos in natura, descongelados e dissecados,
foram colocados sobre filme radiografico (Kodak Intraoral E-Speed Film, size 2, tipo
periapical), paralelos a um penetrdmetro de aluminio com 10 degraus de tamanhos
diferentes. Os ossos foram radiografados com aparelho de raios-x odontoldgico
DabiAtlante®, modelo Spectro 70X eletronic (DabiAtlante, Ribeirdo Preto, Brasil),
operando a 70 kVp, 8 mA, utilizando com tempo de exposic¢do de 0,2 segundos, com 0
feixe de raios X incidindo perpendicularmente em relagdo ao filme, com uma distancia
foco-filme de 10 cm. Os filmes radiograficos foram revelados em processadora
automatica Revel Industria e Comércio de 43 equipamentos Ltda., com tempo de
trabalho de 150 segundos, operando com solucbes da Kodak RP X-Omat. As

radiografias foram digitalizadas no programa Image Tool® (versdo 3.0, University of
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Texas Health Science Center at San Antonio, UTHSCSA, EUA,
ftp://maxrad6.uthscsa.edu/) e gravadas em arquivos com extenséo JPG.

As imagens digitais obtidas foram analisadas em cinco pontos, através do método
de histograma no programa “Adobe Photoshop CS6”. As imagens em escala de tons de
cinza foram avaliadas no histograma em 5 areas centrais da diafise da tibia, com
tamanho fixo (15 x 15 pixels) e destas foram obtidos a média para cada 0sso.

Os dados obtidos no osso em valores de cinza foram convertidos em valores
relativos a espessura da escala de aluminio. Para a converséo, foi realizada a setorizacao
da curva densitométrica caracteristica. Em cada radiografia, foi estabelecido este setor
por meio da escolha de trés degraus da escala (1 ao 3), cujos respectivos valores de
escala de cinza limitavam a regido de estudo previamente determinada no 0sso. As
médias obtidas nos degraus da escala foram entdo utilizados para obtencdo de uma
expressao matematica, que melhor se ajustou aos pontos encontrados. Com a equacéo
obtida para cada 0sso, pode-se determinar o valor em milimetros de aluminio (mmAL)
para densidade Ossea, e, quanto maior o valor obtido, maior a radioatividade, e,
consequentemente, maior a densidade 0ssea.

Para a medida de forca maxima da quebra do osso, a qual é denominada
resisténcia 6ssea, foram utilizadas tibias esquerdas das mesmas aves in natura. Os 0ss0s
foram posicionados anteroposteriormente, em um texturometro (modelo TAXT2i), com
uma base que apoia as regides das epifises dsseas, e a aplicacdo da forca de 5mm/s com
carga de 200 kgf se deu na regido central do osso (diafise) e os valores foram expressos
em quilograma de forga (kgf).

Os mesmos 0ssos utilizados para densitometria 0ssea e que passaram pela analise
de resisténcia, foram utilizados para inferéncia de matéria seca, pesando-se 0S 0SS0s em
balanca analitica digital. Apds este procedimento, os 0ssos foram secos por 72 horas em
estufa de ventilacdo forcada a 105°C, apds esfriarem foram pesados novamente. A
diferenca entre o peso correspondeu ao teor de matéria seca, expresso em porcentagem,
conforme metodologia descrita por (Kim et al., 2004).

Os ossos utilizados para determinacdo da matéria seca foram utilizados para
determinacdo do Ca e fosforo, os mesmos foram calcinados na mufla a 600° C durante 8
h. Apos a queima, foram pesadas as cinzas e obteve-se a porcentagem de cinzas com
base na matéria seca. A cinza resultante da queima dos ossos foi utilizada para
confec¢do das solugdes minerais através do método descrito por (Silva e Queiroz,

2006). As determinacOes de fésforo foram realizadas pelo método colorimétrico, com
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utilizacdo de solucdo mineral e as determinacbes de Ca foram analisadas por
espectrofotometria.

