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Utilizagdo da vitamina D, e seus metabdlitos na alimentagao
de frangos de corte sobre parametros imunolégicos e
morfometria intestinal®
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ABSTRACT.- Guerra A.F.Q.G., Murakami A.E., Santos T.C., Eyng C., Picoli K.P. & Ospina-Rojas
I.C. 2014. [Use of vitamin D, and its metabolites in broiler feed on immunological
parameters and intestinal morphometry.] Utiliza¢do da vitamina D, e seus metabdlitos
na alimentacdo de frangos de corte sobre parametros imunoldgicos e morfometria intes-
tinal. Pesquisa Veterindria Brasileira 34(5):477-484. Departamento de Zootecnia, Univer-
sidade Estadual de Maringa, Av. Colombo 5790, Maringa, PR 87020-900, Brazil. E-mail:
aemurakami@uem.br

The aim of this experiment was to evaluate the effect of different vitamin D metabo-
lites on immune response and intestine morphometry of broiler chickens. We used 952
1-day-old chicks, male Cobb, distributed into a completely randomized design with four
treatments, seven replications and 34 birds each. There were evaluated four different me-
tabolites of vitamin D: D,, 25(0H)D,, 1,25(0H),D, and 1a(OH)D,, providing 2000 and 1600
[U/kg feed of vitamin D in initial and growth period, respectively. The different metabolites
of vitamin D did not affect the relative weight of the organs except for the weight of the
intestine and liver at 21 and 42 days. There was a significant effect (P<0.05) of the different
metabolites of D3 vitamin on the villi length of jejunum and ileum at 7 days, between ani-
mals fed with 1,25(0H),D, and 1«(OH)D, to the jejunum and 1,25(0H),D, and vitamin D,
to the ileum (P<0.05). There were no differences (P>0.05) for weight of lymphoid organs,
cutaneous basophil hypersensitivity reaction, macrophage activity assessment, measure-
ment of nitric oxide and heterophil profile: lymphocyte. The different sources of vitamin
D affect the intestine morphometrics on the villi length in the initial phase, but the effect
was not observed in other phases. The immunological parameters were not affected by
metabolites of vitamin D.

INDEX TERMS: Vitamin D, cholecalciferol, macrophages, intestine, broilers.

RESUMO.- Os efeitos da suplementagdo da vitamina D, e
de seus diferentes metabolitos foram avaliados na respos-
ta imune e na morfometria intestinal de frangos de corte.
Foram utilizados 952 frangos de corte de um dia de idade,
distribuidos em um delineamento inteiramente casualiza-
do, com quatro tratamentos, sete repeti¢cdes e 34 aves por
unidade experimental. Os tratamentos foram constituidos
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por quatros diferentes fontes de vitamina D,: colecalcife-
rol (D,), 25-hidroxicolecalciferol (25(0H)D,), 1,25-dihidro-
xicolecalciferol (1,25(0H),D,) e la-hidroxicolecalciferol
(La(OH)D,). As diferentes fontes foram incluidas na dieta,
fornecendo 2000 e 1600 Ul de vitamina D, nas fases pré-
-inicial, inicial e de crescimento, respectivamente. O peso
relativo do intestino delgado diferiu entre os tratamentos aos
7,21 e 42 dias e o peso relativo do figado somente aos 42 dias
de idade. Os demais 6rgdos e parametros imunoloégicos avalia-
dos (peso dos 6rgaos linféides, reacdo de hipersensibilida-
de cutanea basofilica, avaliacao da atividade de macro6fagos,
dosagem de nitrito e perfil heterofilo: linfocito foram simi-
lares entre os animais alimentados com os diferentes me-
tabolitos. Houve efeito (P<0,05) dos diferentes metabdlitos
da vitamina D, sobre o comprimento dos vilos de jejuno e
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ileo aos sete dias, diferindo entre os animais alimentados
com 1,25(0H),D, e 1a(OH)D, para jejuno e 1,25(0H),D, e
vitamina D, para fleo (P<0,05). Para as demais fases ndo foi
observado influéncia (P>0,05) dos tratamentos. Os para-
metros imunolégicos ndo foram afetados pelos diferentes
metabélitos de vitamina D. Os diferentes metabolitos de vi-
tamina D afetaram positivamente a morfometria intestinal
na altura de vilo na fase inicial, sendo os melhores resul-
tados obtido pelos animais alimentados com 1,25(0H),D,
contudo os parametros imunoldgicos foram similares entre
os metabdlitos estudados.

TERMOS DE INDEXACAO: Vitamina D,, colecalciferol, macréfagos,
intestino, frangos.

INTRODUCAO

A avicultura de corte avancou muito nas ultimas décadas,
melhorando significativamente os principais indices pro-
dutivos, como conversio alimentar, idade ao abate e morta-
lidade. Porém, o melhoramento genético, para melhoria do
desempenho, pode ter prejudicado o sistema imunolégico
do animal (Cheema et al. 2003). Assim, a suplementacdo
de nutrientes adequados na ragao, principalmente aque-
les com a¢do imunomoduladora, como a vitamina D, é uma
forma de prevenir problemas imunoldgicos e promover a
integridade intestinal.

