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P-2017/13827

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: Expediente No. NC2017/0007058
Solicitud de patente a nombre de DSM IP ASSETS B.V

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de la sociedad
DSM IP ASSETS B.V, domiciliada en Heerlen, Holanda, solicitante de la patente
de la referencia, en respuesta al oficio No. 689 notificado electronicamente el
23 de enero de 2020, relacionado con los requerimientos de fondo de la solicitud,
atentamente me permito presentar la siguiente informacion:

1. Modificaciones presentadas

El examinador establece que "La modificacion de las reivindicaciones 1-3,
radicada mediante escrito N° NC2017/0007058, del 30 de noviembre de 2018,
no es aceptable porque incluye los rangos de proporciones en que se pueden
usar los componentes de la "combinacion” por cada kilogramo del pienso (Dosis
pag. 6, lineas 15-21); dichas proporciones de cada componente formando parte
de la "combinacién” no habian sido consideradas inicialmente en la descripcion
ni en las reivindicaciones, por lo que se amplia el objeto de la solicitud; ademas,
estos rangos no corresponden a las proporciones de cada componente formando
parte de la "combinacion”, es decir, de 25-OH D3, vitamina E, acido ascorbico y
acido ascorbico. De manera que el capitulo reivindicatorio aportado con el
radicado NC2017/0007058, del 30 de noviembre de 2018 no sera tenido en
cuenta y en su lugar, en el presente examen de patentabilidad, se estudiaran
las reivindicaciones 1 a 4 del radicado N° NC2017/0007058 del 2 de octubre de
2017.”. En este respecto, el solicitante desea manifestar respetuosamente su
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desacuerdo con dicha objecidén ya que, como el examinador lo admite “/os rangos
de proporciones en que se pueden usar los componentes de la “combinacion”
por cada kilogramo del pienso (Dosis pag. 6, lineas 15-21)”, se encuentran
claramente divulgados en la descripcién como fue presentada originalmente. Por
tanto, lo indicado por el examinador “dichas proporciones de cada componente
formando parte de la "combinacion” no habian sido consideradas inicialmente en
la descripcion ni en las reivindicaciones”, no es cierto porque los piensos
preferidos de la presente invencidon se divulgan claramente en la seccidon de
“Dosis” de la Pagina 6, lineas 15 a 54 y Pagina 7, lineas 1 a 28, y adicionalmente
estas caracteristicas fueron incluidas en respuesta a la objecién del Oficio No.
8993 notificado el 24 de julio de 2018, en donde el examinador indicaba "Las
reivindicaciones 1 y 2 no mencionan las proporciones de los componentes de la
combinacion. Se requiere al solicitante incluir dichas proporciones”, con lo cual
se evidencia claramente que dichas caracteristicas fueron incluidas con el fin de
superar la objecién realizada por el examinador y no constituyen una ampliacion
de materia. En este sentido, se solicita amablemente sea retirada dicha objecidn.

2.Reivindicaciones relativas a un uso

Respecto a lo indicado por el examinador, amablemente se informa que dicha
reivindicacién ya habia sido eliminada en las modificaciones presentadas en la
anterior respuesta. Por tanto, se supera dicha objecidn.

3.Modificacion a las Reivindicaciones y Claridad

Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decisién 486 al
solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del
tramite, presento junto con este memorial nuevo capitulo reivindicatorio, el cual
consta de tres (3) reivindicaciones y reemplaza completamente el capitulo
presentado anteriormente. Las modificaciones realizadas se presentan a
continuacion:

3.1 Se ha maodificado la reivindicacion 1, incluyendo la caracteristica "en donde

el pienso mantiene los niveles de beta-estradiol en aves de corral, y prolonga la
vida de puesta, mientras se alimenta ad libitum”, lo cual corresponde a una
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caracteristica funcional del pienso, la cual fue incluida con el fin de definir mas
claramente la materia a proteger y superar las objeciones del examinador.

En cuanto a estas modificaciones, me permito decir que las mismas no amplian
de ninguna manera la materia objeto de la presente solicitud y se realizaron con
el animo de superar las objeciones de claridad y patentabilidad planteadas por
el examinador en su concepto técnico.

En consecuencia, nos permitimos indicar que el presente capitulo reivindicatorio,
que incluye tres (3) reivindicaciones, se ajusta a las disposiciones del articulo 30
de la Decision 486/00.

4. Pago de tasas

En relacidén con el nimero de reivindicaciones, atentamente nos permitimos decir
que no se adjunta tasa por concepto de reivindicaciones adicionales, toda vez
que el nuevo capitulo reivindicatorio tiene un menor niumero de reivindicaciones
a las presentadas anteriormente, y en esencia es el mismo objeto, pero definido
con mayor claridad.

5. Nivel Inventivo

El examinador establece que la reivindicacidén 1 a 3 carecen de nivel inventivo a
la luz de las ensefianzas descritas en los documentos W02014/191153 (D2) y
Guidelines for Optimum Vitamin Nutrition (D3).

A este respecto, me permito decir que el articulo 18 de la Decisidon 486 establece
que “Se considerara que una invencion tiene nivel inventivo, si para una persona
del oficio normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa
invencion no hubiese resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente
del estado de la técnica”.
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Lo anterior significa que el analisis de nivel inventivo NO es una comparacion de
los objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. El analisis de nivel
inventivo debe demostrar la obviedad de la invencién y establecer cémo ésta
no contiene un salto cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en
cuenta que se hace necesario demostrar que la invencion analizada carece de
nivel inventivo y hubiese sido obvia para una persona versada en la materia.

De acuerdo con lo anterior, la solicitante desea manifestar respetuosamente su
desacuerdo, ya que teniendo en cuenta las modificaciones presentadas en el
nuevo capitulo reivindicatorio, se superan las objeciones realizadas, por cuanto
dichas caracteristicas no se encuentran divulgadas en los documentos
citados por el examinador.

Ahora bien, se presentan junto con este memorial los documentos Dietary
Supplementation of 25-Hydroxycholecalciferol Improves Livability In
Broiler Breeder Hens-Ovarian Morphology and Plasma 17-8 Estradiol
Level y Dietary supplementation of 25-hydroxycholecalciferol improves
livability in broiler breeder hens, junto con su traduccién al espafiol, los
cuales contienen datos adicionales sobre los niveles de 17-Beta estradiol y la
viabilidad en gallinas reproductoras de pollos de engorde. Estas son las mismas
condiciones experimentales que se describen en los ejemplos de esta solicitud.
Debe tenerse en cuenta que algunos de estos documentos se publican en
revistas cientificas y algunos se encuentran aln en preparacién para publicacion.

El propdsito de los aditivos para piensos es permitir que las aves de corral sean
alimentadas ad libitum y se mantengan saludables. En general, las aves de corral
comeran continuamente y sufriran los efectos de la obesidad. Un efecto de la
obesidad es afectar negativamente la cantidad de 17 beta estradiol que circula.
Esto reduce la productividad de las gallinas y, por lo tanto, limita su vida util
comercial (asi como su vida bioldgica). En la avicultura comercial, este riesgo se
reduce mediante la alimentacién de solo una cantidad restringida de alimentos
a la bandada. Si bien esto ayuda a mantener sano a toda la bandada, algunos
animales pueden volverse obesos y también ser agresivos con las otras gallinas
de la bandada. Se ha descubierto que la adiciéon de la combinacién reclamada
puede permitir que las aves coman ad libitum (lo que reduce el estrés/agresion

clarkemodet.com



Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia
Clarke + 110221 Bogota, Colombia

T(+57) 1618 10 88
MOdet F (+57) 1 63508 24

en aves individuales), y al mismo tiempo mantenerse tan saludables como las
aves con una dieta restringida, mejorando asi el bienestar animal.

Como puede apreciarse en el documento Dietary Supplementation of 25-
Hydroxycholecalciferol Improves Livability In Broiler Breeder Hens-
Ovarian Morphology and Plasma 17- Estradiol Level se realizan pruebas
a gallinas reproductoras de pollos de engorde de 45 a 55 semanas de edad cmo
se presenta a continuacion:

A las 45 semanas de edad, las aves continuaron con la ingesta de alimento
restringida recomendada (R) o se liberaron para ingesta de alimento ad libitum
(Ad) durante 10 semanas. A las aves se les permitié dieta basal o con un
suplemento adicional que contenia vitamina D (HyD) vy otros
antioxidantes/inflamatorios (Ad+HyD+otros). Durante las 10 semanas, se
registraron la ingesta diaria de alimento y la produccién de huevos y las gallinas
que murieron subitamente se sometieron a necropsia por causa de la mortalidad
dentro de las 24 horas. A la edad de 55 semanas, las gallinas que sobrevivieron
(n =6, 6, 8 para R, Ad y Ad+HyD+otros) se sacrificaron para determinacion de
la concentracion de 17 estradiol en plasma.

Tabla 1. Efecto de la inclusion dietética de vitamina D en combinacién con
antioxidantes sobre la mortalidad, rendimiento reproductivo y fuerza tibial.
Restringido Ad libitum Ad+HyD+otros

(R) (Ad) (n =10)
(n=7) (n =10)
Mortalidad 1/7 4/10 2/10
(muerte/total)
Produccion de huevos 36.8+3.82 17.6+4.2> 28.5+3.62 DE
(huevo/dia/gallina, %) agrupada
6.72
Incidencia ovarica 2/7 6/10 5/10
degenerada
(ovario/total)
Incidencia de 0/7 3/10 1/10

morfologia de tipo
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Modet T

tumor ovarico

(ovario/total)

Nivel de 17B-estradiol 0.78+0.05% 0.34+0.03° 0.61+0.04° DE

en plasma (nmol/mL) agrupada
0.07

Los resultados se expresaron con media £ DEM.

Las medias con letras superindice diferentes dentro del periodo de tratamiento
de la misma fila son significativamente diferentes (P < 0.05).

PE

Morfologia de tipo Morfologia ovarica Morfocogn ovartca
tumoral ovarico degenerada

Efecto de la suplementacion dietética de la mezcla HyD sobre la
morfologia ovarica de gallinas reproductoras de pollos de engorde con
ingesta de alimento restringida o ad libitum.

Ahora bien, en el documento Dietary supplementation of 25-
hydroxycholecalciferol improves livability in broiler breeder hens, se
presenta un estudio que tuvo como objetivo examinar los efectos del 25-
hidroxicolecalciferol (25-OH-D3) sobre el rendimiento reproductivo y Ila
viabilidad en gallinas reproductoras de pollos de engorde. Las gallinas a la edad
de 26 semanas continuaron con raciones restringidas (R) o se les permitio
alimento ad libitum (Ad) hasta las 60 semanas de edad. La ingesta de alimento
AD perjudicé enormemente la produccidn de huevos y la viabilidad de las
gallinas. Se mejoro la tasa de supervivencia en gallinas R y Ad (86.7 vs. 78.9%
y 48.2 vs. 29.1%, respectivamente) al igual que la produccidn de huevos en
gallinas R (P < 0.05) mediante la inclusion de 69 ug de 25-OH-D3/kg
alimentandose de la dieta basal. La muerte subita (SD) fue la causa de la
mortalidad de gallinas; las gallinas murieron antes con un BW (peso corporal)
mas pesado y mayores pesos absolutos y relativos de grasa abdominal que las
gallinas sobrevivientes. Curiosamente, la ingesta de alimento de las gallinas SD
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se volvid menor que el de las gallinas sobrevivientes después de 37 y 42
semanas en los grupos Ad y R, respectivamente, y condujo a una disminucion
progresiva del BW de la gallina SD con una relacién (en relacién con las gallinas
sobrevivientes de la misma edad) equivalia a 1 alrededor de 34 a 38 semanas
en los grupos Ad y 52 a 53 semanas en los grupos R. La suplementacién de 25-
OH-D3 mejord los cambios adversos de la frecuencia cardiaca y respiratoria de
las sobrevivientes de Ad después de 29 semanas (P < 0.05), pero no tuvo
efectos significativos sobre las gallinas SD AD. En contraste con las contrapartes
sobrevivientes, todas las gallinas SD experimentaron frecuencias respiratorias
persistentemente mas altas junto con la disminucion de las frecuencias cardiacas
(P < 0.05), lo que sugiere una funcion cardiaca comprometida como la causa de
la SD, en la cual las gallinas aumentaron la frecuencia cardiaca y respiratoria
para mas suministro de sangre y oxigeno para satisfacer la necesidad de
ganancia de BW y/o adiposidad rapida en respuesta a la ingesta de alimento Ad
o debido a una mejor eficiencia de alimento genéticamente incluso bajo la
ingesta de alimento R. A medida que avanzaban Ilos trastornos
cardiorrespiratorios, la funcion cardiaca comprometida finalmente condujo a
insuficiencia cardiaca y muerte subita a pesar de las reducciones espontaneas
en la ingesta de alimento y la pérdida de BW en todas las gallinas SD. La
provision de 69 ug de 25-OH-D3/kg de alimento es un método efectivo y practico
para mejorar la viabilidad en gallinas reproductoras de pollos de engorde.

Como resultados se obtuvieron que, la ingesta de alimento Ad redujo
notablemente la viabilidad y la suplementacion de las gallinas con 25-OH-D3 y
aumento en gran medida la tasa de supervivencia en los grupos R y Ad (78.9
vs. 86.7% vy 29.1 vs. 48.2%, respectivamente) (Figura 1). La ingesta de
alimento de las gallinas SD y las contrapartes sobrevivientes en los grupos R
divergieron después de 42 semanas y las diferencias fueron aun mayores
después de 52 semanas, de modo que las gallinas SD limitaron voluntariamente
su ingesta de alimento a 110 a 120 g/dia/gallina al final en lugar del nivel
recomendado alrededor de 156 g/dia/gallina (Figura 2, panel A). Después de la
liberacion de la restriccion de alimento, tanto las gallinas SD como las
sobrevivientes de los grupos Ad mostraron un aumento abrupto en la ingesta de
alimento que alcanzé un maximo de 210 a 220 g/dia/gallina dentro de 1 semana
(Figura 2, panel B). Posteriormente, la ingesta de alimento disminuyd
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gradualmente por debajo de los 160 g/dia/gallina recomendados después de las
36 semanas de edad, 10 semanas después de levantar la restriccidén de alimento.
Desde la edad de 45 a 60 semanas, los patrones de ingesta de alimento de las
gallinas sobrevivientes y SD de los grupos Ad divergieron aun mas. La ingesta
de gallinas SD disminuyd a 110 a 130 g/dia/gallina cuando tenia 45 semanas de
edad, después de lo cual la ingesta de alimento de las gallinas sobrevivientes
aumento lentamente a 160 g/dia/gallina a 60 semanas, mientras que la ingesta
de gallinas SD disminuyd a 50 g/dia/gallina. La ingesta de alimento comenzd a
divergir a las 42 semanas y se desvio adicionalmente después de 50 semanas
en grupos R con gallinas R que experimentaron SD consumiendo menos alimento
gue las sobrevivientes.
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Figura 1. Efecto de suplementaciéon dietética de 25-OH-D3 sobre la tasa de
supervivencia de las gallinas reproductoras de pollos de engorde provistas de
ingesta de alimento restringida o ad libitum. Los resultados se expresaron como
un porcentaje de las gallinas sobrevivientes restantes del niumero de gallinas
inicialmente asignadas al grupo. Los valores sobre las barras en el panel
incorporado indican el numero total de gallinas (numerador) que murieron por
muerte subita, siendo el denominador el nimero inicial de gallinas en el grupo.
R; restriccion, Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-hidroxicolecalciferol.
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Figura 2. Efecto de la suplementacion dietética de 25-OH-D3 en la ingesta de
alimento y produccion de huevos de gallinas reproductoras de pollos de engorde
provistas de ingesta de alimento restringida o ad libitum. Los resultados se
separaron en aquellos de las gallinas que sobrevivieron a 60 semanas (para el
grupo R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3, n = 71, 78, 32 y 53 antes de las 29
semanas, n = 67, 74, 28 y 49 durante 30-35 semanas, n = 60, 66, 21 y 41
durante 36-47 semanas, y n = 53, 60, 14 y 35 después de 48 semanas debido
a 3, 7, 7 gallinas muestreadas a las 29, 35 y 45 semanas para recoleccién de
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tejido, respectivamente) etiquetadas como “sobrevivientes”, y las gallinas que
experimentaron muerte subita etiguetadas como “muertas” a lo largo del ensayo
(para grupo R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3, n = 19, 12, 78 y 57,
respectivamente, al comienzo del ensayo). Las muertes en edades posteriores
se pueden calcular al restar los niumeros de muerte del nimero total de gallinas
inicialmente asignadas a los grupos. R; Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-
hidroxicolecalciferol.