Para realizacdo da analise histoldgica do osso utilizou-se a tibia direita. Apos a
total remocdo do tecido na hora do abate, as tibias foram fixadas em formalina
tamponada 10%. Apos a fixacdo do tecido 0sseo, 0 mesmo foi descalcificado em
solugdo contendo &cido formico e citrato de sodio, com intuito de evitar a hidrdlise e
intumescimento do tecido 6sseo. Ap6s a descalcificagdo, os 0ssos foram seccionados
verticalmente e a epifise proximal juntamente com parte da diafise foram incluidos em
parafina. Os blocos obtidos foram cortados em micrétomo rotativo (8 um) e os cortes
corados por método de Hematoxilina-Eosina para observacdo do osso medular e
mensuracgéo.

De cada osso, foram obtidas 7 fotos, totalizando 28 fotos por tratamento. As fotos
de todas as aves foram tiradas proximo ao o0sso cortical, da regido do 0sso onde se tem
mais espiculas. As fotos foram obtidas com camera digital (Moticam 5MP), acoplada ao
microscopio utilizando objetiva de 10x, com o programa Motic Image Plus versao 2.0.
As imagens foram analisadas para determinar a porcentagem de 0sso medular. Para isso,
utilizou-se o programa ImageJ versdao 1.47, seguindo o0s seguintes passos: ImageJ>
Adjust>Treshold>Analyse>Set Measuraments>Area Fraction>Analyse>Mesure, 0s
valores foram expressado em porcentagem da area analisada. A area analisada em cada

foto correspondeu a 0,976 mm2, Fig. 4, totalizando uma area de 6,83mm2 por ave.

Figura 4: A) Fotografia de corte histoldgico da tibia de poedeiras com 32 semanas

em que a area de 0sso medular (0sso) € distinta da area de medula 6ssea (med). HE,
Barra 100 um. B) Imagem binéria da fotografia a esquerda obtida no programa Image J

para calculo da percentagem de area. Area (area em preto = 0sso medular).
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Durante o periodo experimental, foram coletados dados de consumo de racéo
(g/avel/dia) e conversdo alimentar (kg de ragdo/duzia de ovos e kg de racdo/kg de ovos)
foram controlados em intervalos de 28 dias. Para o célculo da porcentagem de postura,
os ovos foram coletados e anotados diariamente. Ao final de cada ciclo, de 28 dias, por
trés dias consecutivos, foram coletados todos os ovos integros, para obtencdo do peso
do ovo, peso da casca, espessura da casca e com esses dados foram aferidos os valores
de porcentagem de casca e albumen.

As cascas foram lavadas e secas a temperatura ambiente por 72 horas e, em
seguida, pesadas em balanca de preciséo digital (0,001g). O percentual de casca foi
obtido pela relagcdo do peso das cascas secas com 0 peso dos respectivos ovos. Apos a
pesagem das cascas, efetuou-se a medicdo da espessura com auxilio de um micrémetro
digital (Mitutoyo®) em trés pontos na regido equatorial de cada casca.

Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando-se o programa
estatistico SAS Institute Inc. (2011), com nivel de 5% de significancia, para se
descrever a influéncia dos niveis de Ca e vitamina K na dieta das poedeiras. Os dados
foram analisados por analise de variancia e quando significativo, foi desdobrado a

interacdo através dos modelos estatisticos descritos abaixo:

yij = p+ Ci+ Kj + CKij + eij
Yij = B+ K+ KilCj + eiji;
Yijk= bo + b1Ki +b2Ki? + eijk;

Onde:

yijk= valor observado das varidveis estudadas na unidade experimental k submetida
ao nivel i de Célcio, i = 1,2 (1= 0,8%; 2= 1,4%) e ao nivel j de vitamina K, j =1,2,3,4,5
(1=0; 2=2; 3=8; 4=16; 5=32 mg/KQ);

M = constante geral;

yij = efeito do nivel i de Calcio (C), i = 1,2 e ao nivel j de vitamina K (K), j =
1,2,3,4,5;

C i= efeito do nivel i de calcio;

Ki = efeito do nivel j de vitamina K;

CKij= interacdo entre o nivel i de C com o nivel j de K;

Kiij /C = efeito do nivel i de K dentro o nivel j de C;
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bo= constante;
b1 e by = coeficiente linear e quadratico respectivamente, em funcdo dos niveis de
vitamina K;

eijk = erro experimental.