A vitamina D é uma vitamina lipossoluvel que pode ser
encontrada na forma de ergocalciferol (vitamina D,) ou de
colecalciferol (vitamina D,). A estrutura quimica entre es-
tas duas formas da vitamina D diferem apenas quanto ao
tamanho das cadeias e sdo formadas no organismo animal
mediante acdo da radiacdo ultravioleta sobre os esterdides,
ergosterodis e 7-dehidrocolesterol (Barros 2010), ou sdo
fornecidas na dieta. As vitaminas D, e D, ndo sdo biologica-
mente ativas, mas sdo convertidas in vivo na forma ativa da
vitamina D, a 1,25- dihidroxicolecalciferol (1,25(OH)2D3),
por duas reac¢des sequenciais de hidroxilacdo (Lesson &
Summers 2001).

0 papel da vitamina D no metabolismo do calcio é muito
bem estudada e sua a¢do na resposta imune tem sido des-
crita pela acdo em mecanismos antiproliferativos, pro-di-
ferenciacdo e imunomodulatérios (Muszkai et al. 2010). A
vitamina D é um potente regulador do sistema imunoldgico
em geral e especificamente das células T. No metabolismo,
o 1,25(0H),D, liga-se ao receptor de vitamina D (VDR) e
juntos regulam a transcri¢ao de diversos genes, o que expli-
ca a presenca de receptores em diversos componentes do
sistema imunolégico, como o timo e as células T, nas quais
01,25(0H),D,age aumentando a produgdo de IL-4 por Th2.
A presenca de VDR em células mononucleares sanguineas
e em células CD4+ Th sugere a influéncia da vitamina D no
sistema imunoldgico. Além disso, o 1,25(0H),D, tem a ca-
pacidade de inibir a producdo de IL-2, IFN-gama, TNF-alfa
e a proliferacdo de células T helper tipo 1 (Th1)1 (Lemire
1995, Deluca & Catorna 2001) e o 1,25(0H),D, possui fun-
¢do de regular os VDR, os quais por sua vez, promovem um
equilibrio entre as células T (Catorna 2006).

A concentragdo de 1,25(0H),D, regula a sintese de po-
liaminas através da acdo de enzimas como a ornitina des-
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carboxilase e a espermidina N-acetiltrasferase. As poliaminas
desempenham um papel importante no crescimento e na
diferenciacdo celular, acelerando a taxa de migracdo de
enterocitos da regido das criptas para as vilosidades intes-
tinais, podendo alterar a morfologia intestinal, o compri-
mento de vilos e das microvilosidades e a composicao das
proteinas na superficie celular (Moruzzi et al. 1982, Kumar
1986, Suda et al. 1990, Drozdowsk & Thomson 2006).

Desta maneira, objetivou-se avaliar os efeitos da utiliza-
¢do de diferentes metabdlitos de vitamina D, em dietas de
frangos de corte sobre a resposta imune e a morfometria da
mucosa intestinal.

MATERIAL E METODOS

0 experimento foi conduzido no setor de avicultura da Fazenda
Experimental de Iguatemi da Universidade Estadual de Maringa,
sob aprovagio do Comité de Etica de animais em experimentagio
- CEEA/UEM (Registro N2034/2011). Foram utilizados 952 pin-
tos de corte, machos, da linhagem comercial “Cobb”, distribuidos
em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos (ra¢des contendo diferentes metabolitos de
vitamina D,), sete repeti¢des e 34 aves por unidade experimental.

Os tratamentos foram constituidos por quatro diferentes fon-
tes de vitamina D: colecalciferol (D,), 25-hidroxicolecalciferol
(25(0H)D,), 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25(0H),D,), e 1a-hi-
droxicolecalciferol (1a(OH)D,). As ragdes foram formuladas a base
de milho e farelo de soja, utilizando os valores de composig¢io qui-
mica dos alimentos e as exigéncias nutricionais para frangos de
corte machos, em cada fase (Quadro 1). As diferentes fontes foram
incluidas na dieta fornecendo 2000 UI de vitamina D,, nas fases
pré-inicial e inicial e 1600 Ul na fase de crescimento, de acordo
com as recomendacdes de Rostagno et al. (2005). O suplemento
vitaminico foi isento de vitamina D,.

Aos 7, 21 e 42 dias de idade, duas aves por unidade experi-
mental foram dessensibilizadas por eletrochoque e sacrificadas
por sangria na veia jugular. Para determinag¢io do peso relativo
dos 6rgios e peso absoluto do intestino delgado foram obtidos
o peso vivo individual e o peso de cada 6rgdos apds dissecagdo:
orgdos linféides (timo, bago e bolsa cloacal), proventriculo, moela,
intestino delgado e grosso, figado e pancreas. O peso dos 6rgdos
foi obtido em balanca de precisdo (0,001g) e o peso relativo de
cada 6rgdo foi obtido pela férmula:

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

Para a determinacdo de titulo de anticorpo contra a doenga de
Newcastle, as aves foram vacinadas contra a doenc¢a de Newcastle
no sétimo dia de idade e realizada a coleta de soro sanguineo de
uma ave por unidade experimental aos 28 dias de idade. A cole-
ta foi realizada por punc¢do da veia jugular ou da veia braquial. A
deteccdo de titulo de anticorpos contra a Doenga Newcastle foi
realizada por kit comercial imunoenzimatico Enzime Linked Im-
munossorbent Assay (ELISA). Os titulos avaliados foram referentes
a resposta vacinal (vacina virus vivo).