La cantidad de huevos puestos durante la prueba de alimento se redujo
significativamente por la ingesta de alimento Ad tanto en gallinas sobrevivientes
como SD (Tabla 1, P < 0.05). La reduccion en el rendimiento total del huevo
debido a la ingesta de alimento Ad fue mas pronunciada en las gallinas que
sobrevivieron hasta las 60 semanas de edad. En estas gallinas, la tasa de
produccion de huevos se redujo en 33 y 37% en gallinas Ad- y Ad+25-OH-D3,
respectivamente (P < 0.05). Entre las gallinas que experimentaron SD, la
produccion de huevos en gallinas R fue aproximadamente un 26% menor que la
de sus contrapartes sobrevivientes, independientemente de la provisiéon de 25-
OH-D3 vy la ingesta de alimento Ad provocd una reduccién adicional, no
significativa, de 8 a 10% en la tasa de produccion de huevos. La suplementacion
con 25-OH-D3 aumentd la tasa de produccion de huevos de la parvada entera
en gallinas R en un 8% (Tabla 1, P < 0.05) debido a los aumentos en las gallinas
SD. Este efecto no se observd en otros grupos de tratamiento. En general, la
suplementacién con 25-OH-D3 aumenté el rendimiento total del huevo al reducir
la mortalidad y aumentar la tasa de puesta de huevos entre las gallinas que
sobrevivieron hasta 60 semanas. En contraste con sus contrapartes
sobrevivientes, las gallinas SD tuvieron una produccién de huevos temprana
pero baja en los grupos R y Ad con una fuerte caida después de 46 semanas en
los grupos R (Suplemento Figura 1, panel Ay B) que condujeron a un promedio
menor de la tasa de produccién de huevos y el rendimiento total de huevos en
los grupos R y el rendimiento total de huevos en los grupos Ad (Tabla 1, P <
0.05).

Tabla 1. Efecto de la suplementacién dietética de 25-OH-D3 sobre la produccién

de huevos de gallinas reproductoras de pollos de engorde provistas de ingesta
de alimento restringida o ad libitum
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Restriccion Restriccion Ad libitum Ad libitum +
+ 25-OH-D3 25-OH-D3

Tasa de produccion de | 51.2 £ 1.7 55.4 £ 1.3+ 36.9 +£ 1.9% 39.3 £ 1.8%
huevos de la parvada
completa (huevos/dia/

gallina, %)
Tasa de produccién de | 56.5 + 1.4 58.1 £ 1.3 37.9 £ 3.0%* 36.3 £ 4.1%*
huevos de

sobrevivientes
(huevos/dia/gallina,
%)

Tasa de produccién de | 40.0 + 4.1% 44.4 + 4.3% 36.8 = 2.5 39.6 = 2.6
huevos de gallinas que
mueren de muerte
subita
(huevos/dia/gallina,
%)

Rendimiento total de | 105.3 £ 4.6 118.3 £ 4.7+ | 47.7 £ 2.7* 52.1 £ 2.9%
huevos de parvada
completa
(huevos/gallina)
Rendimiento total de | 127.5 £ 3.4 133.0 £ 3.7 89.7 £ 3.7%* 86.2 £ 4.7%*
huevos de

sobrevivientes

(huevos/gallina)
Rendimiento total de | 57.9 = 7.7# 57.7 £ 7.5% 44,1 + 3.2*%,# | 45.7 £ 3.3* %
huevos de gallinas que
mueren de muerte
subita (huevos/gallina)

Los resultados se expresaron como media = DEM (para toda la parvada, n = 90,
90, 110 y 110, para gallinas que sobrevivieron a 60 semanas, n = 71, 78, 32y
53, para gallinas que murieron incidentalmente por muerte subita, n = 19, 12,
78 y 57 en el grupo R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3, respectivamente).

*. diferencia significativa por alimento Ad (frente a las gallinas R
correspondientes, P < 0.05).
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+; diferencia significativa por inclusién de 25-OH-D3 (frente a gallinas R o Ad,
correspondientes, P < 0.05).

#; diferencia significativa entre gallinas muertas versus las correspondientes
que sobreviven a 60 semanas (P < 0.05).

R; restriccion, Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-hidroxicolecalciferol.

Adicionalmente y como se aprecia en las Figuras 3 y 4 del documento adjunto,
las gallinas Ad mostraron una ganancia rapida de BW alcanzando 4.6 kg/gallina
a la edad de 38 semanas. El peso corporal disminuyd a 42 semanas, y luego
aumentdé constantemente para alcanzar 5.1 kg/gallina a 60 semanas. En
contraste, las gallinas R mostraron un aumento lento en el peso corporal para
alcanzar 3.9 kg/gallina a 60 semanas (Figura 3, panel A). Entre las gallinas
muestreadas para recolecciones de tejidos, la ingesta de alimento Ad aumento
significativamente el BW y el peso y fraccion de grasa abdominal a las 29, 35y
47 semanas en comparacion con las gallinas R y la inclusion de 25-OH-D3 no
tuvo efectos sobre el peso corporal en ninguna de las gallinas R- o Ad, pero
disminuyeron significativamente el BW y peso y la fraccién de grasa abdominal
a las 35y 47 semanas (P < 0.05; Figura 3, panel B; Figura 4, panel Ay B, parte
derecha) (interaccion de Ad x 25-OH-D3 , P < 0.003). En las gallinas SD, los
grupos Ad tuvieron un mayor promedio de BW y peso y fraccion de grasa
abdominal en comparacion con los grupos R, y la suplementacién con 25-OH-D3
no tuvo efecto en las gallinas R, pero aumentd el BW y disminuyo el peso y
fraccion de grasa abdominal en gallinas Ad (P < 0.05, Figura 3 panel B; Figura
4 panel A y B, parte media) (interaccién de Ad x 25-OH-D3, P < 0.016).

Como puede apreciarse en dicho documento, la ingesta de alimento a voluntad
aumentd la incidencia de SD de gallinas reproductoras en asociacidn con
patogénesis cardiaca en un ensayo de alimentacion de 10 semanas (Chen et al.,
2017a, b). La provision de alimentacién a voluntad indujo un crecimiento
hipertréfico cardiaco en asociacion con inflamacién tisular, lipotoxicidad,
apoptosis celular, fibrosis intersticial y patologias periféricas que incluyen
hipertensidon, afecciones diabéticas, dislipidemia, que conducen a una
patogénesis manifiesta, patrones ECG irregulares y contractilidad comprometida
(Chen et al., 2006; Pan et al., 2012; Chen et al., 2017a, b). Los resultados
actuales son consistentes con estos hallazgos anteriores y mostraron ademas
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que la inclusidn de 25-OH-D3 adicional en la dieta basal rescaté efectivamente
la viabilidad en gallinas Ad y gallinas R durante todo el ciclo de produccién. La
elevacion persistente observada en la frecuencia respiratoria en combinacion con
una disminucion de la frecuencia cardiaca en gallinas SD indica que la funcién
cardiaca comprometida provoco la muerte. Estudios anteriores mostraron que la
vitamina D tenia efectos beneficiosos sobre la salud del corazén, como la
hipertrofia desadaptativa y la disfuncién contractil (Chen et al., 2011; Glenn et
al., 2016; Lee et al., 2015) y sobre las sefales patoldgicas sistémicas, incluida
la hipoxia, hipertensién, obesidad y morbilidades relacionadas (Li et al., 2002;
Cozzolino et al., 2010; Pilzet al., 2010).

Por lo tanto, se propone 25-OH-D3 para mejorar la viabilidad de las gallinas
reproductoras de pollos de engorde a través de sus acciones en el sistema
cardiovascular y las sefales fisioldgicas sistémicas. Se estan realizando mas
estudios sobre los mecanismos de los efectos beneficiosos del 25-OH-D3 sobre
la viabilidad. Sin embargo, estos resultados sugieren que, en ultima instancia,
las gallinas reproductoras de pollos de engorde que sucumben a SD aumentan
sus tasas de corazon y respiracion para mejorar su suministro de oxigeno. Sin
embargo, como la progresion de los trastornos cardiovasculares, la funcion
cardiaca se compromete y finalmente conduce a insuficiencia cardiaca y SD.

La susceptibilidad de los pollos de engorde modernos a la muerte subita se ha
atribuido a una mayor incidencia de ascitis en asociacién con cardiomiopatia
(Wideman et al., 2013). A diferencia de los pollos con ingesta de alimentacién R
(reduccion del 20%) o contrapartes sanas bajo la ingesta Ad, los pollos de
engorde que desarrollaron ascitis se caracterizaron por hipoxia e insuficiencia
cardiaca, como lo demuestra una frecuencia respiratoria mas alta pero latidos
cardiacos mas bajos, relacién de ATP cardiaco/ADP y ATP/CrP (fosfato de
creatina) (Olkowski et al., 2007; Nain et al., 2008). El presente estudio mostro
que las gallinas reproductoras de pollos de engorde con mejor eficiencia
alimenticia, como lo indica un mayor aumento de peso temprano que las
contrapartes sobrevivientes, tenian mas probabilidades de sucumbir a SD que
sus contrapartes menos eficientes. Esta asociacion incluso se encontré entre las
gallinas en los grupos de alimentacién restringida. Parece que, a pesar de
invocar inicialmente cambios compensatorios para aumentar el flujo sanguineo
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y el suministro de oxigeno a los tejidos, las gallinas que experimentan SD
finalmente progresan patoldogica e irreversiblemente, lo que lleva a un
compromiso de la funcidn cardiaca y la muerte. La provisién de alimentacion Ad
exacerba en gran medida la progresion patogénica cardiaca al provocar sefiales
patoldgicas sistémicas y trastornos metabdlicos y la suplementacién con 25-OH-
D3 limita la progresion patogénica al mejorar la obesidad y los trastornos
relacionados. Antes de la muerte, el compromiso cardiaco parece producir
morbilidad que conduce a la anorexia y, por lo tanto, a la pérdida de BW; aunque
el monitoreo conductual de la deambulacién fortaleceria la afirmacién vy
permitiria distinguirla del letargo inducido por hipoxia.

Al igual que las gallinas Ad SD, las gallinas SD de los grupos R murieron con un
BW mas alto (con una relacién de BW decreciente igual a 1 alrededor de 34 a
38 semanas en los grupos Ad y 52 a 53 semanas en las gallinas R) a pesar de
la funcidn cardiaca comprometida a pesar de una tasa de mortalidad mucho
menor. Por lo tanto, vale la pena examinar la interrelacidon entre la ganancia de
BW y la patogénesis cardiaca dentro de la etapa de cria mientras esta bajo la
ingesta de alimento R, asi como el rendimiento de crecimiento de la progenie
producida por las gallinas R antes del ataque por SD. Ademas, puede ser
necesaria una reevaluacién y optimizacion de la asignacion creciente de alimento
para maximizar el rendimiento del huevo durante el inicio de la puesta hasta el
pico para evitar la ganancia rapida de peso corporal y la progresion patogénica
cardiaca, y asi prevenir la SD prematura. En contraste con la curva de
crecimiento estandar recomendada, una leve diferencia de ganancia de BW
(20% mayor o menor) por diferentes asignaciones de alimento durante la cria
hasta la etapa de puesta temprana no tuvo efectos sobre la mortalidad de las
gallinas reproductoras de pollos de engorde antes de la edad de 45 semanas
(Ekmy et al. al., 2012).

Curiosamente, la inclusién adicional de 25-OH-D3 no alteré los niveles
plasmaticos de 25-OH-D3 tanto en la gallina R como en la gallina A. Sin
embargo, el efecto del 25-OH-D3 como agente antiobesidad (Kienreich et al.,
2013) fue pronunciado en las gallinas bajo el consumo de alimento Ad. La
circulacién 1, 25-OH-D3 estd altamente regulada para mantener un nivel
constante, sin embargo, las concentraciones de su precursor, 25-OH-D3,
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fluctan de 10 a 100 ng/ml, aproximadamente, 100 veces mas que 1,25- OH-
D3 (Fullmer, 1990; Pilz et al., 2010). La produccion de 25-OH-D3 a partir del
higado y las acciones in situ, a saber, la conversidon de 25-OH-D3 en 1,250H-D3
bioactivo por CYP27B1 y la activacién de VDR en los tejidos diana explican la
mayoria de los efectos de la vitamina D (Pilz et al., 2010). Por lo tanto, los
efectos in situ de 25-OH-D3 per se necesitan ser evaluados para posibles
acciones que apoyen la mejora de la viabilidad en gallinas reproductoras de
pollos de engorde como se demostré aqui. A pesar de los efectos beneficiosos,
se ha demostrado que la vitamina D3 en exceso ejerce un efecto hipertensivo
nocivo (Bas et al., 2006). El exceso de 25-OH-D3, 80,000 UI/kg de alimento
(2,000 pg/kg de alimento), tuvo efectos negativos y condujo a una mayor
incidencia de arritmia y SD en pollos de engorde en crecimiento (Nain et al.,
2007). Segun los resultados actuales, la formulacion regular con una dieta de
2500 UI de vitamina D/kg en forma de colecalciferol es aparentemente
insuficiente para mantener la salud de las gallinas reproductoras de pollos de
engorde durante la etapa de puesta. El suplemento alimenticio de 69 ug de 25-
OH-D3/kg proporcionaria 414 Ul adicionales de 25-OH-D3 por dia sobre el
colecalciferol de 375 UI (basado en 150 g de ingesta diaria de alimento), por lo
tanto, se concluye como una dosis efectiva y segura para aliviar la patogenia
cardiaca y rescatar la viabilidad en gallinas reproductoras de pollos de engorde.
El estudio informd por primera vez que la inclusion adicional de 25-OH-Ds en la
dieta basal mejora efectivamente la viabilidad tanto en gallinas Ad como en
gallinas R. Las gallinas con una tasa de metabolismo mas alta para la ganancia
de BW y/o adiposidad por la ingesta de alimento o debido a una mejor eficiencia
alimenticia genéticamente desarrollan un compromiso mas rapido de la funcién
cardiaca incluso bajo la ingesta de alimento R, y por lo tanto sufren SD temprana
a pesar de sufrir una pérdida de BW.

De acuerdo con lo anterior y con lo publicado en los documentos adjuntos, se
demuestra el efecto del 25-hidroxicolecalciferol (25-OH-D3) sobre el
rendimiento reproductivo y la viabilidad en gallinas reproductoras de
pollos de engorde, con lo cual se superas claramente las objeciones emitidas
por el examinador.
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De esta forma, teniendo en cuenta que los documentos D2 y D3 no mencionan,
describen o sugieren, en forma individual o en combinacién, todas las
caracteristicas técnicas reclamadas en el capitulo reivindicatorio presentado,
dichas reivindicaciones son novedosas, e inventivas sobre el estado del

arte.

En este sentido, y siguiendo el Manual Andino de Patentes, la presente invencion
tal y como se encuentra definida en las reivindicaciones 1 a 3, tiene diferencias
con el estado del arte e implicé un nivel inventivo durante su desarrollo, por lo
cual debe ser considerada como novedosa e inventiva segun las disposiciones
de los articulos 16 y 18 de la Decisién 486.