Resultados e discussao

Poedeiras da linhagem Hy-line foram estudadas durante a fase inicial de postura,
apos terem sido alimentadas durante a fase de recria, entre 13 e 18 semanas, com niveis
de Ca (0,8 e 1,4%) e niveis de vitamina K (0, 2, 8, 16, 32 mg/Kg). Foram analisadas
variaveis de desempenho produtivo, perfil sérico em dois horarios fisiologicos e
qualidade de osso na 32% semana. As varidveis de producdo de ovos (Prod), consumo
médio diario (consumo), conversdo alimentar Kg/Kg (CA Kg/Kg), conversdo alimentar
por duzia de ovo (CA Kg/duz), peso do ovo (Povo), porcentagem de albumen
(Albumen), percentagem de casca (Casca) e espessura da casca nao apresentaram efeito
(P > 0,05) da suplementacéo de vitamina K e de célcio durante a recria, para aves em
postura com 22-32 semanas de idade (Tab. 7).

Os dados produtivos aqui encontrados sdo contrarios aos observados por Fernandes
et al. (2009) em aves Hy-line com idade de 67 semanas, onde foram testados os niveis
de 0, 2, 8 e 32 mg/Kg na dieta, e encontraram efeito da suplementagdo de vitamina K

sobre a producdo, peso do ovo e conversao alimentar das aves.



Tabela 7: Desempenho produtivo de poedeiras entre 20 e 32 semanas de idade, suplementadas com célcio e vitamina K na fase de recria.

Prod Consumo CA CA Povo Alblmen Casca Espessura
(%) (g/dia) (Kg/Kg) (Kg/duz) (9) (%) (%) casca (mm)
Célcio (%)
0,8 75,39+3,70 107,38+5,05 2,43+0,21 1,71+0,13 58,72+2,45 11,46+0,75 9,26+0,67 0,38+0,02
1,4 77,0245,46 107,42+6,19 2,40+0,36 1,68+0,16 58,83+5,25 11,38+0,90 8,67+2,00 0,37+0,01
Vitamina K (mg/kg)
0 77,45+3,41 104,56+4,43 2,28+0,14 1,62+0,11 59,30+2,29 11,50+0,65 9,39+0,74 0,38+0,02
2 75,42+4,19 104,52+5,91 2,51+0,46 1,66+0,08 56,48+7,85 11,96+0,54 9,09+0,39 0,37+0,01
8 78,86+4,78 105,76+7,18 2,25+0,25 1,61+0,17 59,81+1,80 11,66+0,45 9,21+0,61 0,38+0,01
16 74,3615,80 111,45+2,24 2,56+0,19 1,8040,13 58,75+2,41 10,79+0,92 9,17+0,74 0,38+0,02
32 74,92+4,45 110,72+3,01 2,4940,25 1,7740,12 59,55+2,68 11,18+1,03 7,96+3,09 0,36+0,01
CcVv 5,85 4,12 11,13 6,88 7,32 6,91 17,05 5,19
ANOVA
Célcio NS NS NS NS NS NS NS NS
Vitamina K NS NS NS NS NS NS NS NS
Célcio*Vitamina K NS NS NS NS NS NS NS NS

NS=ndo significativo.
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A andlise do perfil sérico de célcio (CaT), fosforo (P), fosfatase alcalina (FA),
calcio ibnico (Cal), proteinas totais (PT) e albumina (Alb) foi realizado as 8h00 e as
16h00, com o objetivo de avaliar essas variaveis em dois momentos fisioldgicos da ave
em postura, antes do inicio da formacédo da casca e durante o processo de formacdo da
casca do ovo no utero. Os dados de perfil sérico das 8h00 das poedeiras estdo descritos
na Tab. 8. Ndo foram observadas diferencas estatisticas (P > 0,05) para as variaveis

analisadas.