Para a determinagdo do perfil hematoldgico, aos 28 e 42 dias
foram colhidas amostras de sangue com anticoagulante (EDTA),
através de puncdo da veia jugular de uma ave por unidade expe-
rimental, sete aves por tratamento. Foram produzidos esfregacos
sanguineos, corados com corante hematolégico de Giensa, em que
foram contadas 100 células da linhagem branca e determinada a
proporcdo entre elas (Charles Noriega 2000).

Atividade fagocitica de macro6fagos. Para avaliagio da ativi-
dade fagocitica de macréfagos foi utilizada uma ave por repeticao,
sete aves por tratamento. As aves foram inoculadas no 389 dia
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Quadro 1. Composic¢do percentual e calculada das ra¢oes
experimentais de 1 a 7 dias, 8 a 21 dias e 22 a 42 dias de idade

Ingredientes (%) 1-7 Dias 8-21 Dias 22-42 Dias
Milho 54,81 58,06 62,74
F. Soja 37,31 34,54 29,06
Fosfato Bicalcico 1,89 1,75 1,54
Calcario 0,84 0,81 0,75
Oleo de soja 2,92 2,96 3,99
Sal comum 0,300 0,300 0,300
DI-metionina 99% 0,356 0,244 0,227
L-lisina 78% 0,341 0,185 0,222
L-treonina 99% 0,134 0,048 0,054
Supl. Min e Vitam.*® 0,400 0,400 0,400
Inerte® 0,700 0,700 0,700
TOTAL 100,00 100,00 100,00
Composigdo calculada

Energia Met. (kcal/kg) 2950 2959 3125
Proteina bruta (%) 22,04 20,79 18,72
Lisina digestivel (%) 1,330 1,146 1,045
Met + Cis digestivel (%) 0,944 0,814 0,753
Triptofano digestivel (%) 0,242 0,228 0,200
Treonina digestivel (%) 0,865 0,746 0,679
Valina digestivel (%) 0,912 0,870 0,781
Arginina digestivel (%) 1,391 1,314 1,156
Célcio (%) 0,939 0,884 0,794
Fésforo disponivel (%) 0,470 0,442 0,396
Sodio (%) 0,138 0,138 0,138
BED¢ 210 200 177

2 Suplemento vitaminico inicial (Contetido por kg de premix): Vit. A =
2.916.667,00 UL; Vit. E = 8.750,00mg; Vit. K3 = 433,333mg; Vit. B1 =
408,333mg; Vit. B2 = 1.333,334mg, Vit. B12 = 4.166,667mcg; Niacina =
8.983,333mg; Acido Pantoténico = 3.166,666mg; Acido Félico = 200,00
mg; Antioxidante = 1450,00; Veiculo g.s.p. = 1.000,00g.

Suplemento vitaminico de crescimento (Contetido por kg de premix): Vit.
A =2.250.000,00 UI; Vit. E = 7.000,0000 mg; Vit. K3 = 455,00mg; Vit. B1
= 343,000mg; Vit. B2 = 1.000,00mg, Vit. B12 = 7.000,00mcg; Niacina =
7.105,00mg; Acido Pantoténico = 2.612,50mg; Acido Félico = 160,00mg;
Antioxidante = 1.200,00; Veiculo g.s.p. = 1.000,00 g.

® Mistura mineral (Contetido por kg de premix): Ferro = 12.600,000mg;
Cobre = 3.072,000mg; lodo = 248,00mg; Zinco = 2.600,000mg; Manga-
nés = 15.004,0000mg; Selénio = 61,2000mg; Cobalto = 50,400mg; Vei-
culo g.s.p. = 1.000,00g.

¢ As vitaminas D3, 25(0H)D3, 1,25(0H)2D3 e 1-AlpHa-D3 foram incluidas
em substituicdo ao inerte: 2000 Ul e 1600, para fase inicial e de cresci-
mento, respectivamente.

4 Balanco Eletrolitico da dieta.

de vida, através de injegdo intra-abdominal de Sephadex G-50®
(Sigma) a 3%, (um mL/100g de peso vivo) (Qureshi et al. 1986,
Konjufca 2004) para migra¢do dos macréfagos para a cavidade
abdominal. Para esse procedimento foram utilizados cateteres
intravasculares G-14. Apds 42 horas, as aves foram submetidas a
atordoamento por eletronarcose e sacrificadas através de deslo-
camento cervical. As aves foram lavadas com detergente neutro e
sanitizadas com alcool 70%, sendo transportadas ao laboratério.
A cavidade abdominal foi lavada com 20 mL de solugdo de tam-
pdo fosfato estéril heparinizado, contendo 0,5 UI/L (Liquemine®
25.000 UI/5mL - Roche) através de uma pequena abertura na
parede e recuperados, aproximadamente, 15 mL de liquido apés
massagem. O liquido recuperado foi imediatamente refrigerado e
centrifugado a 1500 rpm/10 minutos, sendo o “pellet”, ressuspen-
dido em 2 mL de meio RPMI 1640® (Sigma).

