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RESUMO

O sucesso da avicultura de corte deve-se em parte a nutricdo, sendo que nas
tltimas décadas, o ganho de peso médio diario aumentou e decorrente a isso
aumentou também a incidéncia de problemas locomotores. A utilizacdo de
vitamina D tem sido amplamente estudada na avicultura, na tentativa de diminuir
0S prejuizos causados por problemas locomotores. A compreensdo dos inUmeros
fatores nutricionais envolvidos no desenvolvimento 6sseo, como deficiéncias de
vitaminas e minerais sdo de suma importancia na ocorréncia de desordens
esqueléticas. A vitamina D3 na avicultura tem sido amplamente utilizada na
diminuicdo da incidéncia de algumas desordens metabdlicas das aves de rapido
crescimento, dentre elas a discondroplasia tibial. Recentes pesquisas tém
apontado exigéncias de vitamina D3 para favorecer o crescimento, aumentar o
conteudo de cinzas dos 0ssos, a quantidade de calcio no sangue, e prevenir 0
raquitismo. Dessa forma, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar
aspectos morfolégicos e histologicos de ossos de frangos de corte e o
desenvolvimento de discondroplasia tibial, suplementados com vitamina D. Foram
utilizados 468 pintos machos de um dia, de trés linhagens comerciais, criados em
baterias metalicas. Distribuidos em delineamento inteiramente casualizado,
alocados em esquema fatorial 3x3 (trés linhagens: Ross, Cobb e Hybro; trés
niveis de inclusdo de vitamina D3 na dieta: 1250UIl D3s/kg sem 25-(OH)D3; 1250Ul
Ds/kg com 69mg 25-(OH)Ds/t e 3000UlI Ds/kg com 69mg 25-(OH)Das/t). As
analises morfolégicas e histolégicas demonstraram que os tratamentos nao
influenciaram o desenvolvimento de discondroplasia tibial, ja que as aves nao
apresentaram este distarbio. Concluiu-se que, mesmo sendo criados em baterias
metalicas, 0s 0ssos de frangos de corte, apresentaram-se dentro dos padrdes de
normalidade, independentemente dos niveis de vitamina D3 na dieta e das
linhagens estudadas.
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EVALUATION OF BONE MORPHOLOGY OF BROILERS SUBMITTED TO A
DIET WITH 25 HYDROXYCHOLECALCIFEROL

ABSTRACT

The success of the poultry industry is due in part to nutrition, and in recent
decades, the average daily weight gain increased and due to this the incidence of
leg weakness. The use of vitamin D has been widely studied in poultry in an
attempt to reduce the damage caused by locomotor problems. Understanding the
numerous nutritional factors involved in bone development, such as deficiencies
of vitamins and minerals, are of paramount importance in the occurrence of
skeletal disorders. Vitamin D3 in poultry has been widely used to decrease the
incidence of certain metabolic disorders of the fast-growing birds, among them the
tibial dyschondroplasia. Recent research has indicated requirements of vitamin D3
for increasing growth, increasing the ash content of bone, the amount of calcium
in the blood, and preventing rickets. Thus, this work was to evaluate
morphological and histological bone of broilers and the development of tibial
dyschondroplasia, supplemented with vitamin D. We used 468 male chicks a day,
three commercial strains reared in cages. Distributed in a completely randomized,
allocated in a factorial 3x3 (three strains: Ross, Cobb and Hybro, three inclusion
levels of vitamin D3 in the diet: 1250UI D3/kg without 25 - (OH) D3; 1250U1 D3/kg
with 69mg 25 - (OH) D3/te 3000IU D3/kg with 69mg 25 - (OH) D3 / t). The
morphological and histological analysis showed that the treatment did not affect
the development of tibial discrondroplasia, since the birds did not have this
disorder. It was concluded that, even being raised in battery cages, bones bones
of broilers were within normal limits, regardless of the levels of vitamin D3 in the
diet and the strains studied.
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INTRODUCAO

Na agropecuaria, a avicultura foi a atividade que mais evoluiu nas ultimas
décadas. Teve como evolugcédo o suporte na melhoria constante no desempenho
das linhagens, pela selecéo artificial e pelo melhoramento nas condigbes de
alimentacdo, manejo, instalacdes, sanidade, processamento e comercializacao.
Segundo MENDES et al. (2010), o Brasil é o terceiro maior produtor mundial e o
primeiro maior exportador de carne de frango. Em termos de competitividade e
qualidade, o pais produz hoje o frango de melhor qualidade e com pre¢co muito
acessivel.