Tabela 8: Andlise das variaveis sanguineas de poedeiras com 32 semanas, coletadas

as 08h00, apds a postura.

Alb PT CaT Cal FA P
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (mg/dL)
Calcio (%)
0,8 1,91+0,18 4,52+0,70 13,41+1,88 9,04+1,09 438,21+120,34 4,13+0,86
14 1,59+0,30 3,88+0,60 13,48+2,72 9,60+1,76 340,52+134,78 4,33+1,27
Vitamina K (mg/kg)
0 1,98+0,26  4,83+0,57 15,30+2,50 10,21+1,59 275,88+81,29  4,95+1,13
2 1,66+0,44 3,86+0,85 14,56+1,64 10,29+0,80 416,32+117,58 4,90+0,60
8 1,79+0,17 4,51+0,70 12,37+253 8,48+1,80 409,93+63,88  3,90+1,00
16 1,63+0,31 3,75#0,53 11,81+1,37 8,40+0,97 509,92+125,5  3,75+0,82
32 1,70+0,24 4,07+0,59 13,20+2,04 9,22+1,28 334,78+177,25 3,65%1,28
CV% 13,96 13,27 16,62 15,07 25,70 25,38
ANOVA
Calcio NS NS NS NS NS NS
Vitamina K NS NS NS NS NS NS
Caélcio vs NS NS NS NS NS NS
Vitamina K

NS= Nao significativo.

O mesmo foi observado por (Ghise et al., 2009), que avaliaram 0s parametros
hematoldgicos de aves poedeiras durante as fases de formacdo do ovo e ndo
encontraram diferencas para os niveis de Ca, alegando que, quando as dietas sdo
correspondentes devido a absor¢do intestinal e reabsorcéo 0ssea, 0s niveis séricos de Ca
ndo se alteram, ja os niveis de fosforo se elevaram entre 10 e 12 horas apds a
ovoposic¢ao.

A segunda coleta de soro sanguineo ocorreu as 16h00 e o perfil sérico observado
nas poedeiras esta descrito na Tab. 9. Nao foi observado efeito dos tratamentos (P >
0,05) sobre as variaveis estudadas.
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Tabela 9: Anélise das variaveis de soro sanguineo de poedeiras com 32 semanas,
coletado as 16h00.

Alb PT CaT Cal (mg/dL) FA P (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L)
Célcio (%)
0,8 1,89+0,26  4,81+0,44 15,68+1,43  10,57+0,92 267,22+45,01  4,13+0,52
1,4 1,94+0,21  4,83+0,59 15,58+2,42 10,43+1,62 281,38+77,44  3,86+0,60
Vitamina K (mg/kg)
0 1,88+0,14  5,00+0,68 16,35+2,76  10,97+1,78 324,40+60,09  3,48+0,31
2 1,70+0,26  4,86+0,34  15,02+1,42 10,36+1,09 235,04+46,41  3,94+0,67
8 2,10+0,20  4,81+0,27 15,69+1,66  10,33+1,14 299,43+77,66  4,46+0,43
16 2,03+0,15  4,45+0,53 16,45+1,67 11,00+0,99 276,83+48,34  3,85+0,47
32 1,88+0,21  4,98+0,56 14,62+1,82 9,84+1,32 235,80+29,63  4,25+0,47
CV% 10,41 10,23 10,55 10,64 11,94 10,96
ANOVA
Célcio NS NS NS NS NS NS
Vitamina K NS NS NS NS NS NS
Célcio*Vita NS NS NS NS NS NS
mina K

NS= ndo significativo.