Da suspensdo de macréfagos obtida em cada ave, 150 pL foi
colocado em pogos de placas de cultura contendo laminula de 13
mm de didmetro ao fundo, incubados por uma hora em tempera-
tura ambiente para adesdo dos macrdfagos na laminula. As placas

foram lavadas com PBS estéril gelado para remover as células ndo
aderentes e adicionado 150 uL de suspensdo de 3% de eritréci-
tos de carneiros em meio RPMI 1640® (Sigma). As placas foram
incubadas por uma hora em estufa (37°C e 5% de CO,). As lami-
nulas em cada placa foram novamente lavadas com PBS estéril ge-
lado, coradas pelo kit comercial Panético Rapido LB® (Laborclin)
e preparadas sobre laminas histoldgicas utilizando Permount®.
Em cada laminula foram contados 300 macréfagos e verificado o
ntmero de células com hemdcias fagocitadas. A atividade fagoci-
tica (FA) foi calculada pela relagdo entre o nimero de macréfagos
contendo hemacias fagocitadas e o niimero total de macréfagos
contados.

Paralelamente uma segunda amostra de cada ave foi prepa-
rada da mesma para a determinacdo da concentragdo de dxido
nitrico produzida pelos macréfagos aderidos. Nestas amostras, o
sobrenadante foi coletado e congelado a -80°C. A dosagem de ni-
trito foi realizada por meio da reagdo de Griess e posterior leitura
em espectrofotdmetro, com a presenca de um controle positivo e
negativo.

Reacio de hipersensibilidade cutidnea basofilica. A reacdo
de hipersensibilidade cutanea basofilica ou avaliacdo da imunida-
de mediada por células in vivo, foi realizada aos 35 dias de idade,
utilizando uma ave de cada unidade experimental (sete aves por
tratamento) (Corrier & DeLoach 1990). Cada ave foi inoculada
intradermicamente, no espacgo interdigital entre o 32 e 42 dedo
do pé direito com 0,1 mL de uma solugdo fitohemaglutinina PHA-
-M® (1057601 - Invitrogen). Como controle negativo, 0,1 mL de
PBS estéril foi inoculado entre o 32 e 42 dedo do pé esquerdo. O
espessamento da pele, de ambos os pés, foi aferido em milimetros
utilizando um paquimetro digital antes da inoculagdo e 12, 24, 48
e 72 horas apds a inoculagao.

A resposta a fitohemaglutinina é medida pela espessura da
pele apds o tempo de inoculagdo menos a espessura no tempo
zero (antes da inoculagdo). A resposta do controle é medida pela
espessura da pele apds o tempo de inoculagdo (PBS) menos a es-
pessura no tempo zero (antes da inoculagio). O calculo foi realiza-
do segundo Corrier & DeLoach (1990) da seguinte forma: Reacdo
= resposta a fitohemaglutinina - resposta do controle.

Morfometria intestinal. A analise morfométrica da mucosa
intestinal foi realizada aos 7, 21 e 42 dias, utilizando duas aves
por unidade experimental. Os fragmentos do intestino delgado
foram obtidos no duodeno, jenuno e ileo. As amostras foram la-
vadas em solugdo salina, fixados em formol 10% por 24h, desi-
dratadas em uma série de concentragdes crescentes de alcoois,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram feitos cortes
histologicos transversais e semisseriados dos segmentos do intes-
tino, com sete micrometros de espessura e corados pelo método
de Hematoxilina-Eosina. Imagens digitais obtidas em microscépio
de luz foram utilizadas para as mensuragdes em software IMAGE
PROPLUS 4.1, da Midia Cibertecnics. De cada ave e de cada seg-
mento intestinal foram medidos 20 vilos e 20 criptas intestinais.
Arelagdo vilo:cripta foi determinada pela férmula: Altura de vilo/
profundidade de cripta.

Para realizagcdo da andlise estatistica, os dados obtidos de
cada parametro foram desdobrados em polindmios ortogonais de
forma a permitir a anélise de variancia e as médias foram compa-
radas pelo teste de Tukey a 5%, utilizando o programa estatistico
SAEG®(2005).