6. Conclusion

Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados puede
concluirse que:

i) La presente solicitud es clara, concisa y esta debidamente soportada en
la descripcién, cumpliendo con los requerimientos del Articulo 30 de la
Decision 486; vy

i) Las reivindicaciones actuales son patentables sobre D2 y D3,
cumpliendo asi con los requerimientos del Articulo 18 de la Decision
486.

Por tanto, atentamente me permito solicitar a ese Despacho otorgar el privilegio
de patente solicitado a la solicitud en estudio, toda vez que cumple a cabalidad
con los requerimientos de la Decisidon 486/00.

En consecuencia, solicitamos a ese Despacho pronunciarse en relacién con todos
los argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicaciéon al
principio del debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucion
Nacional.
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7. Anexos

- Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por 3 reivindicaciones.

- Dietary Supplementation of 25-Hydroxycholecalciferol Improves Livability
In Broiler Breeder Hens-Ovarian Morphology and Plasma 17-B Estradiol
Level.

- Dietary supplementation of 25-hydroxycholecalciferol improves livability
in broiler breeder hens.

Sefora Directora,

CCAQCQL)I%%S AZA MAONTALVO

C.C. 66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 CSJ

notificaciones@clarkemodet.com.co
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS

1. Una combinacion que comprende:

- 25-Hidroxi vitamina D en una cantidad de 35-150 pg/kg de pienso,

- &cido ascorbico en una cantidad de 40-400 mg/kg de pienso,

- Vitamina E en una cantidad de 40-400 mg/kg de pienso, y

- Cantaxantina en una cantidad de 1-15 mg/kg de pienso

en donde el pienso mantiene los niveles de beta-estradiol en aves de corral, y

prolonga la vida de puesta, mientras se alimenta ad libitum.

2. Una combinaciéon de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende ademas
al menos un ingrediente bioactivo seleccionado del grupo que consiste en
Vitamina D, Vitamina B2, Vitamina B6, niacina, Acido Pantoténico, Acido Félico,

Biotina, Zinc, Cobre, Manganeso y Selenio.

3. Un pienso o premezcla que comprende una combinacidon de acuerdo con la

reivindicacion 1 o 2.
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Dietary Supplementation of 25-Hydroxycholecalciferol Improves Livability
In Broiler Breeder Hens-Ovarian Morphology and Plasma 17- Estradiol Level

Thau Kiong Chung' and Shuen Ei Chen?

'DSM Nutritional Products Asia Pacific, Singapore; 2National Chung Hsing University, Taiwan

A. 45-to-55-week-old broiler breeder hens

At age of 45 wks, birds were continued with recommended restricted feed intake (R) or
released for ad libitum feed intake (Ad) for 10 weeks. Birds were allowed the basal diet or with an
additional supplement containing vitamin D (HyD) and other antioxidants/inflammatories
(Ad+HyD+others). During the 10 weeks, daily feed intake and egg production were recorded and
hens died suddenly were necropsied for cause of mortalities within 24 hr. At age of 55 wks, the
survival hens (n=6, 6, 8 for R, Ad, and Ad+HyD+others) were sacrificed for plasma 17f estradiol
concentration determination.

Table 1. Effect of dietary inclusion of Vitamin D in combination with antioxidants on mortality,

reproductive performance and tibial strength.

Restricted (R) Ad libitum (Ad) Ad+HyD+others

(n=7) (n=10) (n=10)
Mortality (death/total) 1/7 4/10 2/10
Egg production b Pooled SE
36.8+3.8% 17.6+4.2 28.543.6%
(egg/day/hen, %) 6.72
Incidence of degenerated
2/7 6/10 5/10
ovary (ovary/total)
Incidence of ovarian
tumor-like morphology 0/7 3/10 1/10
(ovary/total)
plasma 17B-estradiol level b Pooled SE
0.78+0.05* 0.34+0.03¢ 0.61+£0.04

(nmole/mL) 0.07
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Results were expressed with mean + SEM.

Means with different superscript letters within the treatment period of the same row are significantly

different (P < 0.05).

Ovarian tumor-like morphology | Degenerated ovarian

morphology Normal ovarian morphology

Effect of dietary supplementation of HyD mixture on ovarian morphology of broiler breeder hens
with restricted or ad libitum feed intake.

B. 26-to-60-week-old broiler breeder hens

The following results are part of the series of papers listed below:

Lin, H. Y., T. K. Chung, Y. H. Chen, R. L. Walzem and S. E. Chen. 2019. Dietary supplementation of
25-hydroxycholecalciferol improves livability in broiler breeder hens.  Poultry Sci. 98:6108-6116.

Lin, H. Y., P. C. Chou, Y. H. Chen, L. S. Lai, T. K. Chung, R. L. Walzem, S. Y. Huang and S. E. Chen. 2019.
Dietary supplementation of 25-hydroxycholecalciferol improves livability in broiler breeder hens-amelioration of cardiac
pathogenesis and hepatopathology. Animals 9, 770; [doi:10.3390/ani9100770

At age 26 wk, 138 birds were continued with restricted rations (R-hens) as recommendation
by the breeder company, while another 159 birds were provided with sufficient feed for
consumption to appetite (Ad-hens). The feeding trial was lasted for when birds reached 60 wks of
age (duration 35 wks) .Within each feed intake treatment, half of hens were provided with a basal
breeder diet containing additional vitamin D (HyD) and other antioxidants/inflammatories (DSM
Nutritional Products Ltd., Netherlands). Final numbers of hens in each group were 68 and 70 in R
and R+ HyD+others group and 80 and 79 in Ad and Ad+ HyD+others group. The higher number of
hens in the Ad-groups anticipated a greater mortality rate. During the 35 weeks, daily feed intake

2
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and egg production were recorded and hens died suddenly were necropsied for cause of
mortalities within 24 hr. At age of 35 and 50 wks, 6 birds from each group were sampled for tissue
collection for analyses.

100
> Mortality | g
90 11/70 (15.71%)
0 19/68 (26.47%)
" R+25-OH-
;3 ' D3-+antioxidants/anti-
“; 60 | inflammatorieg
o=
= =n L — Ad
= 50 47/79 (59.49%)
E 40 +
= e g
B 80 IR | A
20 b D3-+antioxicdants/ anti-
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Figure 1. Effect of dietary supplementation of HyD mixture on the survival rate of broiler hens with

restricted or ad libitum feed intake

Table 1. Effect of dietary supplementation of HyD mixture on egg production of broiler hens with

restricted or ad libitum feed intake

Restriction Restriction +HyD Ad libitum Ad libitum
mixture + HyD mixture
Whole Dead bird Whole  Dead bird Whole Dead bird Whole Dead bird
flock flock flock flock flock flock flock flock
(n=68) 19) (n=70) (n=11) (n=80) (n=58) (n=79) (n=47)

Egg production 51.4+2.5% 47.2+1.9* 51.3£2.7% 40.2+1.8° 32.0£2.9% 434417  34.8+2.7% 45842.1%®

rate
(eggs/day/hen, %)
Egg yield 129.0+5.5° 47.9+2.5" 143.245.72 33.3x1.9° 41.1+5.3¢ 41.5£2.1° 54.7£5.9¢ 41.1£2.0°

(eggs/hen)

Results were expressed with mean + SEM.
Means with different superscript letters are significantly different within the same flock (P <0.05).
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Fig. 2. Effect of dietary supplementation of HyD mixture on plasma 17B-estradiol levels of broiler
breeder hens with restricted or ad libitum feed intake. At age of 35 and 50 wks, 6 birds from each group
were sampled for tissue collection for analyses.

*; significant effects by HyD+antioxidants/anti-inflammatories

#; significant effects by Ad-feed intake

+; significant effects by age (50 wks)
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Table 3. Effect of dietary supplementation of HyD mixture on ovarian morphology of broiler hens

with restricted or ad libitum feed intake

Hens sampled at age Restriction Restriction Ad libitum Ad libitum
of 35 and 50 wks (n=6) +HyD mixture (n=6) + HyD mixture
(n=6) (n=6)
Degeneration
at 35 wks 0/6 1/6 2/6 2/6
at 50 wks 2/6 0/6 5/6 3/6
Tumor-like
morphologies
at 35 wks 0/6 0/6 0/6 0/6
at 50 wks 1/6 0/6 3/6 1/6
Hens died suddenly Restriction Restriction Ad libitum Ad libitum
along the trial (n=19) +HyD mixture (n=58) + HyD mixture
(n=11) (n=47)
Degeneration 7/19 5/11 37/58 25/47
Tumor-like
morphologies 1/19 1/11 8/58 5/47
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Fig. 3. Effect of dietary supplementation of HyD mixture on ovarian morphology of broiler breeder
hens with restricted or ad libitum feed intake. A; a degenerated ovary. B, C and F; complications of
ovary degeneration and presence of tumor-like follicles (circle), arrows indicating atretic hierarchical
follicles. D; a ovary with tumor-like follicles (circle), E; metastatic ovarian tumors into the mesentery.
Ovarian tumors were characterized by the multilobulated nodules on the surface of follicles (panel C, D, F,
circle). Nodules coalesce giving a cauliflower-like appearance in small follicles was also observed in
degenerated ovaries (panel B, circle).
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25-hydroxycholecalciferol improves livability in broiler breeder hens.

Poultry Sci. 98:6108-6116.

Dietary supplementation of 25-hydroxycholecalciferol improves livability in
broiler breeder hens

Hsuan-Yu Lin,* Thau Kiong Chung,’ Yu-Hui Chen,* Rosemary L. Walzem,' and Shuen-Ei Chen*$#1.1

* Department of Animal Science, National Chung Hsing University, Taichung, Taiwan; 1 DSM Nutritional
Products Asia Pacific, Singapore; t Department of Poultry Science, Texas AEM University, College Station, TX,
USA; $Innovation and Development Center of Sustainable Agriculture (IDCSA), National Chung Hsing
University, Taichung, Taiwan; # The iEGG and Animal Biotechnology Center, National Chung Hsing University,
Taichung, Taiwan; and  Research Center for Sustainable Energy and Nanotechnology, National Chung Hsing
Unaversity, Taichung, Taiwan

ABSTRACT The study aimed to examine the effects
of 25-hydroxycholecalciferol (25-OH-D3) on reproduc-
tive performance and livability in broiler breeder hens.
Hens at age of 26 wk were continued on restricted
rations (R) or allowed ad libitum feeding (Ad) to
60 wk of age. Ad-feed intake greatly impaired egg
production and hens’ livability. The survival rate in
both R- and Ad-hens was improved (86.7 vs.78.9%
and 48.2 vs.29.1%, respectively) as was egg production
in R-hens (P < 0.05) by inclusion of 69 ug 25-OH-
D3/kg feedin the basal diet. Sudden death (SD) was
the cause of hen mortality; hens died earlier with heav-
ier BW and greater absolute and relative abdominal fat
weights than surviving hens. Interestingly, feed intake
of SD hens became less than that of surviving hens
after 37 and 42 wk in Ad- and R-groups, respectively,
and led to a progressive decline in SD hen BW with
a ratio (relative to surviving hens of the same age)
equaled 1 around 34 to 38 wk in Ad-groups and 52

to 53 wk in R-groups. Supplementation of 25-OH-D3
ameliorated untoward changes of heart and respiratory
rate of Ad-survivors after 29 wk (P < 0.05), but had no
significant effeets on SD AD-hens. In contrast to the
surviving counterparts, all SD hens experienced per-
sistently higher respiratory rates in conjunction with
declining heart rates (P < 0.05), suggesting compro-
mised cardiac function as the cause of SD, in which
hens increased heart and respiratory rate for more
blood and oxygen supply to meet the need for rapid
BW gain and/or adiposity in response to Ad-feed intake
or due to genetically better feed efficiency even under
R-feed intake. As the cardiorespiratory derangements
advanced, compromised cardiac function ultimately
led to heart failure and sudden death despite spon-
taneous reductions in feed intake and BW loss in all
SD hens. Provision of 69 pg 25-OH-D3/kg feed is an
effective and practical method to improve livability in
broiler breeder hens.

Key words: broiler breeder hens, 25-hydroxycholecalciferol, sudden death, heart failure, obesity

2019 Poultry Science 98:6108-6116
http://dx.doi.org/10.3382/ps/pez330
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La suplementacion dietética de 25-hidroxicolecalciferol mejora la viabilidad en
morfologia ovarica de gallinas reproductoras de pollos de engorde y nivel de 17-
estradiol en plasma

Thau Kiong Chung' y Shuen Ei Chen?

"DSM Nutritional Products Asia Pacific, Singapur; ?National Chung Hsing University,
Taiwan

A. Gallinas reproductoras de pollos de engorde de 45 a 55 semanas de edad

A las 45 semanas de edad, las aves continuaron con la ingesta de alimento
restringida recomendada (R) o se liberaron para ingesta de alimento ad libitum (Ad)
durante 10 semanas. A las aves se les permitié dieta basal o con un suplemento adicional
que contenia vitamina D (HyD) y otros antioxidantes/inflamatorios (Ad+HyD+otros).
Durante las 10 semanas, se registraron la ingesta diaria de alimento y la produccién de
huevos y las gallinas que murieron subitamente se sometieron a necropsia por causa de
la mortalidad dentro de las 24 horas. A la edad de 55 semanas, las gallinas que
sobrevivieron (n = 6, 6, 8 para R, Ad y Ad+HyD+otros) se sacrificaron para determinacion
de la concentracién de 178 estradiol en plasma.

Tabla 1. Efecto de la inclusion dietética de vitamina D en combinacion con
antioxidantes sobre la mortalidad, rendimiento reproductivo y fuerza tibial.

Restringido Ad Ad+HyD+otros

(R) libitum
(Ad) (n=10)
(n=7)
(n=10)
Mortalidad (muerte/total) 1/7 4/10 2/10
Produccion de huevos 36.843.82  17.644.2° 28.5+3.62 DE
(huevo/dia/gallina, %) agrupada
6.72
Incidencia ovarica 2/7 6/10 5/10
degenerada (ovario/total)
Incidencia de morfologia de 0/7 3/10 1/10
tipo tumor ovarico
(ovario/total)
Nivel de 17B-estradiol en 0.78+0.052 0.34+0.03° 0.61+0.04° DE
plasma (nmol/mL) agrupada
0.07

Los resultados se expresaron con media + DEM.
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Las medias con letras superindice diferentes dentro del periodo de tratamiento de la
misma fila son significativamente diferentes (P < 0.05).

- N
Morfologia de tipo Morfologia ovarica Morfologia ovarica
tumoral ovarico degenerada normal

Efecto de la suplementacion dietética de la mezcla HyD sobre la morfologia ovarica
de gallinas reproductoras de pollos de engorde con ingesta de alimento restringida
o ad libitum.

B. Gallinas reproductoras de pollos de engorde de 26 a 60 semanas de edad

Los siguientes resultados hacen parte de la serie de documentos enumerados a
continuacion:

Lin, H. Y., T.K. Chung, Y. H. Chen, R. L. Walzem and S. E. Chen Dietary
supplementation of 25-hydroxycholecalciferol improves livability in broiler breeder hens.
Poultry Sci. 98:6108-6116.