Para a formacdo da casca do ovo, muitas variaveis estdo relacionadas com o
transporte de calcio para o Utero e a contribui¢cdo acumulada de todos esses mecanismos
como a homeostase de Ca, a absor¢do intestinal, a atividade do Utero e a reabsorcao
6ssea sdo muito importantes (Bar, 2009). O transporte de Ca?" pelo Utero varia de
acordo com o ciclo de formacdo da casca do ovo e seu pico se intensifica na segunda
metade do ciclo, mais especificamente na parte da tarde, cerca de 11 a 12 horas apds a
ovulacdo e é finalizada entre 22 e 24 horas ap06s a ovulacdo (Bar, 2009). O horério que
foi coletado o sangue, 16h00, compreende o periodo em que 0 ovo esta comecando a
deposicdo de casca no Utero, aumentando, assim, a necessidade por Ca. O organismo
animal faz uso de varios mecanismos para a homeostase do Ca sérico. Mesmo sob
intensa mobilizacdo de Ca para o Utero, as aves conseguem manter os niveis séricos pela
absorcéo intestinal de Ca da dieta e por mobilizacdo do sistema esquelético.

Na analise de qualidade dssea da tibia em poedeiras com 32 semanas, ndo foram
observados efeitos do tratamento sobre as variaveis: indice de Seedor, resisténcia 0ssea,
matéria seca, cinzas, %Ca no 0sso, fosforo no o0sso, relagdo Ca e fosforo e densidade
Ossea (Tab. 10). No entanto, foram observados efeitos da interacdo entre vitamina K e

Ca, sobre a porcentagem de 0sso medular da tibia (P < 0,05).
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Tabela 10: Analise das varidveis 6sseas de aves com 32 semanas de idade, suplementadas com célcio e vitamina K durante a fase recria.

indice de Resisténcia Mat seca Cinzas Calcio Fésforo Ca:Fos Densidade 6ssea  Osso Medular
Seedor Ossea (Kgf) (%) (%) (%) (%) (mmAL) (%)
Calcio (%)
0,8 65,95+3,86 21,31+2,87 65,56+3,65 45,96+2,40 25,4945,60 8,84+0,60 2,87+0,63 2,32+0,19 10.33+1.35
1,4 66,22+2,81 21,06+1,84 65,48+3,04 45,68+1,58 26,12+2,70 8,93+0,79 2,94+0,36 2,39+0,18 10,47+2,01
Vitamina K (mg/kg)
0 66,71+4,54 20,36+2,00 64,28+4,78 45,73+2,19 24,30+3,32 8,98+0,58 2,71+0,38 2,31+0,16 10,06+1,26
2 67,40+2,78 23,08+2,89 67,34+3,17 45,23+1,66 25,80+3,47 9,01+0,79 2,88+0,47 2,3740,22 10,46+1,63
8 64,50+3,99 20,51+1,65 64,62+2,44 47,51+2,07 27,08+3,22 9,30+0,82 2,92+0,38 2,29+0,18 9,45+0,93
16 66,18+1,33 21,96+2,05 65,83+2,37 45,61+1,77 28,14+1,57 8,56+0,46 3,29+0,24 2,36+0,18 9,73+1,26
32 65,65+3,23 20,01+2,18 65,54+3,19 45,04+1,79 23,71+7,34 8,57+0,61 2,73%0,79 2,43+0,16 12,34+2,02
CcVv 5,45 9,73 5,40 4,05 16,37 8,09 16,52 7,24 11,02
ANOVA
Calcio NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Vitamina K NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Calcio*Vitamina K NS NS NS NS NS NS NS NS 0,001*

NS= néo significativo (P > 0,05). * Valor do P.
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O desdobramento da interacdo para variavel percentagem de osso medular na
di&fise da tibia estd descrita na Tab.11. Observou-se que a maior quantidade de 0sso
medular foi encontrado quando a ave recebeu 1,4% de Ca e 6,08 mg/kg de vitamina K
na racdo durante a fase de recria. Quando se forneceu um nivel mais baixo de Ca, 0,8%,

a vitamina K ndo apresentou efeito sobre o parametro analisado.