Na producdo avicola, a locomoc¢éao correta dos frangos é essencial, pois
tem um papel central no desempenho produtivo da ave. Associado aos
problemas de locomocao tem-se causas infecciosas e néo infecciosas, que
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afetam a “satde” do membro pélvico das aves (OVIEDO-RONDON, 2009a). As
perdas ndo se resumem ao aumento da mortalidade e triagem na producao, em
virtude das perdas em vida, serem apenas uma pequena parte do impacto
econdmico destes problemas. O aumento das rejeicdes em abatedouro devido a
processos inflamatérios cutdneos e articulares, dermatites quimicas e de
escoriacdes devido ao excesso de decubito, aumento da contaminagdo dos
animais diminuindo a seguranca alimentar e problemas na linha de abate ocupam
a grande fatia nas perdas econémicas causadas pelos problemas de pernas.

Estatisticas atuais sugerem que, rejeicdes totais ou parciais de carcaca,
devido a problemas de perna, aumentam significativamente o custo por
quilograma de peso vivo do frango (OVIEDO-RONDON, 2009b). A compreens&o
dos inumeros fatores nutricionais envolvidos no desenvolvimento ésseo e suas
caracteristicas morfologicas € de suma importancia na ocorréncia de desordens
esqueléticas (DAS et al.,, 2011). Com a selecdo genética voltada para o alto
ganho de peso e elevadas taxas de crescimento, tem-se depositado grandes
cargas sobre 0ssos e articulagdes relativamente imaturos.

Na avicultura industrial, existe uma constante busca de conhecimento das
diferentes patologias e dos procedimentos técnicos para preveni-las ou cura-las,
permitindo viabilizar a intensificacdo da producdo animal. O melhoramento
genético, a compreensdo das necessidades nutricionais, bem como, o
balanceamento das racdes, também sdo fundamentais e tem permitido um
aumento da eficiéncia zootécnica desses animais, sendo assim, 0 sucesso da
avicultura de corte decorre, em grande parte, da nutricdo (TORRES et al., 2009).

O desenvolvimento do tecido 6sseo das aves de rapido crescimento ndo
tem acompanhado os processos fisioldgicos, aumentando a incidéncia de
problemas locomotores, entre eles, a discondroplasia tibial, uma anormalidade
metabdlica causada pela formacdo de massa anormal de cartilagem néo
vascularizada, pouco mineralizada na metafise da extremidade proximal da tibia
(TALATY et al, 2009).

O uso da vitamina D3 na avicultura tem despertado grande interesse dos
pesquisadores nos ultimos anos devido, principalmente, a sua capacidade de
induzir a diferenciacdo de condrdcitos, controle do crescimento 6sseo, prevencgao
do raquitismo e diminuig&do da incidéncia de problemas locomotores.

A literatura relata que a inclusdo de niveis adequados de minerais e
vitaminas na dieta podem diminuir as lesdes locomotoras em aves de producgéo
(ALMEIDA PAZ et al., 2010). Dessa forma, este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a inclusdo de vitamina D na dieta de frangos de corte de 1 a
21 dias de idade e avaliar o aspecto morfologico do desenvolvimento de
discondroplasia tibial, a qualidade 6ssea de frangos de corte suplementados com
vitamina D3 na dieta utilizando-se a histologia e microscopia eletrbnica de
varredura.

MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo foram utilizados 468 pintos machos de trés
linhagens comerciais, criados em baterias metélicas com quatro repeti¢cdes cada,
no periodo de janeiro a junho e aprovado pelo comité de ética de uso animais da
CEUA/UFGD, Protocolo n° 009/2013. Os animais foram distribuidos em
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delineamento inteiramente casualizado, alocados em esquema fatorial 3x3 (trés
linhagens: Ross, Cobb e Hybro; trés niveis de inclusdo de vitamina D: 1250Ul
Ds/kg sem 25-(OH)D3; 1250U1 Ds/kg com 69mg 25-(OH)Ds/t e 3000Ul Ds/kg com
69mg 25-(OH)Ds/t). Aos sete e 14 dias, as aves foram sacrificadas por
deslocamento cervical e aos 21 dias foram insensibilizadas por eletronarcose,
sendo posteriormente abatidas por sangria.