Lin, H. Y., P. C. Chou, Y. H. Chen, L. S. Lai, T.K. Chung, R. L. Walzem, S. Y.
Huang and S. E. Chen. 2019. Dietary supplementation of 25-hydroxycholecalciferol
improves livability in broiler breeder hens-amelioration of cardiac pathogenesis and
hepatopathology. Animals 9, 770; doi:10.3390/ani9100770

138 aves de 26 semanas de edad, continuaron con raciones restringidas (gallinas
R) como recomendacién de la compania de reproductores, mientras que a las otras 159
aves se les proporcion6d alimento suficiente para el consumo hasta satisfacer el apetito
(gallinas). La prueba de alimento duré hasta cuando las aves alcanzaron las 60 semanas
de edad (duracién 35 semanas). Dentro de cada tratamiento de ingesta de alimento, a la
mitad de las gallinas se les proporciond una dieta reproductora basal que contenia
vitamina D (HyD) adicional y otros antioxidantes/inflamatorios (DSM Nutritional Products
Ltd., Paises Bajos). La cantidad final de gallinas en cada grupo fue 68 y 70 en el grupo R
y R+HyD+otros y 80 y 79 en el grupo Ad y Ad+HyD+otros. EI mayor niumero de gallinas
en los grupos AD anticiparon una mayor tasa de mortalidad. Durante las 35 semanas, se
registraron la ingesta diaria de alimento y la produccién de huevos y las gallinas que
murieron subitamente se sometieron a necropsis por causa de mortalidad dentro de las
24 horas. A la edad de 35 y 50 semanas, se tomaron muestras de 6 aves de cada grupo
para la recoleccién de tejido para analisis.
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Figura 1. Efecto de la suplementacion dietética de la mezcla HyD sobre la tasa de
supervivencia de las gallinas de pollos de engorde con ingesta de alimento
restringida o ad libitum

Tabla 1. Efecto de la suplementacion dietética de la mezcla HyD sobre la
produccion de huevos de gallinas de pollos de engorde con ingesta de alimento
restringida o ad libitum

Restriccion Restriccion+HyD Ad libitum Ad libitum
mezcla
+ HyD mezcla
Parvad Parvad Parvad Parvad Parvad Parvad Parvad Parvad
a ade a ade a ade a ade
comple aves comple aves comple aves comple aves
ta muerta ta muerta ta muerta ta muerta
s s s s
(n =68) (n =70) (n = 80) (n=79)
(19) (n=11) (n =58) (n=47)

Tasa de 51.4+ 47.2+ 51.3+ 40.2+ 32.0+ 43.4+ 34.8+ 45.8+
produccion 2.52 1.92 2.73 1.8° 2.9° 1.7 2.7° 2.1

de huevos
(huevos/dia/
gallina, %)

Rendimiento 129.0+ 479+ 1432+ 33.3% 411+ 41.5% 54.7+ 411+

del huevo 5.5P 2.5P 5.73 1.9b 5.3¢ 2.1° 5.9¢
(huevos/
gallina)

2.0°

Los resultados se expresaron con media + DEM.

Las medias con letras superindice diferentes son significativamente diferentes dentro de
la misma parvada (P < 0.05).
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Figura 2. Efecto de la suplementacion dietética de la mezcla HyD sobre los niveles
de 17B-estradiol en plasma de gallinas reproductoras de pollos de engorde con
ingesta de alimento restringida o ad libitum. A |la edad de 35 y 50 semanas, se
tomaron muestras de 6 aves de cada grupo para la recoleccion de tejido para andlisis.

*; efectos significativos por HyD-+antioxidantes/antiinflamatorios

#; efectos significativos por ingesta de alimento Ad

+; efectos significativos por edad (50 semanas)

Tabla 3. Efecto de la suplementacion dietética de la mezcla HyD en la morfologia
ovarica de gallinas de pollos de engorde con ingesta de alimento restringida o ad

libitum
Gallinas Restriccion Restriccion + Ad libitum Ad libitum
muestreadas a la mezcla HyD
edad de 35y 50 (n=6) (n =6) + mezcla HyD
semanas (n =6) (n=6)
Degeneracion
a las 35 semanas 0/6 1/6 2/6 2/6
a las 50 semanas 2/6 0/6 5/6 3/6
Morfologias de
tipo tumoral
0/6 0/6 0/6 0/6
a las 35 semanas
1/6 0/6 3/6 1/6
a las 50 semanas
Gallinas muertas Restriccion Restriccion+m Ad libitum Ad libitum
subitamente ezcla HyD
durante la prueba (n=19) (n =58) + mezcla HyD
(n=11) (n=47)
Degeneracion 719 5/11 37/58 25/47
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Figura 3. Efecto de la suplementacion dietética de la mezcla HyD sobre la
morfologia ovarica de gallinas reproductoras de pollos de engorde con ingesta de
alimento restringida o ad libitum. A; un ovario degenerado. B, C y F; complicaciones de
degeneracién ovérica y presencia de foliculos de tipo tumoral (circulo), las flechas indican
foliculos jerarquicos atrésicos. D; un ovario con foliculos de tipo tumoral (circulo), E;
tumores ovaricos metastasicos en el mesenterio. Los tumores ovaricos se caracterizaron
por ganglios multilobulados sobre la superficie de los foliculos (panel C, D, F, circulo). Los
ganglios se fusionan dando una apariencia de tipo coliflor en los foliculos pequefios
también se observo en ovarios degenerados (panel B, circulo).
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La suplementacion dietética de 25-hidroxicolecalciferol mejora la viabilidad en
gallinas reproductoras de pollos de engorde

Hsuan-Yu Lin,” Thau Kiong Chung,’ Yu-Hui Chen,” Rosemary L. Walzem,* y Shuen-Ei
Chen’$#I1

" Departamento de Ciencia Animal, National Chung Hsing University, Taichung, Taiwan;
DSM Nutricional Products Asia Pacific, Singapur;* Departamento de Ciencia Avicola,
Texas A&M University, College Station, TX, EE.UU.; ¥ Centro de Innovacioén y Desarrollo
de Agricultura Sostenible (IDCSA), National Chung Hsing Universidad, Taichung, Taiwan;
* EIIEGG y el Centro de Biotecnologia Animal, National Chung Hsing University,
Taichung, Taiwan; y "Centro de Investigacion de Energia Sostenible y Nanotecnologia,
National Chung Hsing Universidad, Taichung, Taiwan

RESUMEN EI estudio tuvo como objetivo examinar los efectos del 25-
hidroxicolecalciferol (25-OH-D3) sobre el rendimiento reproductivo y la viabilidad en
gallinas reproductoras de pollos de engorde. Las gallinas a la edad de 26 semanas
continuaron con raciones restringidas (R) o se les permitié alimento ad libitum (Ad) hasta
las 60 semanas de edad. La ingesta de alimento AD perjudic6 enormemente la
produccion de huevos y la viabilidad de las gallinas. Se mejoré la tasa de supervivencia
en gallinas Ry Ad (86.7 vs. 78.9% y 48.2 vs. 29.1%, respectivamente) al igual que la
produccion de huevos en gallinas R (P < 0.05) mediante la inclusion de 69 pg de 25-OH-
D3/kg alimentdandose de la dieta basal. La muerte subita (SD) fue la causa de la
mortalidad de gallinas; las gallinas murieron antes con un BW (peso corporal) mas
pesado y mayores pesos absolutos y relativos de grasa abdominal que las gallinas
sobrevivientes. Curiosamente, la ingesta de alimento de las gallinas SD se volvié menor
que el de las gallinas sobrevivientes después de 37 y 42 semanas en los grupos Ad y R,
respectivamente, y condujo a una disminucion progresiva del BW de la gallina SD con
una relacion (en relacién con las gallinas sobrevivientes de la misma edad) equivalia a 1
alrededor de 34 a 38 semanas en los grupos Ad y 52 a 53 semanas en los grupos R. La
suplementacién de 25-OH-D3 mejor6 los cambios adversos de la frecuencia cardiaca y
respiratoria de las sobrevivientes de Ad después de 29 semanas (P < 0.05), pero no tuvo
efectos significativos sobre las gallinas SD AD. En contraste con las contrapartes
sobrevivientes, todas las gallinas SD experimentaron frecuencias respiratorias
persistentemente mas altas junto con la disminucion de las frecuencias cardiacas (P <
0.05), lo que sugiere una funcion cardiaca comprometida como la causa de la SD, en la
cual las gallinas aumentaron la frecuencia cardiaca y respiratoria para mas suministro de
sangre y oxigeno para satisfacer la necesidad de ganancia de BW y/o adiposidad rapida
en respuesta a la ingesta de alimento Ad o debido a una mejor eficiencia de alimento
genéticamente incluso bajo la ingesta de alimento R. A medida que avanzaban los
trastornos cardiorrespiratorios, la funcién cardiaca comprometida finalmente condujo a
insuficiencia cardiaca y muerte subita a pesar de las reducciones espontaneas en la
ingesta de alimento y la pérdida de BW en todas las gallinas SD. La provisién de 69 ug de
25-OH-D3/kg de alimento es un método efectivo y practico para mejorar la viabilidad en
gallinas reproductoras de pollos de engorde.

Palabras clave: gallinas reproductoras de pollos de engorde, 25-hidroxicolecalciferol,
muerte subita, insuficiencia cardiaca, obesidad
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Dietary supplementation of 25-hydroxycholecalciferol improves livability in
broiler breeder hens
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ABSTRACT The study aimed to examine the effects
of 25-hydroxycholecalciferol (25-OH-D3) on reproduc-
tive performance and livability in broiler breeder hens.
Hens at age of 26 wk were continued on restricted
rations (R) or allowed ad libitum feeding (Ad) to
60 wk of age. Ad-feed intake greatly impaired egg
production and hens’ livability. The survival rate in
both R- and Ad-hens was improved (86.7 vs.78.9%
and 48.2 vs.29.1%, respectively) as was egg production
in R-hens (P < 0.05) by inclusion of 69 ug 25-OH-
D3/kg feedin the basal diet. Sudden death (SD) was
the cause of hen mortality; hens died earlier with heav-
ier BW and greater absolute and relative abdominal fat
weights than surviving hens. Interestingly, feed intake
of SD hens became less than that of surviving hens
after 37 and 42 wk in Ad- and R-groups, respectively,
and led to a progressive decline in SD hen BW with
a ratio (relative to surviving hens of the same age)
equaled 1 around 34 to 38 wk in Ad-groups and 52

to 53 wk in R-groups. Supplementation of 25-OH-D3
ameliorated untoward changes of heart and respiratory
rate of Ad-survivors after 29 wk (P < 0.05), but had no
significant effects on SD AD-hens. In contrast to the
surviving counterparts, all SD hens experienced per-
sistently higher respiratory rates in conjunction with
declining heart rates (P < 0.05), suggesting compro-
mised cardiac function as the cause of SD, in which
hens increased heart and respiratory rate for more
blood and oxygen supply to meet the need for rapid
BW gain and/or adiposity in response to Ad-feed intake
or due to genetically better feed efficiency even under
R-feed intake. As the cardiorespiratory derangements
advanced, compromised cardiac function ultimately
led to heart failure and sudden death despite spon-
taneous reductions in feed intake and BW loss in all
SD hens. Provision of 69 ug 25-OH-D3/kg feed is an
effective and practical method to improve livability in
broiler breeder hens.

Key words: broiler breeder hens, 25-hydroxycholecalciferol, sudden death, heart failure, obesity

INTRODUCTION

Intensive genetic selection for early rapid growth
has resulted in modern strains of broiler susceptible to
sudden death (SD) (Griffin and Goddard, 1994; Julian,
2000; Olkowski et al., 2007; Hocking, 2010). A com-
ponent of this susceptibility is impaired appetite regu-
lation; with spontaneous intakes in apparent excess of
requirements for optimal adult health and performance
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(Yu et al., 1992; Chen et al., 2006; Richards and
Proszkowiec-Weglarz, 2007). Feed restriction is typi-
cally used during the growth phase of broiler breeders
to limit metabolic dysfunction and improve reproduc-
tive performance and livability (Yu et al., 1992; Griffin
and Goddard, 1994; McGovern et al., 1999). To date,
however, the etiology of SD in adult broiler breeders
despite early feed restriction remains elusive and so
limits development of effective interventions to support
improved livability and production.While increasingly
severe feed restriction can increase livability, this
approach is under increasing scrutiny due to the
concern of undue hunger for animal welfare.

Vitamin D and its receptor (VDR) are most
strongly  associated ~ with  calcium/phosphorous
homeostasis and bone biology. The VDR and 25-
hydroxyvitamin D la-hydroxylase (CYP27B1), the
enzyme responsible for conversion of 25-OH-D3
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25-HYDROXYVITAMIN D3 IMPROVES BROILER HENS’ SURVIVAL

(25-hydroxycholecalciferol) to the bioactivel,25-(OH)
2-D3 (1, 25-dihydroxycholecalciferol) form are present
in a variety of tissues (Pilz et al., 2010; Kienreich
et al., 2013). Interestingly, VDR, activation by vitamin
D plays a critical role in the regulation of cardiovas-
cular system, inflammatory and fibrotic pathways.
Studies strongly suggested that vitamin D treatment
suppresses obesity and related disorders by repressing
adipogenic gene expressions and lipid accumulation
(Vanlint, 2013) and improve cardiovascular health
(Cozzolino et al., 2010; Pilz et al., 2010).

We recently demonstrated that adult broiler breeder
hens provided with ad libitum access to feed were highly
susceptible to compromised heart function that resulted
in SD (Chen et al., 2017a, b). The present study sought
to further delineate the performance and frequency of
SD in hens reared to the point of lay according to the
recommendations by breeder company for body weight
gain and subsequently either continued with recom-
mended feed intake (R-hens) or allowed to consume
feed to appetite (Ad-hens) during an entire laying cy-
cle. Moreover, the effects of 25-OH-D3 supplementation
into the basal diet on egg production and livability were
evaluated in both R~ and Ad-hens.

MATERIALS AND METHODS
Experimental Strategy

Planned flock samplings and record of sudden death
mortalities and tissue parameters were used to assess
specific metabolic features and livability impacts, re-
spectively, of excess energy intake and 25-OH-D3 sup-
plementation.

Animal Management

The Institutional Animal Care and Use Committee
(TACUCQC) of National Chung Hsing University, Taiwan
reviewed and approved all bird husbandry and proce-
dures (IACUC Permit NO. 102-113). Cobb 500 broiler
breeder hens at age of 22 wk were purchased from a
local breeder farm. Feed intake up to 26 wk of age
followed breeder company recommendations to achieve
a targeted body weight through weekly adjustment of
amounts of a regular soy and corn-based breeder mash
(105 to 120 g/day/hen, Supple. Table 1). The com-
position of the diet was formulated based on the past
records of optimal performances from the local breeder
farm. All birds were caged individually to facilitate
precise daily feed intake measurements and individual
egg production data in all groups while providing
equivalent ambulatory opportunities in a house under
negative pressure by ventilation with water spray cool-
ing system and ambient temperatures were maintained
between around 24 to 28°C. Relative humidity varied
with weather from 55 to 85%. Birds were provided
with free access to water throughout the experiment.

6109

Feed was placed at 08:30 AM in conjunction with a
14L:10D (lights on at 05:00 AM) photoschedule. At
age 26 wk, 180 birds were continued with restricted
rations (R-hens) as recommendation by the breeder
company, while another 220 birds were provided with
sufficient feed for consumption to appetite (Ad-hens).
Within each feed intake treatment, half of the hens
were provided with a basal breeder diet containing ad-
ditional 69 pg/kg feed of 25-OH-D3 (DSM Nutritional
Products Ltd., Netherlands). Final numbers of hens in
each group were 90 in R and R+25-OH-D3 group and
110 in Ad and Ad+25-OH-D3 group.

Necropsy and Tissue Collection

Planned tissue collections were conducted at ages 29,
35, and 47 wk, when 4, 7, and 7 hens, respectively, from
each group were randomly selected for tissue collection
for additional studies. Hens were studied following an
overnight fast and necropsied under anesthesia as de-
scribed previously (Chen et al., 2006). Age of SD mor-
talities was recorded and necropsy studies were com-
pleted within 24 h of death. Heart, liver, and abdominal
fat were collected for body composition analysis. Some
of SD hens were diagnosed by a veterinarian and in-
fectious causes were excluded. Details of cardiorespira-
tory pathologies were presented separately (manuscript
in review). Briefly, cardiac pathogenesis was assessed
by the presence of ascites, pericardial effusion, cardiac
ventricular dilation, and hypertrophy as described pre-
viously (Chen et al., 2017a, b).