Tabela 11: Desdobramento da interacdo entre célcio e vitamina K para

porcentagem de 0sso medular da tibia de poedeiras com 32 semanas.

Vitamina K (mg/Kg)

Ca 0 2 8 16 32 Efeito R2
0,8 10,75 11,11 9,96 9,06 10,52 NS
1,4* 9,54 9,80 9,07 10,23 13,71 Q 0,71

Equacéo da Regresséo
Osso Medular = 9,648 — 0,0789vitK + 0,00648vitK?

NS= Nao significativo; Q= Efeito quadratico.

Trabalhando com a suplementacdo de vitamina K, Fleming et al. (1998)
observaram aumento do volume de osso medular em aves com 25 semanas de idade. O
mesmo grupo de pesquisadores observaram efeitos benéficos da inclusdo de 10 mg/Kg
vitamina K na dieta, em aves com idade de 15, 25 e 70 semanas. Fatores nutricionais
apresentam efeitos amplos sobre as caracteristicas 6sseas. No entanto, essa influéncia no
0ss0 se da em maior quantidade durante a fase de postura, fato esse comprovado com a
elevacdo da densidade 6ssea em aves com 70 semanas de idade, ainda suplementadas
com vitamina K (Fleming et al., 2003).

A vitamina K atua como cofator convertendo residuos de acido glutdmico para
acido carboxi gama glutamico, que liga as proteinas Ca dependentes, auxiliando na
regulacdo do Ca no corpo (Hamidi et al., 2013). Uma melhora na qualidade éssea foi
relatada por Fernandes et al. (2009), que encontrou comportamento quadratico do teor
de cinzas nos 0ssos em relacdo aos niveis de vitamina K na dieta.

Nota-se que o tratamento com vitamina K, em uma dieta contendo 1,4% de Ca
durante a fase de recria, apresenta efeito residual favorecendo uma melhora na
quantidade de osso medular, esse 0sso medular dard um aporte de Ca durante a
formacéo da casca do ovo, evitando ou diminuindo as retiradas de Ca do osso cortical e,
eventualmente, diminuindo a incidéncia de fraturas 6sseas, ou até mesmo reduzindo 0s

indices de osteoporose em aves mais velhas.
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Conclusao

A utilizagdo de uma dieta suplementada com o nivel de 1,4% de Ca e niveis de
vitamina K durante a recria aumentou a quantidade de osso medular na tibia, em

poedeiras com 32 semanas de idade.
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V- CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados obtidos nesse experimento, foi possivel afirmar que a vitamina
K associada a niveis elevados de Ca influenciou na absor¢do do Ca, melhorando a
qualidade 6ssea e melhorando perfil sanguineo em aves com 18 semanas de idade.

Foi observado que o tratamento durante a fase de recria aumentou a quantidade de
0ss0 medular, que se manteve até as 32 semanas de idade, apresentando efeito residual
da utilizacdo da vitamina K durante a fase de postura. No entanto, esse efeito sé foi
constatado quando o nivel de Ca da dieta foi de 1,4%. Para as demais variaveis de
qualidade 6ssea, ndo se observou melhorias da adi¢do de vitamina K.

Os dados permitiram inferir que é necessario aumentar os niveis de vitamina K e
Ca, atualmente utilizados 2mg/kg e 0,8%, respectivamente, nas dietas de frangas na fase
de recria, para obtencdo de melhoria 6ssea que se refletem nas fases de producdo. Esse
ganho em é&rea de 0sso medular se manteve durante a primeira fase de postura, e,
possivelmente, resultou em diminuicdo nos processos de perda de osso cortical para
producdo de casca de ovos. Espera-se que as mesmas aves na segunda fase de postura
tenham tido reducdo em problemas désseos e melhoria de bem estar por reducdo de

problemas de fraturas.