Procedeu-se entdo, a retirada do material para avaliagdo macroscoépica e
andlise histolégica. As tibias direitas foram incisadas com bisturi em cortes
longitudinais, divididas em paquimeros ventral e dorsal, sendo paquimero dorsal
imerso em solugéo fixadora de Bouin, para estudos de morfologia, conforme a
rotina de inclusdo em parafina. Posteriormente, estes foram corados por
hematoxilina-eosina, para a observacdo e descricdo histoldégica dos 0ssos. No
paquimero dorsal das tibias foram realizadas analises histologicas, e nao
apresentaram achados significativos, portanto, para confec¢cdo das imagens de
microscopia eletrénica foram colhidas amostras aleatoriamente. As amostras das
tibias foram processadas para microscopia eletrénica de varredura.

Para a microscopia eletrbnica, os fragmentos 0sseos foram coletados e
acondicionados em frascos, contendo solugéo conservadora de glutaraldeido 4%,
0s quais foram lavados por seis vezes consecutivas em tampéao fosfato 0,1 M, pH
7,2 por 3 horas e entdo poés-fixados em solucédo de tetréxido de 6smio a 2%,
durante 30 minutos, a temperatura de 4°C. Posteriormente, as amostras foram
novamente lavadas com 0 mesmo tampao por seis vezes consecutivas,
desidratadas em concentracfes crescentes de alcool etilico (30, 50, 70, 80, 90 e
100%), 20 minutos em cada concentragdo, sendo que, na ultima, as amostras
foram lavadas por trés vezes consecutivas, 20 minutos em cada lavagem. Depois
de cada desidratacdo, o material passou pela camara de secagem do secador de
ponto critico, mediante a utilizagdo de dioxido de carbono. O material foi entdo
montado em porta objeto apropriado, recoberto com uma camada de 30 nm de
ouro e finalmente elétromicrografado em microscépio eletrénico de varredura
(Modelo Jeol JSM 54 10), operando em 15 KV.

Para as analises histoldgicas, foram colhidas amostras da tibia de uma
ave por repeticdo de tratamento aos 7, 14, e 21 dias de idade. As aves foram
sacrificadas por deslocamento cervical, quando se procedeu a retirada do
material para analises histoldégicas e microscopia eletrbnica de varredura. As
tibias foram removidas e dissecadas, a tibia direita foi imediatamente fixada para
histologia e microscopia eletrbnica. As tibias direitas foram incisadas com bisturi
em cortes longitudinais, divididas em paquimeros ventral e dorsal, sendo o
paquimero ventral imerso em fixador primario de glutaraldeido 2,5% e o
paquimero dorsal imerso em solucdo fixadora de Bouin para estudos de
morfologia. A solucéo fixadora de Bouin foi preparada para que atingisse uma
concentragéo de 2,5% de formol. Para cada 100 ml dessa solugéo, utilizou-se 75
mL de acido picrico, 25 mL de formol a 40% e 5 ml de acido acético glacial. Os
fragmentos 0sseos coletados para analise permaneceram nessa solucdo por 24
horas. Em seguida, foram mantidos em alcool 70%, at¢é o momento do
processamento. O material fixado em solucéo fixadora de Bouin seguiu a rotina
de inclusdo em parafina e corte em micrétomo Spencer de seccdes de 5 um,
onde foram corados por hematoxilina-eosina, para a observagdo e descricdo
histologica dos ossos. As laminas foram analisadas em microscopia oOptica,
obtendo-se imagens das mesmas através do programa Kontron KS 400 3.0 ym
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microscopio Olympus DX 60 acoplado a camara Axio CAN HRc, utilizando o
programa de analise de imagem KONTRON KS 400 Zeiss®.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Independente dos tratamentos estudados nédo houve diferenca (p<0,05)
para as caracteristicas avaliadas. O exame de microscopia eletrbnica de
varredura da extremidade proximal das tibias de aves, suplementadas com 3000
Ul/kg de 25 hidroxicolecalciferol, apresentou tecido ésseo normal e estrutura
trabecular no tecido denso (Figuras 1 A e B).