Morbidity and Mortality Indices

Mortality was reported as a survival rate calculated
as percentage of birds originally assigned to the treat-
ment group that were alive on any given day. Morbid-
ity was assessed by spontaneous changes in feed intake,
bodyweight (BW), and heart and respiratory rate. For
spontaneous feed intake, actual amounts of feed con-
sumed by SD and surviving hens within each group
were plotted individually to allow for visual examina-
tion of graph shape. Bodyweights of SD hens were ex-
pressed as a ratio of the average weight of hens sur-
viving to the day of an individual SD hen’s death.
In these calculations values greater or less than 1.0
indicate that BW of SD hens were greater or lower
than those of corresponding surviving hens at the same
age.

Plasma 25-OH-D3 Concentration
Determination, Heart, and Respiratory
Rate Measurement

Plasma from hens sampled at 29, 35, and 47 wk
was used for 25-OH-D3 concentration determination
using a commercial ELISA kit (Item; 9000683, Cay-
man Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Ten additional
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Figure 1. Effect of dietary supplementation of 25-OH-D3 on survival rate of broiler breeder hens provided with restricted or ad libitum feed
intake. Results were expressed as a percentage of surviving hens remaining from the number of hens initially allocated to the group. Values above
the bars in the embedded panel indicate the total number of hens (numerator) that died by sudden death with the denominator being the initial
number of hens in the group. R; restriction, Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-hydroxycholecalciferol.

hens from each group were randomly selected when 29
wk old for heart and respiratory rate measurement us-
ing a portable monitor (SureSigns VM6, Philips India
Limited, Kolkata, India) as described previously (Chen
et al., 2017a, b). Hen selections were recorded in order
to repeat heart and respiratory rate measurements in
those hens surviving to age of 35, 47, or 60 wk.

Statistics

Data were analyzed by 2-way ANOVA, in which feed
intake manipulation (Ad or R) and 25-OH-D3 treat-
ment were the classifying variables. Differences between
group means were tested using Bonferroni ¢ test when
the main effect was significant. If an interaction be-
tween feed intakeand 25-OH-D3 treatment was found, a
mean comparison was performed. Values were expressed
as means + SEM. Mean differences were considered sig-
nificant at P < 0.05. All statistical procedures were car-
ried out using SPSS for Windows 13.0.

RESULTS

Ad-feed intake remarkably lowered hens’ livabil-
ity and supplementation with 25-OH-D3 greatly in-
creased the survival rate in both R- and Ad-group
(78.9 vs. 86.7% and 29.1 vs. 48.2%, respectively)
(Figure 1). Feed intake of SD hens and surviving coun-
terparts in R-groups diverged after 42 wk and dif-
ferences were even greater after 52 wk such that SD
hens voluntarily limited their feed intake tol10 to
120 g/day/hen at the end rather than the recommended
level around156 g/day/hen (Figure 2, panel A). After
release from feed restriction, both the SD hens and sur-
vivors of Ad-groups showed an abruptincrease in feed
intake that peaked at 210 to 220 g/day/hen within 1 wk

(Figure 2, panel B). Subsequently, feed intake gradually
declined below the recommended 160 g/day/hen after
36 wk of age, 10 wk after lifting of the feed restriction.
From age 45 to 60 wk feed intake patterns of surviving
and SD hens of Ad-groups further diverged. The intake
of SD hens declined to 110 to 130 g/day/hen when 45
wk old, after which the feed intake of surviving hens
slowly climbed to 160 g/day/hen at 60 wk, whereas in-
takes of SD-hens declined to 50 g/day/hen. Feed intake
started to diverge at 42 wk and further deviated after
50 wk in R-groups with R-hens experiencing SD con-
suming less feed than the survivors.

Total numbers of eggs laid during the feeding trial
was significantly reduced by Ad-feed intake in both sur-
viving and SD hens (Table 1, P < 0.05). The reduc-
tion in total egg yield due to Ad-feed intake was more
pronounced in hens that survived to 60 wk of age. In
these hens, the egg production rate was reduced by 33
and 37% in Ad- and Ad+25-OH-D3-hens, respectively
(P < 0.05). Among hens experiencing SD, egg produc-
tion in R-hens was about 26% lower than their sur-
viving counterparts irrespective of 25-OH-D3 provision
and Ad-feed intake caused a further, non-significant, 8
to 10% reduction in egg production rate. Supplemen-
tation with 25-OH-D3 increased whole flock egg pro-
duction rate in R-hens by 8% (Table 1, P < 0.05) due
to increases in SD hens. This effect was not seen in
other treatment groups. Overall, 25-OH-D3 supplemen-
tation increased total egg yield by reducing mortality
and increasing egg-laying rate among hens surviving
upto 60 ws. In contrast to their surviving counterparts,
SD hens had an early, but lower peak egg production
in both R- and Ad-groups with a sharp drop after 46
wk in R-groups (Supple. Figure 1, panel A and B) lead-
ing to a lower average of egg production rate and total
egg yield in R-groups and total egg yield in Ad-groups
(Table 1, P < 0.05).
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Figure 2. Effect of dietary supplementation of 25-OH-D3 on feed intake and egg production of broiler breeder hens provided with restricted
or ad libitum feed intake. Results were separated into those for hens surviving to 60 wk (for R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3 group,
n = 71, 78, 32, and 53 before 29 wk, n = 67, 74, 28, and 49 during 30-35 wk, n = 60, 66, 21, and 41 during 36-47wk, and n = 53, 60, 14, and 35
after 48 wk due to 3, 7, 7 hens sampled at 29, 35, and 45 wk for tissue collection, respectively) labeled “survivors,” and hens experiencing sudden
death labeled as “dead” along the trial (for R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3 group, n = 19, 12, 78, and 57, respectively, at the beginning
of trial). Deaths at later ages can be calculated by subtracting death numbers from the total numbers of hens initially assigned to the groups.

R; restriction, Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-hydroxycholecalciferol.

Ad-hens showed a rapid BW gain achieving
4.6 kg/hen at age 38 wk. Bodyweight declined to 42
wk, and then steadily increased to achieve 5.1 kg/hen
at 60wk. In contrast, R-hens showed a slow increase in
BW to reach 3.9 kg/hen at 60wk (Figure 3, panel A).
Among hens sampled for tissue collections, Ad-feed
intake significantly increased BW and abdominal
fat weight and fraction at 29, 35, and 47 wk as
compared to R-hens and inclusion of 25-OH-D3
had no effects on BW in either R- or Ad-hens but
significantly decreased abdominal fat weight and
fraction at 35 and 47 wk (P < 0.05; Figure 3, panel B;
Figure 4, panel A and B, right part)(interaction of
Ad x 25-OH-D3, P < 0.003). In SD hens, Ad-groups
had a higher average of BW and abdominal fat weight
and fraction compared to those of R-groups, and
25-OH-D3 supplementation had no effect on R-hens,
but increased BW and decreased abdominal fat weight
and fraction in Ad-hens (P < 0.05, Figure 3 panel B;

Figure 4 panel A and B, middle part)(interaction of
Ad x 25-OH-D3, P < 0.016).

Hens experiencing SD in R-groups had a higher aver-
age of BW at 29, 35, and 47 wk, compared to surviving
R-group hens. Ad-group SD hens had higher BW at 29
wk but lower BW at 47 wk, compared to those of cor-
responding survivors sampled for tissue collection (P <
0.05, Figure 3 panel B, middle and left part). Except
a lower actual level at 47 wk in R-group, the death of
all groups had a higher abdominal weight and fraction
at 29, 35, and/or 47 wk (P < 0.05, Figure 4, panel A
and B, middle and left part). Regression analysis with
BW of SD hens following normalization to their surviv-
ing counterparts at the same age (BW ratio) showed a
progressive decline along the trial with the ratio equal
to 1 around 34 to 38 wk in Ad-groups and 52 to 53
wk in R-groups (Figure 3 panel B, left part). In Ad-
groups, SD hens also showed a decrease in abdominal
fat weights and fraction with time, whereas, SD-hens
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Table 1. Effect of dietary supplementation of 25-OH-D3 on egg production of broiler breeder hens provided with restricted or ad
libitum feed intake

Restriction Ad libitum
Restriction +25-OH-D3 Ad libitum +25-OH-D3
Egg production rate of the whole flock (eggs/day/hen, %) 51.2 £ 1.7 55.4 + 1.3" 36.9 £ 1.9* 39.3 £ 1.8*
Egg production rate of survivors (eggs/day/hen, %) 56.5 + 1.4 58.1 + 1.3 379 + 3.0 36.3 + 4.1*
Egg production rate of hens dying of sudden death (eggs/day/hen, %) 40.0 + 4.17 44.4 + 4.3% 36.8 £ 2.5 39.6 £ 2.6
Total egg yield of the whole flock (eggs/hen) 105.3 + 4.6 118.3 + 4.7 477 + 2.7 52.1 + 2.9*
Total egg yield of survivors (eggs/hen) 1275 + 34 133.0 + 3.7 89.7 + 3.7* 86.2 + 4.7*
Total egg yield of hens dying of sudden death (eggs/hen) 57.9 + 7.7% 57.7 + 7.5% 44.1 + 3.20% 45.7 + 3.3%%

Results were expressed as mean + SEM (for the whole flock, n = 90, 90, 110, and 110, for hens surviving to 60 wk, n = 71, 78, 32, and 53, for
hens died incidentally by sudden death, n = 19, 12, 78, and 57 in R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3 group, respectively).

*; significant difference by Ad feeding (vs. corresponding R-hens, P < 0.05).

*; significant difference by 25-OH-D3 inclusion (vs. corresponding R or Ad-hens, P < 0.05).

#; significant difference between dead vs. corresponding hens surviving to 60 wk (P < 0.05).

R; restriction, Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-hydroxycholecalciferol.
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Figure 3. Effect of dietary supplementation of 25-OH-D3 on body weight gain of broiler breeder hens provided with restricted or ad libitum
feed intake. Panel A shows weekly mean + SEM of bodyweight from 10 hens selected at random to monitor body weight gain in each group.
Panel B (left part) shows body weight ratio of hens experiencing sudden death relative to that of those hens remaining alive within the group at
the same age. Values for individual hens are shown as data points. Individual data points from a treatment group were used to calculate trend
line for the group using linear regression. Panel B (middle and right parts); Mean + SEM of actual bodyweight of hens experiencing sudden
death (n = 19, 12, 78, and 57 in R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3 group, middle part) are shown in comparison with those of hens sampled
for tissue collection at 29, 35 and 47 wk (n = 4, 7, 7 hens from each group, respectively, right part). *; significant difference due to feed intake
level (vs. corresponding R hens, P < 0.05). *; significant difference by 25-OH-D3 inclusion (vs. R or Ad hens, P < 0.05). Numbers shown above
means in middle panels (29, 35, or 47) indicate significant difference between dead vs. corresponding surviving hens sampled of the indicated age
(P < 0.05). R; restriction, Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-hydroxycholecalciferol.

of R-groups showed a slow increase (Figure 4 panel A and/or adiposity suffer early SD albeit they may ex-
and B, left part). However, all groups of hens used for  hibit a BW loss prior to succumbing.

planned tissue collections showed an age-dependent in- Supplementation of 25-OH-D3 significantly relieved
crease of BW and abdominal fat weight and fraction  heart and respiratory rate at 35 and 47 wk in Ad-hens
(Figure 3 panel B, Figure 4 panel A and B, right part).  surviving to 60 wk (P < 0.05, Figure 5)(interaction
These results suggest that hens with higher BW gain  of Ad x 25-OH-D3, P < 0.032 for heart rate and
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Figure 4. Effect of dietary supplementation of 25-OH-D3 on abdominal fat weight of broiler breeder hens provided with restricted or ad
libitum feed intake. Hens experiencing sudden death were necropsied within 24 h to determine body composition including actual and relative
(to their own bodyweight) abdominal fat pad weight as a continuous variable (panel A and B, left part).Values for individual hens are shown as
data points. Individual data points from a treatment group were used to calculate trend line for the group using linear regression. Panel A and B
(middle and right parts); Mean = SEM of actual (panel A) and relative (panel B) abdominal fat pad weight of hens experiencing sudden death
(n =19, 12, 78, and 57 in R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3 groups, respectively, middle part) are shown in comparison with those of hens
sampled for tissue collection at 29, 35, and 47 wk (n = 4, 7, and 7 hens from each group, respectively, right part). *; significant difference due
to feeding level (vs. corresponding R hens, P < 0.05). *; significant difference by 25-OH-Dj inclusion (vs. R or Ad hens, P < 0.05). Numbers
shown above means in middle panels (29, 35, or 47) indicate significant difference between dead vs. corresponding surviving hens sampled at the

indicated age (P < 0.05). R; restriction, Ad; ad libitum, 25-OH-Dj3; 25-hydroxycholecalciferol.

P < 0.038 for respiratory rate), but had no significant
effects on the variables in SD hens of Ad- and R-groups
and R-survivors. In contrast to surviving counterparts,
all groups of SD hens experienced a persistently higher
respiratory rate throughout the trial in combination
with heart rates that decreased significantly along the
experimental course. Among SD-hens, those from the
Ad-groups had higher respiratory rates but lower heart
rates at 29, 35, and/or 47 wk compared to those from
the R-group (P < 0.05).

Supplementation of 25-OH-D3 had no significant ef-
fects on plasma 25-OH-D3 level in both R- and Ad-hens
sampled at 29, 35, and 47 wk (Figure 6). Ad-hens exhib-
ited a higher plasma 25-OH-D3 level at 35 wk relative
to concentrations at 29 and 47wk (P < 0.05, Figure 6).

DISCUSSION

Recently, we reported that Ad-feed intake increased
the incidence of SD of broiler hens in association with
cardiac pathogeneses in a 10-wk feeding trial (Chen

et al., 2017a, b). Ad-feed provision induced cardiac hy-
pertrophic growth in association with tissue inflamma-
tion, lipotoxicity, cellular apoptosis, interstitial fibro-
sis, and peripheral pathologies including hypertension,
diabetic conditions, dyslipidemia, leading to overt
pathogenesis, irregular ECG patterns and compromised
contractility (Chen et al., 2006; Pan et al., 2012; Chen
et al., 2017a, b). The present results are consistent with
these earlier findings and further showed that inclusion
of additional 25-OH-D3 into the basal diet effectively
rescued livability in both Ad-hens and R-hens through-
out a production cycle. The observed persistent eleva-
tion in respiratory rate in combination with a declin-
ing heart rate in SD hens indicates that compromised
cardiac function caused death. Previous studies showed
that vitamin D had beneficial effects on heart health
such as maladaptive hypertrophy and contractile dys-
function (Chen et al., 2011; Glenn et al., 2016; Lee et al.,
2015) and on the systemic pathological cues including
hypoxia, hypertension, obesity, and related morbidities
(Li et al., 2002; Cozzolino et al., 2010; Pilzet al., 2010).
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Figure 5. Longitudinal effects of dietary supplementation of 25-
OH-Dj3 on heart and respiratory rate of broiler breeder hens provided
with restricted or ad libitum feed intake. At age of 29 wk, 10 hens from
each group were selected for heart and respiratory rate monitoring. The
measurements were continued with the selected hens surviving to 35,
47, or 60 wk of age. Results were separated to provide outcomes for
hens surviving to 60 wk of age (for R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-
D3, n = 8, 8, 3, and 5 respectively) and those of hens experiencing
sudden death (n = 2, 2, 7, and 5 at 29 wk, n = 2, 2, 5, and 4 at
35 wk, and n = 1, 1, 2, and 2 at 47 wk, respectively). *; significant
difference due to feeding level (vs. corresponding R hens, P < 0.05).
+; significant difference by 25-OH-D3 inclusion (vs. R or Ad hens,
P < 0.05). "; significant difference between dead vs. hens survived at
the same age with the same treatment (P < 0.05). Means with different
superscript letters within the same treatment are significantly different
among ages (P < 0.05). R; restriction, Ad; ad libitum, 25-OH-Ds;
25-hydroxycholecalciferol.