RESULTADOS

Os valores médios dos pesos relativos dos 6rgaos de fran-
gos de corte alimentados com diferentes fontes de vitamina
D, aos 7, 21 e 42 dias, estao demonstrados no Quadro 2.
Aos 7 dias, as aves alimentadas com o metabélito 25(0H)
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Quadro 2. Médias e erros padrdes dos pesos relativos dos orgaos (%), peso (g)
e comprimento (cm) do intestino delgado de frangos de corte alimentados com
diferentes fontes de vitamina D, aos 7, 21 e 42 dias de idade

D3 25-OHD3 1,25(0H)2D3 10((OH]D3

7 dias CV %
Intestino delgado (g)  10,77+0,25**  10,87+0,49* 10,01+0,34*®  9,35+0,39° 9,71
Intestino delgado (%) 5,83+0,16 5,80+0,21 5,65+0,17 6,02+0,23 8,80
Intestino delgado (cm)  87,57+1,65 84,36+1,51 85,21+2,52 87,93+1,50 5,65
Intestino grosso (%) 1,00+0,04 1,05+0,04 1,03+0,05 1,08+0,03 9,69
Proventriculo (%) 0,85+0,03 0,88+0,02 0,91+0,05 0,94+0,05 11,38
Moela (%) 4,04+0,09 3,90+0,1 4,08+0,21 3,89+0,15 10,32
Pancreas (%) 0,39+0,02 0,39+0,02 0,37+0,03 0,38+0,03 16,94
Figado (%) 3,39+0,22 3,34+0,09 3,20+0,17 3,24+0,14 12,94

21 dias
Intestino delgado (g)  37,26%1,74°® 34,08+0,89® 37,30+0,98% 40,42+1,60° 9,61
Intestino delgado (%)  4,48+0,12% 4,10+0,06" 4,48+0,07 4,87+0,09 * 9,58
Intestino delgado (cm) 132,43+0,98® 123,50+2,00® 128,57+2,58% 132,71+3,07° 4,70
Intestino grosso (%) 0,79+0,02 0,74+0,02 0,80+0,03 0,80+0,03 8,87
Proventriculo (%) 0,59+0,03 0,59+0,01 0,59+0,02 0,59+0,02 9,11
Moela (%) 2,43+0,21 2,51+0,11 2,41+0,12 2,43+0,19 9,64
Péncreas (%) 0,35+0,02 0,33+0,02 0,36+0,01 0,30+0,01 2,60
Figado (%) 2,97+0,14 2,86+0,06 3,08+0,07 2,68+0,13 9,81

42 dias
Intestino delgado (g) 70,81+1,46 76,58+2,31 74,24+2,19 79,56£3,59 8,88
Intestino delgado (%)  2,63%0,11° 2,63%0,06 ° 2,56+0,07 @ 3,06£0,17° 10,77
Intestino delgado (cm) 171,00+4,69  172,71+6,30  169,29+4,84  180,00+6,97 8,82
Intestino grosso (%) 0,50+0,01 0,51+0,03 0,50+0,02 0,53+0,02 10,36
Proventriculo (%) 0,28+0,01 0,32+0,02 0,29+0,0 0,32+0,02 13,66
Moela (%) 1,33+0,11 1,46+0,05 1,35+0,05 1,44+0,05 12,93
Péncreas (%) 0,21+0,01 0,20+0,01 0,20+0,01 0,21+0,03 11,37
Figado (%) 1,93+0,05 1,88+0,05 *® 1,86+0,03 @ 2,10+0,09° 7,99

ab Médias seguidas por letras diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5%.

D, apresentaram maior peso absoluto do intestino delgado
(P<0,05) em relagdo ao grupo 1a(OH)D, no entanto o com-
primento e o peso relativo do intestino delgado no mes-
mo periodo ndo apresentaram diferencas (P>0,05) entre
os metabolitos. Aos 21 dias, os metabolitos apresentaram
efeito inverso com relagdo ao peso absoluto, peso relativo
e comprimento do intestino delgado de modo que o grupo
alimentado com a fonte 1a(OH)D, apresentaram maiores
pesos em relagdo ao 25(0H)D,, porém sem diferengas em
relacdo aos demais tratamentos.

Para peso do figado aos 42 dias, o grupo 1a(OH)D,, apre-
sentou o maior peso (P<0,05) que o grupo 1,25(0H),D,
que ndo se diferenciaram dos demais. As demais variaveis
de peso dos érgdos e visceras nao apresentaram diferen-
¢as (p>0,05) entre os diferentes metabdlitos utilizados nas
dietas.

Aos 7 dias o 1,25(0H),D, proporcionou maior compri-
mento dos vilos que a 1a(OH)D,, no jejuno e que a vitami-
na D, no ileo (Fig.1). Os demais metabdlitos ndo diferiram
(P>0,05) nestes mesmos segmentos. Para as demais idades
o comprimento de vilo, profundidade de cripta e relacdo
vilo:cripta ndo foram influenciados pelos diferentes meta-
bélitos (Quadro 3).

O titulo de anticorpos contra a doenca de Newcastle,
reacao de hipersensibilidade cutanea basofilica, avaliagao
da atividade de macro6fagos, dosagem de nitrito e perfil
eritrdcito: leucdcitos dos animais ndo foram influenciadas
(P>0,05) pelos diferentes metabdlitos da vitamina D, em
nenhum dos periodos avaliados (Quadros 4 e 5).
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Fig.