A

FIGURA 1 - A: eletromicrografia de Varredura, de osso de frango aos 21 dias,
ilustrando tecido 6sseo com a presenca de tecido cartilaginoso (TC)
em sua extremidade. 1.500x. B: eletromicrografia de Varredura, de
osso de frango aos 21 dias, ilustrando a presenca de vaso
sanguineo (VS), demonstrando vascularizagcdo normal, penetrando
na zona de crescimento. 1500x.

As fibras paralelas com intensa concentracdo de tecido cartilaginoso,
identificando a integridade da linha de crescimento, e presenca constante de
vasos sanguineos, confirmam a auséncia de DT, ja que segundo MENDONCA
JUNIOR (2009), as lesdes encontradas na DT sdo avasculares, podendo ser
encontradas algumas areas de necrose.

Os resultados indicam presenca de vasos sanguineos, tecido 0sseo e
cartilaginoso, hipertrofia completa do condrdcitos, que atingiram o tamanho
esperado e nao sofreram mudancas degenerativas, corroborando com os
resultados de KHAN et al. (2010). Entretanto, na presente pesquisa, foi
observada vascularizacdo sanguinea e proliferacdo de tecido cartilaginoso, o que
evidencia a auséncia de discondroplasia tibial, por se tratar der uma massa de
cartilagem avascular (TALATY et al., 2009). Todas as tibias encontraram-se
dentro dos padrdes oOtimos de desenvolvimento. Os resultados dos exames
macroscopicos foram confirmados sob aspecto histoldgico.

Nas Figuras 2 A e B observa-se a formacdo da cartilagem, com
penetracdo vascular, ndo caracterizando a presenca de discondroplasia tibial,
assim como a zona de transicdo e inicio de formacdo do tecido ostedide,
mineralizacdo e zona de transicdo entre cartilagem e 0sso, e um acumulo de
cartilagem avascular, composta de condrécitos ndo maduros, pequenas lacunas
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ovéides e com uma quantidade muito maior de matriz, do que a cartilagem
hipertrofica. De acordo com TAKITA (1998), apud ALMEIDA (2003), a placa de
crescimento foi dividida em zona proliferativa, zona pré- hipertréfica e zona
hipertrofica, sendo-lhe atribuidos os seguintes escores: 0 (zero) - placas de
crescimento normal, com as trés regiées bem distintas; o escore 1 - representou
placas de crescimento com regides de acumulo de condrécitos pré-hipertroficos;
escore 2 - indicou placas de crescimento com uma banda larga e distinta de
condrécitos pré-hipertréficos; no escore 3 - encontram-se as placas de
crescimento que apresentaram mudancas degenerativas nas células.

Essa caracterizacdo de tecido 6sseo normal sem a presenca de lesdes
concernentes a DT, esta de acordo com as afirmacdes de BORGES et al. (2010),
que mostrou uma marcante reducdo da DT em frangos alimentados com
diferentes niveis de 1,25-dihidroxicolicalciferol 1,25(OH)3;D3 revelando que a placa
de crescimento da tibia mostrou acumulos de condrdcitos transicionais, 0 que
confirma a hipétese de que a causa da discondroplasia, seja uma falha na
diferenciacdo de condrécitos. No entanto, muitos autores relatam que a incluséo
de metabdlitos 1-hidroxilados em dietas de frangos de corte é eficiente na
promoc¢do adequada da diferenciacdo de condrdcitos, reduzindo o aparecimento
de disturbios 6sseos (THABET, 2009).

FIGURA 2 — Em A: fotomicrografia de corte transversal da tibia de frango de corte
aos 14 dias de idade, descalcificada e corada pela técnica da
hematoxilina e eosina. Em B: fotomicrografia de corte transversal da
tibia de frango de corte aos 14 dias de idade, descalcificada e
corada pela técnica da hematoxilina e eosina.

CONCLUSOES

A luz da microscopia eletronica e da histologia, verificou-se que, mesmo
sendo criadas em baterias metalicas, as aves tiveram bom desenvolvimento
0sseo, sem apresentar discondroplasia tibial, independentemente dos niveis de
vitamina D3 na dieta e da linhagem estudada, demonstrando que niveis minimos
ja impedem o desenvolvimento de patologias Gsseas.
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