Thus, 25-OH-D3 is proposed to improve broiler breeder
hen livability through its actions in the cardiovascular
system and systemic physiological cues. Further stud-
ies regarding to the mechanisms of beneficial effects by
25-OH-Dj3 on livability are ongoing. Nevertheless, these
results suggest that broiler breeder hens ultimately suc-
cumbing to SD initially increase their heart and respi-
ration rates in order to improve their oxygen supply.
However, as the progression of cardiovascular derange-
ments, cardiac function compromises and finally leads
to heart failure and SD.

The susceptibility of modern broilers to sudden death
has been attributed to a higher incidence of ascites in
association of cardiomyopathy (Wideman et al., 2013).
In contrast to chicks with R-feed intake (20% reduc-
tion) or to healthy counterparts under Ad-feed intake,
growing broilers that developed ascites were character-
ized by hypoxia and heart failure as evidenced by a
higher respiratory rate but lower heart beating, cardiac
ATP/ADP, and ATP/CrP (creatine phosphate) ratio
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Figure 6. Effect of dietary supplementation of 25-OH-D3 on plasma
25-OH-Dj levels of broiler breeder hens provided with restricted or ad
libitum feed intake. Values are means + SEM for hens sampled at the
age of 29, 35, and 47 wk (n = 4, 7, and 7 hens randomly selected
from each group at respective sampling times). Means with different
superscript letters within the same treatment are significantly different
among ages (P < 0.05). R; restriction, Ad; ad libitum, 25-OH-Ds; 25-
hydroxycholecalciferol.

(Olkowski et al., 2007; Nain et al., 2008).The present
study showed that broiler breeder hens with better feed
efficiency, as indicated by greater early weight gain than
surviving counterparts, were most likely to succumb
to SD than their less efficient counterparts. This as-
sociation was even found among hens in the feed re-
stricted groups. It seems that despite initially invok-
ing compensatory changes to increase blood flow and
tissue oxygen supply, hens experiencing SD eventually
progress pathologically and irreversibly leading to car-
diac function compromise and death. Ad-feed provision
greatly exacerbates cardiac pathogenic progression by
provoking systemic pathological cues and metabolic de-
rangements and 25-OH-D3 supplementation limits the
pathogenic progression by ameliorating obesity and re-
lated disorders. Prior to death, cardiac compromise
seems to produce morbidity leading to anorexia and
thus BW loss; albeit behavioral monitoring of ambula-
tion would strengthen the assertion and allow it to be
distinguished from hypoxia induced lethargy.

Similar to SD Ad-hens, SD hens of R-groups died
with higher BW (with a declining BW ratio equal to
1 around 34 to 38 wk in Ad-groups and 52 to 53 wk
in R-hens) by compromised cardiac function despite a
much lower mortality rate. Thus, it is worthwhile to
examine the inter-relationship between BW gain and
cardiac pathogenesis within the rearing stage while un-
der R-feed intake, as well as the growth performance
of the progeny produced by R-hens before the attack
by SD. Also, re-evaluation and optimization of the in-
creasing feed allocation for maximizing egg yield during
the onset of lay to the peak may be required to avoid
rapid BW gain and cardiac pathogenic progression, and
thus prevent premature SD. In contrast to the recom-
mended standard growth curve, a mild difference of BW
gain (20% higher or lower) by different feed allocations
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during rearing to early laying stage had no effects on
the mortality of broiler breeder hens before age of 45
wk (Ekmy et al., 2012).

Interestingly, additional inclusion of 25-OH-D3 failed
to alter plasma 25-OH-D3 levels in both R- and A-hen.
The effect of 25-OH-D3 as an anti-obesity agent (Kien-
reich et al., 2013), however, was pronounced in the hens
under Ad-feed intake. Circulating 1, 25-OH-D3 is highly
regulated to maintain a constant level, however, con-
centrations of its precursor, 25-OH-D3, fluctuate from
10 to 100 ng/mL, approximately, 100-fold higher than
1,25-OH-D3 (Fullmer, 1990; Pilz et al., 2010). Produc-
tion of 25-OH-D3 from the liver and in situ actions,
namely, conversion of 25-OH-D3 into bioactive 1,25-
OH-D3 by CYP27B1 and activation of VDR in target
tissues account for most of the effects by vitamin D
(Pilz et al., 2010). Thus, in situ effects by 25-OH-D3
per se need to be evaluated for possible actions sup-
porting the improved livability in broiler breeder hens
as were demonstrated here. Despite the beneficial ef-
fects, vitamin D3 in excess, however, has been shown to
exert a harmful hypertensive effect (Bas et al., 2006).
Excessive 25-OH-D3, 80,000 IU /kg feed (2,000 ug/kg
feed), had negative effects and led to a higher incidence
of arrhythmia and SD in growing broilers (Nain et al.,
2007). Based on the present results, the regular for-
mulation with 2500 IU vitamin D/kg diet in the form
of cholecalciferol is apparently insufficient to sustain
broiler breeder hen health along the laying stage. The
69 pg 25-OH-D3/kg feed supplement would provide an
additional 414 IU 25-OH-D3 per day over the 375 IU
cholecalciferol (based on 150 g daily feed intake), there-
fore is concluded as an effective and safe dosage to re-
lieve cardiac pathogenesis and rescue the livability in
broiler breeder hens.

The study first reported that additional inclusion of
25-OH-D3 into the basal diet effectively improves liv-
ability in both Ad-hens and R-hens. Hens with higher
metabolism rate for BW gain and/or adiposity by Ad-
feed intake or due to genetically better feed efficiency
develop faster compromise of cardiac function even un-
der R feed intake, and thereby suffer early SD despite
enduring a loss of BW.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available at Poultry Science
online.

Supple. Table 1. Ingredient composition of the basal
broiler breeder laying diets

Supple. Figure 1. Effect of dietary supplementation
of 25-OH-D3 on feed intake and egg production of
broiler hens provided with restricted or ad libitum feed
intake. Results were separated into those for hens sur-
viving upto 60 wk (for R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-
OH-D3 group, n = 71, 78, 32, and 53 before 29 wk,
n = 67, 74, 28, and 49 during 30 to 35 wk, n = 60,
66, 21, and 41 during 36 to 47wk, and n = 53, 60,
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14, and 35 after 48wk due to 3, 7, 7 hens sampled at
29, 35, and 45 wk for tissue collection, respectively) la-
beled “survivors,” and hens experiencing sudden death
labeled as “dead” along the trial (for R, R+25-OH-D3,
Ad, Ad+25-OH-D3 group, n = 19, 12, 78, and 57, re-
spectively at the beginning of trial). Deaths at later
ages can be calculated by subtracting death numbers
from the total numbers of hens initially assigned to
the groups. R; restriction, Ad; ad libitum, 25-OH-D3;
25-hydroxycholecalciferol.
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La suplementacion dietética de 25-hidroxicolecalciferol mejora la viabilidad en
gallinas reproductoras de pollos de engorde

Hsuan-Yu Lin,” Thau Kiong Chung,’ Yu-Hui Chen,” Rosemary L. Walzem,* y Shuen-Ei
Chen’$#11

" Departamento de Ciencia Animal, National Chung Hsing University, Taichung, Taiwan;
DSM Nutricional Products Asia Pacific, Singapur;* Departamento de Ciencia Avicola,
Texas A&M University, College Station, TX, EE.UU.; ¥ Centro de Innovacién y Desarrollo
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* EIIEGG y el Centro de Biotecnologia Animal, National Chung Hsing University,
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National Chung Hsing Universidad, Taichung, Taiwan

RESUMEN EI estudio tuvo como objetivo examinar los efectos del 25-
hidroxicolecalciferol (25-OH-D3) sobre el rendimiento reproductivo y la viabilidad en
gallinas reproductoras de pollos de engorde. Las gallinas a la edad de 26 semanas
continuaron con raciones restringidas (R) o se les permitié alimento ad libitum (Ad) hasta
las 60 semanas de edad. La ingesta de alimento AD perjudic6 enormemente la
produccion de huevos y la viabilidad de las gallinas. Se mejoré la tasa de supervivencia
en gallinas Ry Ad (86.7 vs. 78.9% y 48.2 vs. 29.1%, respectivamente) al igual que la
produccion de huevos en gallinas R (P < 0.05) mediante la inclusion de 69 ug de 25-OH-
D3/kg alimentdandose de la dieta basal. La muerte subita (SD) fue la causa de la
mortalidad de gallinas; las gallinas murieron antes con un BW (peso corporal) mas
pesado y mayores pesos absolutos y relativos de grasa abdominal que las gallinas
sobrevivientes. Curiosamente, la ingesta de alimento de las gallinas SD se volvié menor
que el de las gallinas sobrevivientes después de 37 y 42 semanas en los grupos Ad y R,
respectivamente, y condujo a una disminucion progresiva del BW de la gallina SD con
una relacion (en relacién con las gallinas sobrevivientes de la misma edad) equivalia a 1
alrededor de 34 a 38 semanas en los grupos Ad y 52 a 53 semanas en los grupos R. La
suplementacién de 25-OH-D3 mejor6 los cambios adversos de la frecuencia cardiaca y
respiratoria de las sobrevivientes de Ad después de 29 semanas (P < 0.05), pero no tuvo
efectos significativos sobre las gallinas SD AD. En contraste con las contrapartes
sobrevivientes, todas las gallinas SD experimentaron frecuencias respiratorias
persistentemente mas altas junto con la disminucion de las frecuencias cardiacas (P <
0.05), lo que sugiere una funcion cardiaca comprometida como la causa de la SD, en la
cual las gallinas aumentaron la frecuencia cardiaca y respiratoria para mas suministro de
sangre y oxigeno para satisfacer la necesidad de ganancia de BW y/o adiposidad rapida
en respuesta a la ingesta de alimento Ad o debido a una mejor eficiencia de alimento
genéticamente incluso bajo la ingesta de alimento R. A medida que avanzaban los
trastornos cardiorrespiratorios, la funcién cardiaca comprometida finalmente condujo a
insuficiencia cardiaca y muerte subita a pesar de las reducciones espontaneas en la
ingesta de alimento y la pérdida de BW en todas las gallinas SD. La provision de 69 ug de
25-OH-D3/kg de alimento es un método efectivo y practico para mejorar la viabilidad en
gallinas reproductoras de pollos de engorde.
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INTRODUCCION

La seleccion genética intensiva para el crecimiento rdpido temprano ha resultado en
cepas modernas de pollos de engorde susceptibles a muerte subita (SD) (Griffin and
Goddard, 1994; Julian, 2000; Olkowski et al., 2007; Hocking, 2010). Un componente de
esta susceptibilidad es la regulacién alterada del apetito; con ingesta espontanea en
aparente exceso de requisitos para la salud y el rendimiento éptimos de los adultos (Yu et
al.,, 1992; Chen et al., 2006; Richards andProszkowiec-Weglarz, 2007). La restriccion de
alimento se utiliza normalmente durante la fase de crecimiento de los reproductores de
pollos de engorde para limitar la disfuncion metabdlica y mejorar el rendimiento
reproductivo y la viabilidad (Yu et al., 1992; Griffin and Goddard, 1994; McGovern et al.,
1999). Hasta la fecha, sin embargo, la etiologia de la SD en los reproductores adultos de
pollos de engorde a pesar de la restriccion temprana del alimento sigue siendo dificil y
limita el desarrollo de intervenciones efectivas para respaldar la mejora de la viabilidad y
la produccién. Si bien la restriccion de alimento cada vez més severa puede aumentar la
viabilidad, este enfoque esta bajo un escrutinio creciente debido a la preocupacién por el
hambre indebida por el bienestar animal.

La vitamina D y su receptor (VDR) estan mas fuertemente asociados con la homeostasis
de calcio/fésforo y la biologia ésea. El VDR y la 25-hidroxivitamina D 1a-hidroxilasa
(CYP27B1), la enzima responsable de la conversion de 25-OH-D3 (25-
hidroxicolecalciferol) en la forma bioactiva 1,25-(OH)2-D3 (1,25-dihidroxicolecalciferol)
estan presentes en una variedad de tejidos (Pilz et al., 2010; Kienreich et al., 2013).
Curiosamente, la activacién del VDR por la vitamina D desempefia una funcion critica en
la regulaciéon del sistema cardiovascular, rutas inflamatorias y fibréticas. Los estudios
sugirieron fuertemente que el tratamiento con vitamina D suprime la obesidad y los
trastornos relacionados al reprimir las expresiones de genes adipogénicos y la
acumulacién de lipidos (Vanlint, 2013) y mejorar la salud cardiovascular (Cozzolino et al.,
2010; Pilz et al., 2010).

Recientemente demostramos que las gallinas reproductoras de pollos de engorde adultas
proporcionadas con acceso ad libitum al alimento eran altamente susceptibles a funciéon
cardiaca comprometida que resulté en SD (Chen et al., 2017a, b). El presente estudio
buscé delinear adicionalmente el rendimiento y la frecuencia de SD en gallinas criadas
hasta el punto de puesta segun las recomendaciones de la compafia de reproductores
para el aumento de peso corporal y posteriormente se continué con la ingesta de
alimento recomendada (gallinas R) o se le permiti6 consumir alimento hasta satisfacer el
apetito (gallinas Ad) durante un ciclo completo de puesta. Mas aun, se evaluaron los
efectos de la suplementacién con 25-OH-D3 en la dieta basal sobre la produccion de
huevos y la viabilidad en gallinas R y Ad.

MATERIALES Y METODOS
Estrategia experimental

Se utilizaron muestras de parvadas planificadas y registros de mortalidad por muerte
subita y parametros de tejido para evaluar las caracteristicas metabdlicas especificas y
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los impactos de viabilidad, respectivamente, de la ingesta excesiva de energia y la
suplementacién con 25-OH-D3.

Manejo de animales

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) de la National Chung
Hsing University, Taiwan revis6 y aprob6 todos los procedimientos y cria de aves
(Permiso IACUC NO. 102-113). Las gallinas reproductoras de pollos de engorde Cobb
500 con edad de 22 semanas se compraron en una granja reproductora local. La ingesta
de alimento hasta las 26 semanas de edad sigui6 las recomendaciones de la compania
de reproductores para lograr un peso corporal especifico a través del ajuste semanal de
las cantidades de un afrecho de criador a base de soya y maiz regular (105 a 120
g/dia/gallina, Tabla Suplementaria 1). La composicion de la dieta se formul6 en base a los
registros anteriores de rendimientos éptimos desde la granja reproductora local. Todas
las aves fueron enjauladas individualmente para facilitar mediciones precisas de la
ingesta diaria de alimento y datos de produccién de huevos individuales en todos los
grupos, al tiempo que brindaban oportunidades ambulatorias equivalentes en una casa
bajo presién negativa por ventilacién con sistema de enfriamiento por aspersiéon de agua
y la temperatura ambiente se mantuvo entre 24 y 28°C. La humedad relativa varié con el
clima del 55 al 85%. A las aves se les proporcion6é acceso libre al agua durante todo el
experimento. El alimento se coloc6 a las 08:30 a.m. junto con un programa fotografico
14L:10D (luces encendidas a las 05:00 a.m.). A la edad de 26 semanas, 180 aves
continuaron con raciones restringidas (gallinas-R) como recomendacion de la compania
de reproductores, mientras que otras 220 aves recibieron alimento suficiente hasta
satisfacer el apetito (gallinas Ad). Dentro de cada tratamiento de ingesta de alimento, a la
mitad de las gallinas se les proporciond una dieta reproductora basal que contenia 69
pg/kg de alimento adicional de 25-OH-D3 (DSM Nutritional Products Ltd., Paises Bajos).
Las cantidades finales de gallinas en cada grupo fueron 90 en el grupo R y R+25-OH-D3
y 110 en el grupo Ad y Ad+25-OH-D3.