L o = Y -
1. Parede intestinal do jejuno (A-1,25 e B- 1a(OH)D,)
e do ileo (C-1,25(0H),D, e D-D,), dos frangos de corte que re-
ceberam dietas com diferentes metabélitos da vitamina D,
Hematoxilina-Eosina.
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Quadro 3. Média e erros padrées do comprimento de vilo no duodeno,
jejuno e ileo, em frangos de corte alimentados com diferentes metabdlitos

de vitamina D

Comprimento de vilo (um)

481

D3 25-0OHD3 1,25(0H)2D3 1a(OH)D3 CV (%)
7 dias
Duodeno 1000,98+55,03 901,46+143,53 1009,91+44,44  823,3375,19 21,68
Jejuno 577,97+45,29ab 597,75+10,75ab  615,78+28,20a 489,83+27,74b 11,98
fleo 395,53+36,35b  461,83+11,71ab  490,91+6,44a  463,44+4,14ab 9,62
21 dias
Duodeno 1248,00£90,38 1367,99+50,52 1326,50+68,50 1369,82+65,50 11,82
Jejuno 832,24+9,97 858,02+53,67 917,41+45,97 938,28+69,44 12,17
fleo 690,25+8370 699,10+58,26 631,68+44,89 629,60+15,13 17,65
42 dias
Duodeno 1867,31£89,72 1882,04+82,74 1979,49+70,00 1985,23+95,87 10,69
Jejuno 1201,02+109,17 1111,81+61,35 1041,75+94,88 1105,48+67,68 20,35
fleo 701,40+20,33 697,02+22,37 798,98+36,52 743,76+27,62 8,38
Profundidade de cripta (um)
7 dias
Duodeno  123,13£7,46 104,94+5,21 118,88+3,03 114,28+1,75 9,53
Jejuno 96,95+14,03 109,12+4,78 99,62+10,54 103,22+6,75 21,22
fleo 93,69+6,06 106,95+3,50 94,85+6,82 92,64+6,29 13,39
21 dias
Duodeno  126,39+4,81 118,63+4,87 126,47+3,34 139,22+5,87 8,67
Jejuno 119,28+8,34 132,97+£7,90 131,36+15,08 132,77+4,61 16,90
fleo 102,45+3,31 111,25+6,52 111,57+2,99 99,62+13,34 8,87
42 dias
Duodeno  220,16+6,88 204,14+9,00 222,09+4,59 216,22+7,17 8,01
Jejuno 140,20+4,25 144,97+7,48 136,13+£7,98 140,90+3,72 11,42
fleo 117,61+6,96 117,38+2,06 133,82+8,8 118,52+3,55 12,95
Relagdo vilo:cripta (um)
7 dias
Duodeno 8,17+0,35 8,47+1,15 8,50+0,33 7,25%0,73 20,70
Jejuno 6,24+0,61 5,53+0,33 6,35+0,41 4,89+0,57 19,15
fleo 4,23+0,34 4,47+0,23 5,28+0,36 5,09+0,33 14,95
21 dias
Duodeno 9,18+1,13 11,57+0,39 10,49+0,45 9,90+0,56 17,06
Jejuno 7,21+0,57 7,35+0,86 7,25+0,72 7,12+0,63 21,83
fleo 6,75+0,83 6,39+0,69 5,65+0,33 6,33+0,14 18,54
42 dias
Duodeno 8,59+0,63 9,39+0,80 8,93+0,38 9,22+0,59 16,90
Jejuno 8,55+0,69 5,79+0,64 6,48+0,38 6,28+0,51 13,18
fleo 5,93+0,38 7,80+0,30 7,54+0,32 8,01+0,14 18,52

(P>0,05) *Teste Tukey 5%.

Quadro 4. Média e erros padroes do peso relativo dos 6rgios
linfoides (%) em frangos de corte alimentados com diferentes
metabélitos da vitamina D

D, 25-OHD* 1,25(0H),D,  1a(OH)D, CV (%)

7 dias
Timo 0,37+0,03 0,39+0,05 0,40+0,04 0,36+0,04 28,72
Bago 0,10+0,01 0,10+0,01 0,09+0,01 0,09+0,01 26,14
Bolsade 0,21+0,01 0,18+0,02 0,17+0,02 0,17£0,01 19,59
Fabricius

21 dias
Timo 0,38+0,03 0,40+0,03 0,39+0,04 0,40+0,03 21,78
Bago 0,12+0,00 0,13+0,01 0,14+0,01 0,11+0,01 18,15
Bolsade 0,25+0,02 0,26+0,03 0,30+0,02 0,26+0,03 19,94
Fabricius

42 dias

Timo 0,34+0,03 0,32+0,02 0,29+0,03 0,32+0,03 23,80
Bago 0,12+0,07 0,11+0,07 0,09+0,07 0,10+0,06 17,38
Bolsade 0,17+0,02 0,16+0,01 0,16+0,01 0,18+0,02 21,60
Fabricius

(P>0,05) *Teste Tukey 5%.

DISCUSSAO

Os resultados sugerem que maiores pesos e comprimento
do intestino delgado podem representar uma maior super-
ficie de absor¢do dos nutrientes, porém aos 42 dias os com-
primentos e pesos absolutos ndo apresentaram diferencas
(P>0,05) entre si para os diferentes metabdlitos. Somente
o peso relativo do intestino delgado foi maior (P<0,05)
para os animais alimentados com 1a(OH)D,, em relacao
aos demais metabdlitos. Considerando que o peso relativo
foi maior, sem alteragdo no peso absoluto e comprimento,
pode-se concluir que o maior peso relativo é devido ao me-
nor peso corporal dos animais alimentados com 1a(OH)
D, O maior peso relativo do figado pode ser explicado tam-
bém pelo menor peso médio dos animais alimentados com
1a(OH)D,

Provavelmente, o aumento das vilosidades intestinais,
aos 7dias, do grupo que recebeu o metabolito 1,25(0H),D,
pode ter ocorrido pelo aumento nos niveis séricos des-
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Quadro 5. Média e erros padrées dos parametros imunolégicos em
frangos de corte alimentados com diferentes metabdlitos de vitamina D

D, 25-OHD,  1,25(0H),D, 1a(OH)D, CV (%)
Titulo de anticorpos contra a doenga de Newcastle
Titulo de 2,48+0,23 2,45+0,20 2,61+0,40 2,56+0,15 25,88
anticorpos
Reacdo interdigital fitohemaglutinina (mm)
12h 0,238+0,059  0,211£0,091 0,253+0,099 0,243+0,187 74,57
24h 0,281+0,040  0,199+0,042 0,257+0,093 0,211+0,106 55,26
48h 0,237+0,038  0,254+0,072 0,360+0,164 0,348+0,076 76,88
72h 0,347+0,089  0,377+£0,120 0,613+0,162 0,624+0,151 60,40
Atividade fagocitica (AF) de macréfagos e dosagem de 6xido nitrico (um/mL)
AF (%) 27,78+1,70 18,01+£2,94  18,72+3,70  23,06%2,49 25,73
Oxido Nitrico  37,86+7,61 68,33+10,36 50,71+11,67 50,67+16,68 48,55
Perfil hematoldgico (%)
28 dias
Linfécito 68,83+1,68 61,90+2,33  59,01+2,14 65,17+3,03 9,55
Heterofilo 29,33+1,56 29,68+2,60 32,35#1,90  27,50£2,84 19,59
Heter: Linfécito 0,46+0,04 0,49+0,06 0,56+0,06 0,44+0,07 31,15
Basofilo 2,17+0,48 1,85+0,55 2,16%0,28 1,33x0,33 57,878
Monécito 2,17+0,60 3,42+0,89 3,86%0,63 3,33+1,09 64,69
Eosinofilo 2,50+0,48 3,14+0,41 2,58+0,57 2,67+0,42 43,74
42 dias

Linfécito 68,94+5,93 62,03+4,08  74,79+2,53  73,25%3,62 15,85
Heterofilo 22,06+4,63 19,90+2,76  14,97+2,12  16,70+2,66 44,24
Heter: Linfécito 0,37+0,12 0,34+0,07 0,21+0,03 0,24+0,04 66,77
Basofilo 1,61+0,41 2,83+0,40 2,57+0,27 1,52+0,51 49,10
Monécito 2,38+0,82 6,06+1,12 5,13+0,53 4,11+1,70 64,04
Eosinofilo 2,81+0,84 3,00+0,27 1,96+0,29 2,51+0,58 52,25

(P>0,05) *Teste Tukey 5%.

te metabdlito, que influenciou a ativacdo de enzimas que
atuam na regulacdo do desenvolvimento da mucosa intes-
tinal. Assim, um aumento nas vilosidades intestinais esta
relacionado a um importante papel da vitamina D no de-
senvolvimento morfoldgico e funcional do intestino (Ding
et al. 2011). Os animais alimentados com 1a(OH)D,, apre-
sentaram intestinos mais pesados, porém menores compri-
mentos de vilos em comparagdo ao 1,25(0H),D,, sugerindo
que o 1,25(0H),D, pode ter acarretado em menor deman-
da energética e maior absor¢do de nutrientes (Chou et al.
2009).

Outro ponto importante é que ao longo de todo o trato
gastrointestinal existem receptores para vitamina D que
sdo de extrema importancia para a absor¢do de calcio e
fosfato, porém estudos sugerem que estes receptores atu-
am também no desenvolvimento da mucosa intestinal. Isto
porque estdo localizadas em concentracdes mais elevadas
proximos a locais em que ocorrem maior diferenciacio e
proliferacdo celular no intestino, sugerindo sua atuagio no
desenvolvimento, integridade, homeostase e saude intesti-
nal (Klasing 2006, Riner et al. 2008, Zanuzzi et al. 2011).
De acordo com McCarthy et al. (1984), este mecanismo se
torna mais evidente quando administrado vitamina D apos
um periodo de deficiéncia, fazendo com que sua acdo acon-
teca rapidamente de forma a reparar os danos causados
pela deficiéncia.