Necropsia y recoleccion de tejidos

Las recolecciones de tejidos planificadas se realizaron a las edades de 29, 35 y 47
semanas, cuando se seleccionaron al azar 4, 7 y 7 gallinas, respectivamente, de cada
grupo para la recoleccién de tejidos para estudios adicionales. Las gallinas se estudiaron
después de un ayuno nocturno y se sometieron a necropsia bajo anestesia como se
describié anteriormente (Chen et al., 2006). Se registr6 la edad de las muertes por SD y
los estudios de necropsia se completaron dentro de las 24 h de la muerte. El corazén,
higado y grasa abdominal se recogieron para andlisis de la composicién corporal.
Algunas de las gallinas SD fueron diagnosticadas por un veterinario y se excluyeron las
causas infecciosas. Los detalles de las patologias cardiorrespiratorias se presentaron por
separado (manuscrito en revision). Brevemente, la patogenia cardiaca se evalué para la
presencia de ascitis, derrame pericardico, dilatacion ventricular cardiaca e hipertrofia
como se describié anteriormente (Chen et al., 2017a, b).

indices de morbilidad y mortalidad

La mortalidad se inform6 como una tasa de supervivencia calculada como el porcentaje
de aves originalmente asignadas al grupo de tratamiento que estaban vivas en un dia
determinado. La morbilidad se evalu6 mediante cambios espontédneos en la ingesta de
alimento, el peso corporal (BW) y la frecuencia cardiaca y respiratoria. Para la ingesta
espontanea de alimento, las cantidades reales de alimento consumidas por las gallinas
SD y sobrevivientes dentro de cada grupo se trazaron individualmente para permitir el
examen visual de la forma del grafico. El peso corporal de las gallinas SD se expresé
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como una relacion del peso promedio de las gallinas que sobrevivieron hasta el dia de la
muerte de una gallina SD individual. En estos célculos, los valores mayores o menores a
1.0 indican que BW de las gallinas SD fue mayor o menor que el de las gallinas
sobrevivientes correspondientes a la misma edad.

Determinacion de la concentracion de 25-OH-D3 en plasma, medicion de la
frecuencia cardiaca y respiratoria

El plasma de las gallinas muestreadas a las 29, 35 y 47 semanas se utilizé6 para la
determinacién de la concentracion de 25-OH-D3 utilizando un kit comercial ELISA
(Articulo; 9000683, Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, EE.UU.). Se seleccionaron al azar
diez gallinas adicionales de cada grupo cuando tenian 29 semanas de edad para la
medicién de la frecuencia cardiaca y respiratoria utilizando un monitor portatil (SureSigns
VMB6, Philips India Limited, Kolkata, India) como se describié anteriormente (Chen et al.,
2017a, b). Se registraron las selecciones de gallinas para repetir las mediciones de
frecuencia cardiaca y respiratoria en las gallinas que sobrevivieron hasta las 35, 47 o 60
semanas.

Estadisticas

Los datos se analizaron mediante ANOVA de 2 vias, en el que la manipulacién de la
ingesta de alimento (Ad o R) y el tratamiento con 25-OH-D3 fueron las variables de
clasificacién. Las diferencias entre las medias grupales se probaron utilizando la prueba t
Bonferroni cuando el efecto principal fue significativo. Si se encontré una interaccion entre
la ingesta de alimento y el tratamiento con 25-OH-D3, se realiz6 una comparacién de
medias. Los valores se expresaron como medias + DEM. Las diferencias de medias se
consideraron significativas a P < 0.05. Todos los procedimientos estadisticos se llevaron
a cabo utilizando SPSS para Windows 13.0.

RESULTADOS

La ingesta de alimento Ad redujo notablemente la viabilidad y la suplementaciéon de las
gallinas con 25-OH-D3 y aumentd en gran medida la tasa de supervivencia en los grupos
Ry Ad (78.9 vs. 86.7% y 29.1 vs. 48.2%, respectivamente) (Figura 1). La ingesta de
alimento de las gallinas SD y las contrapartes sobrevivientes en los grupos R divergieron
después de 42 semanas y las diferencias fueron aiin mayores después de 52 semanas,
de modo que las gallinas SD limitaron voluntariamente su ingesta de alimento a 110 a
120 g/dia/gallina al final en lugar del nivel recomendado alrededor de 156 g/dia/gallina
(Figura 2, panel A). Después de la liberacién de la restriccion de alimento, tanto las
gallinas SD como las sobrevivientes de los grupos Ad mostraron un aumento abrupto en
la ingesta de alimento que alcanzé un maximo de 210 a 220 g/dia/gallina dentro de 1
semana (Figura 2, panel B). Posteriormente, la ingesta de alimento disminuy6
gradualmente por debajo de los 160 g/dia/gallina recomendados después de las 36
semanas de edad, 10 semanas después de levantar la restricciéon de alimento. Desde la
edad de 45 a 60 semanas, los patrones de ingesta de alimento de las gallinas
sobrevivientes y SD de los grupos Ad divergieron ain mas. La ingesta de gallinas SD
disminuy6 a 110 a 130 g/dia/gallina cuando tenia 45 semanas de edad, después de lo
cual la ingesta de alimento de las gallinas sobrevivientes aument6 lentamente a 160
g/dia/gallina a 60 semanas, mientras que la ingesta de gallinas SD disminuy6 a 50
g/dia/gallina. La ingesta de alimento comenz6 a divergir a las 42 semanas y se desvié
adicionalmente después de 50 semanas en grupos R con gallinas R que experimentaron
SD consumiendo menos alimento que las sobrevivientes.
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Figura 1. Efecto de suplementacion dietética de 25-OH-D3 sobre la tasa de
supervivencia de las gallinas reproductoras de pollos de engorde provistas de ingesta de
alimento restringida o ad libitum. Los resultados se expresaron como un porcentaje de las
gallinas sobrevivientes restantes del numero de gallinas inicialmente asignadas al grupo.
Los valores sobre las barras en el panel incorporado indican el numero total de gallinas
(numerador) que murieron por muerte subita, siendo el denominador el numero inicial de
gallinas en el grupo. R; restriccién, Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-hidroxicolecalciferol.
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Figura 2. Efecto de la suplementacién dietética de 25-OH-D3 en la ingesta de alimento y
produccion de huevos de gallinas reproductoras de pollos de engorde provistas de
ingesta de alimento restringida o ad libitum. Los resultados se separaron en aquellos de
las gallinas que sobrevivieron a 60 semanas (para el grupo R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-
OH-D3, n =71, 78, 32 y 53 antes de las 29 semanas, n = 67, 74, 28 y 49 durante 30-35
semanas, n = 60, 66, 21 y 41 durante 36-47 semanas, y n = 53, 60, 14 y 35 después de
48 semanas debido a 3, 7, 7 gallinas muestreadas a las 29, 35 y 45 semanas para
recoleccién de tejido, respectivamente) etiquetadas como “sobrevivientes”, y las gallinas
que experimentaron muerte subita etiquetadas como “muertas” a lo largo del ensayo
(para grupo R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3, n = 19, 12, 78 y 57, respectivamente, al
comienzo del ensayo). Las muertes en edades posteriores se pueden calcular al restar
los numeros de muerte del numero total de gallinas inicialmente asignadas a los grupos.
R; Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-hidroxicolecalciferol.

La cantidad de huevos puestos durante la prueba de alimento se redujo
significativamente por la ingesta de alimento Ad tanto en gallinas sobrevivientes como SD
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(Tabla 1, P < 0.05). La reduccién en el rendimiento total del huevo debido a la ingesta de
alimento Ad fue mas pronunciada en las gallinas que sobrevivieron hasta las 60 semanas
de edad. En estas gallinas, la tasa de produccion de huevos se redujo en 33 y 37% en
gallinas Ad- y Ad+25-OH-D3, respectivamente (P < 0.05). Entre las gallinas que
experimentaron SD, la produccion de huevos en gallinas R fue aproximadamente un 26%
menor que la de sus contrapartes sobrevivientes, independientemente de la provision de
25-OH-D3 y la ingesta de alimento Ad provocd una reduccién adicional, no significativa,
de 8 a 10% en la tasa de produccién de huevos. La suplementacion con 25-OH-D3
aumento la tasa de produccion de huevos de la parvada entera en gallinas R en un 8%
(Tabla 1, P < 0.05) debido a los aumentos en las gallinas SD. Este efecto no se observo
en otros grupos de tratamiento. En general, la suplementacién con 25-OH-D3 aumenté el
rendimiento total del huevo al reducir la mortalidad y aumentar la tasa de puesta de
huevos entre las gallinas que sobrevivieron hasta 60 semanas. En contraste con sus
contrapartes sobrevivientes, las gallinas SD tuvieron una produccién de huevos temprana
pero baja en los grupos R y Ad con una fuerte caida después de 46 semanas en los
grupos R (Suplemento Figura 1, panel A y B) que condujeron a un promedio menor de la
tasa de produccién de huevos y el rendimiento total de huevos en los grupos R y el
rendimiento total de huevos en los grupos Ad (Tabla 1, P <0.05).

Tabla 1. Efecto de la suplementacion dietética de 25-OH-D3 sobre la produccion de
huevos de gallinas reproductoras de pollos de engorde provistas de ingesta de alimento
restringida o ad libitum

Restriccion | Restriccion + Ad libitum Ad libitum +
25-OH-D3 25-OH-D3

Tasa de produccién de 51.2x1.7 55.4 £1.3* 36.9+1.9* 39.3+1.8*
huevos de la parvada
completa (huevos/dia/
gallina, %)

Tasa de produccién de 56.5x1.4 58.1£1.3 37.9+3.0* 36.3+4.1*
huevos de
sobrevivientes
(huevos/dia/gallina, %)

Tasa de produccién de 40.0 + 4.1% 44.4 +4.3* 36.8+2.5 39.6+26
huevos de gallinas que
mueren de muerte
subita
(huevos/dia/gallina, %)

Rendimiento total de 105.3+4.6 118.3 £4.7* 47.7 £ 2.7* 52.1 £2.9*
huevos de parvada
completa
(huevos/gallina)

Rendimiento total de 1275+ 34 133.0 £ 3.7 89.7 +3.7* 86.2 +4.7*
huevos de
sobrevivientes
(huevos/gallina)

Rendimiento total de 579+7.7*% 57.7 +7.5% 441 +3.2**# 457 +3.3**#
huevos de gallinas que
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Los resultados se expresaron como media £ DEM (para toda la parvada, n = 90, 90, 110
y 110, para gallinas que sobrevivieron a 60 semanas, n = 71, 78, 32 y 53, para gallinas
que murieron incidentalmente por muerte subita, n = 19, 12, 78 y 57 en el grupo R, R+25-
OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3, respectivamente).

*; diferencia significativa por alimento Ad (frente a las gallinas R correspondientes, P <
0.05).

+; diferencia significativa por inclusion de 25-OH-D3 (frente a gallinas R o Ad,
correspondientes, P < 0.05).

#; diferencia significativa entre gallinas muertas versus las correspondientes que
sobreviven a 60 semanas (P < 0.05).

R; restriccion, Ad; ad libitum, 25-OH-D3; 25-hidroxicolecalciferol.

Las gallinas Ad mostraron una ganancia rapida de BW alcanzando 4.6 kg/gallina a la
edad de 38 semanas. El peso corporal disminuyé a 42 semanas, y luego aumenté
constantemente para alcanzar 5.1 kg/gallina a 60 semanas. En contraste, las gallinas R
mostraron un aumento lento en el peso corporal para alcanzar 3.9 kg/gallina a 60
semanas (Figura 3, panel A). Entre las gallinas muestreadas para recolecciones de
tejidos, la ingesta de alimento Ad aumentoé significativamente el BW y el peso y fraccion
de grasa abdominal a las 29, 35 y 47 semanas en comparacion con las gallinas R y la
inclusion de 25-OH-D3 no tuvo efectos sobre el peso corporal en ninguna de las gallinas
R- o Ad, pero disminuyeron significativamente el BW y peso y la fraccion de grasa
abdominal a las 35 y 47 semanas (P < 0.05; Figura 3, panel B; Figura 4, panel Ay B,
parte derecha) (interaccién de Ad x 25-OH-D3, P < 0.003). En las gallinas SD, los grupos
Ad tuvieron un mayor promedio de BW y peso y fraccibn de grasa abdominal en
comparacion con los grupos R, y la suplementacion con 25-OH-D3 no tuvo efecto en las
gallinas R, pero aumenté el BW y disminuyd el peso y fraccion de grasa abdominal en
gallinas Ad (P < 0.05, Figura 3 panel B; Figura 4 panel A y B, parte media) (interaccioén de
Ad x 25-OH-D3, P <0.016).



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119458185?via%3Dihub#fig3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119458185?via%3Dihub#fig3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119458185?via%3Dihub#fig4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119458185?via%3Dihub#fig3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119458185?via%3Dihub#fig4

10

15

20

o
~
1

(A) 5| Peso corporal . {,:‘7»‘-1—;;
ik AT
4.8 ’*‘_,fn
4.6 LAk, e
— e TS
£ 44} —
© 421
L i
o)} o ®
£ 38f 2
E 3.6} 2 e R
34+ LT e R+25.0H-D3
-a-Ad
32 ~— Ad+25-OH-D3
3,’. - BW recomendado
0‘[ L LT .l 1 1 Logu-uy L1 1 1
semana26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 *8 60
1.3 54
) @ Relacion de BW de las muertas  BW promedio BW de las
g A oR de las muertas | sobrevivientes
= 12} LA oo ® OR«250HD3 CR |5
s e i A Ad il‘z;zson D3 "
S =11 ‘“,"i - e A0+2SOH-D3 | gAde250H.D3 * | i
83 Al a0 QA aa o 2 :
o0 ‘A. A 9-Og y ‘
co ] 280 o B 47 &
w1} ‘_‘A & Tie. W o 35 qc (4.2
= E oy 9 3
ca A : ‘A R 2
2Epo| R P e T ‘ ' 13.8
) B ~ A A AO <
] g =8 e
5 A A A - 34
< 08 A A 2 K A £ X
c
= Linea de regresion e R
3 TF ‘A R -0O--R+25.0H-D3
% % A A --- R+25.0H.D3 -&-Ad 13
] A A Ad | e Ad+25-OH-D3 |
—— Ad+250H.D3 [
1 1 l_. . - | 0

0.6 A
semana 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 semana 29 35 47

Figura 3. Efecto de la suplementacion dietética de 25-OH-D3 sobre la ganancia de peso
corporal de las gallinas reproductoras de pollos de engorde provistas de ingesta de
alimento restringida o ad libitum. El panel A muestra la media semanal + DEM de peso
corporal de 10 gallinas seleccionadas al azar para monitorizar la ganancia de peso
corporal en cada grupo. El panel B (parte izquierda) muestra la relacion de peso corporal
de las gallinas que experimentan muerte subita en relacion con aquel de las gallinas que
permanecen vivas dentro del grupo a la misma edad. Los valores para gallinas
individuales se muestran como puntos de datos. Se utilizaron puntos de datos
individuales de un grupo de tratamiento para calcular la linea de tendencia para el grupo
mediante regresion lineal. Panel B (partes media y derecha); La media + DEM del peso
corporal real de las gallinas que experimentan muerte subita (n = 19, 12, 78 y 57 en el
grupo R, R+25-OH-D3, Ad, Ad+25-OH-D3, parte media) se muestra en comparacion con
las de gallinas muestreadas para la recoleccion de tejidos a las 29, 35 y 47 semanas (n =
4,7, 7 gallinas de cada grupo, respectivamente, parte derecha). *; diferencia significativa
debido al nivel de ingesta de alimento (frente a las gallinas R correspondientes, P < 0.05).
*; diferencia significativa por inclusion de 25-OH-D3 (frente a gallinas R o Ad, P < 0.05).
Los numeros mostrados anteriormente medias en los paneles centrales (29, 35 o 47)
indican una diferencia significativa entre las gallinas muertas frente a las sobrevivientes
correspondientes muestreadas de la edad indicada (P < 0.05). R; restriccién, Ad; ad
libitum, 25-OH-D3; 25-hidroxicolecalciferol.
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Figura 4. Efecto de suplementacion dietética de 25-OH-D3 sobre el peso de la grasa
abdominal de las gallinas reproductoras de pollos de engorde provistas de ingesta de
alimento restringida o ad libitum. Las gallinas que sufrieron muerte subita se sometieron a
necropsia dentro de las 24 horas para determinar la composicién corporal, incluyendo el
peso de la almohadilla grasa abdominal real y relativo (con su propio peso corporal) de
grasa abdominal como una variable continua (panel A y B, parte izquierda). Los valores
para gallinas individuales se muestran como puntos de datos. Se utilizaron puntos de
datos individuales de un grupo de tratamiento para calcular la linea de tendencia para el
grupo mediante regresién lineal. Panel A y B (partes media y derecha); Media + DEM del
peso de almohadilla grasa abdominal real (panel A) y relativo (panel B) de las gallinas
que experimentan muerte subita (n = 19, 12, 78 y 57 en los grupos R, R+25-OH-D3, Ad,
Ad+25-OH-D3, respectivamente, en la parte media) se muestran en comparacién con
aquellos de las gallinas muestreadas para la recoleccién de tejidos a las 29, 35 y 47
semanas (n = 4, 7 y 7 gallinas de cada grupo, respectivamente, en la parte derecha ) *;
diferencia significativa debido al nivel de alimento (frente a las gallinas R
correspondientes, P < 0.05). *; diferencia significativa por inclusion de 25-OH-Ds (frente
gallinas R o Ad, P < 0.05). Los numeros mostrados anteriormente medias en los paneles
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centrales (29, 35 o 47) indican una diferencia significativa entre las gallinas muertas y las
sobrevivientes correspondientes muestreadas a la edad indicada (P < 0.05). R;
restriccion, Ad; ad libitum, 25-OH-D3.25-hidroxicolecalciferol.