As poliaminas, putrescina, espermidina e espermina,
desempenham diversas fun¢des no metabolismo dos ani-
mais, principalmente na fase inicial, atuando sobre a reno-
vacdo e funcionalidade do trato gastrointestinal e matu-
racdo da mucosa intestinal (Shinki et al. 1985, Deng et al.
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2005). A enzima ornitina descarboxilase converte a putres-
cina em ornitina e a espermidina N-acetiltrasferase, em es-
permidina. Essas enzimas sdo reguladas pelo 1,25(0H),D,,
desta maneira se da a importancia da vitamina D sobre a
morfologia intestinal (Maeda et al. 2002, Ding et al. 2011).
A falta de putrescina induz a redugao no comprimento dos
vilos e inibigdo na absor¢do de calcio em pintinhos com de-
ficiéncia em vitamina D, indicando a relacdo entre a putres-
cina, vitamina D e desenvolvimento da mucosa intestinal
(Shinki et al. 1991).

0 peso relativo dos 6rgaos e os demais parametros imu-
nolégicos nao foram influenciado (p>0,05) pelos diferentes
metabolitos da vitamina D, utilizados. Provavelmente, nes-
tes 6rgaos essas fontes agem de forma semelhante, e o mes-
mo pode-se sugerir para imunidade celular, uma vez que o
timo é um érgdo que possui receptores para vitamina D e
atua principalmente em resposta mediadas por células T e
producdo de IL-4 por células Th2 (Catorna 2006).

0 1,25(0H),D, atua como imunomodulador de células
do sistema imune como: linfécitos, macréfagos, citocinas
e células citotéxicas naturais (natural killer). Grande parte
das células do sistema imune possuem receptores para a
vitamina D, sugerindo a participa¢do desta na regulacdo do
sistema imune (Bertolini & Tzanno-Martins 2000, Chen et
al. 2013), sendo assim, seria esperado que os metabdlitos
atuariam de maneira distinta no sistema imune dos ani-
mais. Porém esse efeito nao foi observado.

As aves sdo capazes de particionar a utilizacao da vi-
tamina D em fun¢do de seu estado de saude, além disso, a
resposta imune primaria é uma resposta fraca. A vitami-
na D favorece o desenvolvimento de células Th2 que in-
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duzem o crescimento e diferenciacio celular e, que conse-
quentemente, induzem a produc¢do de imunoglobulinas.
Dessa maneira, quando houver resposta secundaria, esta
tende a ser mais rdpida com grande producdo de anticor-
pos especificos (Chou et al. 2009). Os resultados corrobo-
ram com Fritts et al. (2002), no qual as fontes de vitamina
D ndo diferiram quanto a resposta mediada por células.

A resposta de hipersensibilidade cutanea basofilica ndo
sofreu influéncia dos diferentes metabélitos da vitamina
D,. Aslam et al. (1998) encontraram uma maxima reag¢ao
basofilica ap6s 20 horas e concluiram que a dieta deficien-
te em vitamina D deprimiu a resposta, sugerindo que esta
pode reduzir a imunocompeténcia mediada por células T
em frangos de corte.

Embora vitamina D, atue como imunomodulador no or-
ganismo, induzindo a fusdo e diferencia¢do de macroéfagos
em decorréncia de um estimulo relacionado a imunidade
mediada por células (Bikle et al. 2008, Mayne et al. 2011),
os resultados para atividade fagocitica e dosagem de nitri-
to, indicativo da atividade dos macré6fagos, ndo diferiram
(p>0,05) com os diferentes metabdlitos. perfil hematolégi-
co também ndo foi influenciado (p>0,05) pelos diferentes
metabolitos da vitamina D,.

Os macrofagos atuam como um mecanismo de defesa
primario do organismo com a fungio de realizar fagocito-
se e secretar citocinas, as quais possuem uma a¢ao muito
importante no mecanismo de regulacio da resposta imu-
noldgica, atuando nos processos inflamatdrios, cicatriza-
¢do, metabolismo dsseo e crescimento animal. Macréfagos
ativados aumentam a secrec¢do de citocinas que estimulam
a producao de reativos de oxigénio, aumentando a produ-
¢do de 6xido nitrico, essenciais para os mecanismos de
defesa dos macréfagos, relacionados a resisténcia a infec-
coes e efeitos citotoxicos e a imunidade inata dos animais
(Galha 2006, Bueno 2006, Xavier et al. 2006, Gertner et al.
2008).

Quanto ao perfil hematolégico, a contagem de células
sanguineas ndo diferiu (P<0,05) entre os metabolitos. Os
valores encontrados sdo semelhantes aos considerados
normais de 60 a 65% de linfdcitos, 25 a 30% de heterdfilos,
2% de eosinofilos, 1,7% de baséfilos e 10% de mondcitos,
com uma relacdo heteréfilo: linfécito préximo a 1:2 (Laga-
naetal. 2005).

CONCLUSOES

Os diferentes metabolitos de vitamina D, afetaram posi-
tivamente a morfometria intestinal na fase inicial, com me-
lhores resultados obtidos pelos animais alimentados com
1,25-dihidroxicolecalciferol.

Os parametros imunolégicos foram similares entre os
metabolitos.
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