Las gallinas que experimentaron SD en los grupos R tuvieron un promedio mas alto de
BW a las 29, 35 y 47 semanas, en comparacion con las gallinas sobrevivientes del grupo
R. Las gallinas SD del grupo AD tuvieron un BW mas alto a las 29 semanas pero un BW
mas bajo a las 47 semanas, en comparacion con aquel de las sobrevivientes
correspondientes muestreadas para recolecciéon de tejido (P < 0.05, Figura 3, panel B,
parte media e izquierda). Excepto un nivel real mas bajo a las 47 semanas en el grupo R,
la muerte de todos los grupos tuvo un mayor peso y fraccién abdominal a las 29, 35 y/o
47 semanas (P < 0.05, Figura 4, panel A y B, medio y parte izquierda). El andlisis de
regresion con BW de gallinas SD después de la normalizacién a sus contrapartes
sobrevivientes a la misma edad (relacion BW) mostrdé una disminucion progresiva a lo
largo del ensayo con una relacion igual a 1 alrededor de 34 a 38 semanas en grupos de
Ady 52 a 53 semanas en grupos R (Figura 3 panel B, parte izquierda). En los grupos Ad,
las gallinas SD también mostraron una disminucion en los pesos y fraccion de grasa
abdominal con el tiempo, mientras que las gallinas SD de los grupos R mostraron un
aumento lento (Figura 4, panel A y B, parte izquierda). Sin embargo, todos los grupos de
gallinas utilizadas para las recolecciones de tejidos planificadas mostraron un aumento
dependiente de la edad del BW y el peso y fraccién de grasa abdominal (Figura 3, panel
B, Figura 4, panel A y B, parte derecha). Estos resultados sugieren que las gallinas con
mayor ganancia de BW y/o adiposidad sufren SD temprana aunque pueden exhibir una
pérdida de BW antes de sucumbir.

La suplementacion de 25-OH-D3 alivio significativamente la frecuencia cardiaca y
respiratoria a las 35 y 47 semanas en gallinas Ad que sobrevivieron a 60 semanas (P <
0.05, Figura 5) (interaccion de Ad x 25-OH-D3, P < 0.032 para la frecuencia cardiaca y P
< 0.038 para la frecuencia respiratoria), pero no tuvo efectos significativos sobre las
variables en las gallinas SD de los grupos Ad y R y sobrevivientes R. A diferencia de las
contrapartes sobrevivientes, todos los grupos de gallinas SD experimentaron una
frecuencia respiratoria persistentemente mas alta durante todo el ensayo en combinacion
con frecuencias cardiacas que disminuyeron significativamente a lo largo del curso
experimental. Entre las gallinas SD, aquellas de los grupos Ad tenian frecuencias
respiratorias mas altas pero frecuencias cardiacas mas bajas a las 29, 35 y/o 47
semanas en comparacion con aquellas del grupo R (P < 0.05).
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Figura 5. Efectos longitudinales de la suplementacion dietética de 25-OH-Ds en
la frecuencia cardiaca y respiratoria de gallinas reproductoras de pollos de
engorde provistas de ingesta restringida o ad libitum. A la edad de 29 semanas,
se seleccionaron 10 gallinas de cada grupo para la monitorizacién de la
frecuencia cardiaca y respiratoria. Las mediciones continuaron con las gallinas
seleccionadas que sobrevivieron hasta los 35, 47 o 60 semanas de edad. Los
resultados se separaron para proporcionar resultados para las gallinas que
sobrevivieron hasta las 60 semanas de edad (para R, R+25-OH-Ds, Ad, Ad+25-
OHDs, n = 8, 8, 3 y 5 respectivamente) y las de gallina s que sufrieron muerte
subita (n=2,2,7y5alas 29 semanas, n=2,2, 5y 4 alas 35 semanas, y n =
1,1, 2y 2 a las 47 semanas, respectivamente). *; diferencia significativa debido
al nivel de alimentacion (frente a las gallinas R correspondientes, P < 0.05). +
diferencia significativa por la inclusién de 25-OH-Ds (vs. R o gallinas Ad, P <
0.05). ; diferencia significativa entre gallinas muertas versus gallinas que
sobrevivieron a la misma edad con el mismo tratamiento (P < 0.05). Las medias
con diferentes letras superindice dentro del mismo tratamiento son
significativamente diferentes entre las edades (P < 0.05). R; restriccién, anuncio;
ad libitum, 25-OH-D3; 25-hidroxicolecalciferol.

La suplementaciéon de 25-OH-D3 no tuvo efectos significativos en el nivel de 25-OH-D3
en plasma en las gallinas R y Ad muestreadas a las 29, 35 y 47 semanas (Figura 6). Las
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gallinas Ad exhibieron un mayor nivel de 25-OH-D3 en plasma a las 35 semanas en
relaciéon con las concentraciones a las 29 y 47 semanas (P < 0.05, Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la suplementacién dietética de 25-OH-Ds en los niveles
plasmaticos de 25-OH-Ds; de gallinas reproductoras de pollos de engorde
provistas de una ingesta de alimento restringida o ad libitum. Los valores son
medias + EEM para gallinas muestreadas a la edad de 29, 35y 47 semanas (n =
4, 7 y 7 gallinas seleccionadas al azar de cada grupo en los tiempos de
muestreo respectivos). Las medias con diferentes letras superindice dentro del
mismo tratamiento son significativamente diferentes entre las edades (P < 0.05).
R; restriccion, Ad; ad libitum, 25-OH-Ds; 25hidroxicolecalciferol.

DISCUSION

Recientemente, informamos que la ingesta de alimento a voluntad aumenté la incidencia
de SD de gallinas reproductoras en asociacion con patogénesis cardiaca en un ensayo
de alimentacién de 10 semanas (Chen et al., 2017a, b). La provision de alimentacion a
voluntad indujo un crecimiento hipertréfico cardiaco en asociacién con inflamacién tisular,
lipotoxicidad, apoptosis celular, fibrosis intersticial y patologias periféricas que incluyen
hipertensién, afecciones diabéticas, dislipidemia, que conducen a una patogénesis
manifiesta, patrones ECG irregulares y contractilidad comprometida (Chen et al., 2006;
Pan et al., 2012; Chen et al., 2017a, b). Los resultados actuales son consistentes con
estos hallazgos anteriores y mostraron ademas que la inclusién de 25-OH-D3 adicional
en la dieta basal rescat6é efectivamente la viabilidad en gallinas Ad y gallinas R durante
todo el ciclo de produccién. La elevacion persistente observada en la frecuencia
respiratoria en combinacién con una disminucion de la frecuencia cardiaca en gallinas SD
indica que la funcién cardiaca comprometida provocd la muerte. Estudios anteriores
mostraron que la vitamina D tenia efectos beneficiosos sobre la salud del corazén, como
la hipertrofia desadaptativa y la disfuncién contréctil (Chen et al., 2011; Glenn et al., 2016;
Lee et al., 2015) y sobre las sefales patoldgicas sistémicas, incluida la hipoxia,
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hipertension, obesidad y morbilidades relacionadas (Li et al., 2002; Cozzolino et al., 2010;
Pilzet al., 2010).

Por lo tanto, se propone 25-OH-D3 para mejorar la viabilidad de las gallinas
reproductoras de pollos de engorde a través de sus acciones en el sistema
cardiovascular y las senales fisiologicas sistémicas. Se estan realizando mas estudios
sobre los mecanismos de los efectos beneficiosos del 25-OH-D3 sobre la viabilidad. Sin
embargo, estos resultados sugieren que, en udltima instancia, las gallinas reproductoras
de pollos de engorde que sucumben a SD aumentan sus tasas de corazén y respiracion
para mejorar su suministro de oxigeno. Sin embargo, como la progresion de los
trastornos cardiovasculares, la funcion cardiaca se compromete y finalmente conduce a
insuficiencia cardiaca y SD.

La susceptibilidad de los pollos de engorde modernos a la muerte subita se ha atribuido a
una mayor incidencia de ascitis en asociacion con cardiomiopatia (Wideman et al., 2013).
A diferencia de los pollos con ingesta de alimentacién R (reduccién del 20%) o
contrapartes sanas bajo la ingesta Ad, los pollos de engorde que desarrollaron ascitis se
caracterizaron por hipoxia e insuficiencia cardiaca, como lo demuestra una frecuencia
respiratoria mas alta pero latidos cardiacos mas bajos, relacion de ATP cardiaco/ADP y
ATP/CrP (fosfato de creatina) (Olkowski et al., 2007; Nain et al., 2008). El presente
estudio mostré que las gallinas reproductoras de pollos de engorde con mejor eficiencia
alimenticia, como lo indica un mayor aumento de peso temprano que las contrapartes
sobrevivientes, tenian mas probabilidades de sucumbir a SD que sus contrapartes menos
eficientes. Esta asociacidén incluso se encontrdé entre las gallinas en los grupos de
alimentacién restringida. Parece que, a pesar de invocar inicialmente cambios
compensatorios para aumentar el flujo sanguineo y el suministro de oxigeno a los tejidos,
las gallinas que experimentan SD finalmente progresan patoldgica e irreversiblemente, lo
que lleva a un compromiso de la funcion cardiaca y la muerte. La provisiébn de
alimentacién Ad exacerba en gran medida la progresién patogénica cardiaca al provocar
sefnales patoldgicas sistémicas y trastornos metabdlicos y la suplementaciéon con 25-OH-
D3 limita la progresion patogénica al mejorar la obesidad y los trastornos relacionados.
Antes de la muerte, el compromiso cardiaco parece producir morbilidad que conduce a la
anorexia y, por lo tanto, a la pérdida de BW; aunque el monitoreo conductual de la
deambulacion fortaleceria la afirmacion y permitiria distinguirla del letargo inducido por
hipoxia.

Al igual que las gallinas Ad SD, las gallinas SD de los grupos R murieron con un BW mas
alto (con una relaciéon de BW decreciente igual a 1 alrededor de 34 a 38 semanas en los
grupos Ad y 52 a 53 semanas en las gallinas R) a pesar de la funcién cardiaca
comprometida a pesar de una tasa de mortalidad mucho menor. Por lo tanto, vale la pena
examinar la interrelacién entre la ganancia de BW y la patogénesis cardiaca dentro de la
etapa de cria mientras esta bajo la ingesta de alimento R, asi como el rendimiento de
crecimiento de la progenie producida por las gallinas R antes del ataque por SD. Ademas,
puede ser necesaria una reevaluacién y optimizacién de la asignacién creciente de
alimento para maximizar el rendimiento del huevo durante el inicio de la puesta hasta el
pico para evitar la ganancia rapida de peso corporal y la progresidén patogénica cardiaca,
y asi prevenir la SD prematura. En contraste con la curva de crecimiento estandar
recomendada, una leve diferencia de ganancia de BW (20% mayor o menor) por
diferentes asignaciones de alimento durante la cria hasta la etapa de puesta temprana no
tuvo efectos sobre la mortalidad de las gallinas reproductoras de pollos de engorde antes
de la edad de 45 semanas (Ekmy et al. al., 2012).

Curiosamente, la inclusién adicional de 25-OH-D3 no alter6 los niveles plasmaticos de
25-OH-D3 tanto en la gallina R como en la gallina A. Sin embargo, el efecto del 25-OH-
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D3 como agente antiobesidad (Kienreich et al., 2013) fue pronunciado en las gallinas bajo
el consumo de alimento Ad. La circulacion 1, 25-OH-D3 esta altamente regulada para
mantener un nivel constante, sin embargo, las concentraciones de su precursor, 25-OH-
D3, fluctian de 10 a 100 ng/ml, aproximadamente, 100 veces mas que 1,25- OH-D3
(Fullmer, 1990; Pilz et al., 2010). La produccion de 25-OH-D3 a partir del higado y las
acciones in situ, a saber, la conversiébn de 25-OH-Ds en 1,250H-D3 bioactivo por
CYP27B1 y la activacion de VDR en los tejidos diana explican la mayoria de los efectos
de la vitamina D (Pilz et al., 2010). Por lo tanto, los efectos in situ de 25-OH-D3 per se
necesitan ser evaluados para posibles acciones que apoyen la mejora de la viabilidad en
gallinas reproductoras de pollos de engorde como se demostré aqui. A pesar de los
efectos beneficiosos, se ha demostrado que la vitamina D3 en exceso ejerce un efecto
hipertensivo nocivo (Bas et al., 2006). El exceso de 25-OH-Ds, 80,000 Ul/kg de alimento
(2,000 ug/kg de alimento), tuvo efectos negativos y condujo a una mayor incidencia de
arritmia y SD en pollos de engorde en crecimiento (Nain et al., 2007). Segun los
resultados actuales, la formulacion regular con una dieta de 2500 Ul de vitamina D/kg en
forma de colecalciferol es aparentemente insuficiente para mantener la salud de las
gallinas reproductoras de pollos de engorde durante la etapa de puesta. El suplemento
alimenticio de 69 pg de 25-OH-Ds/kg proporcionaria 414 Ul adicionales de 25-OH-Ds por
dia sobre el colecalciferol de 375 Ul (basado en 150 g de ingesta diaria de alimento), por
lo tanto, se concluye como una dosis efectiva y segura para aliviar la patogenia cardiaca
y rescatar la viabilidad en gallinas reproductoras de pollos de engorde.

El estudio inform6 por primera vez que la inclusién adicional de 25-OH-D3 en la dieta
basal mejora efectivamente la viabilidad tanto en gallinas Ad como en gallinas R. Las
gallinas con una tasa de metabolismo mas alta para la ganancia de BW y/o adiposidad
por la ingesta de alimento o debido a una mejor eficiencia alimenticia genéticamente
desarrollan un compromiso mas rapido de la funcién cardiaca incluso bajo la ingesta de
alimento R, y por lo tanto sufren SD temprana a pesar de sufrir una pérdida de BW.

DATO SUPLEMENTARIO
Los datos suplementarios estan disponibles en linea en Poultry Science.

Suplementacion. Tabla 1. Composicion de ingredientes de las dietas de ponedoras de
reproductoras de pollos de engorde iniciales

Suplementacion. Figura 1. Efecto de la suplementacién dietética de 25-OH-Ds sobre el
consumo de alimento y la producciéon de huevos de gallinas de pollos de engorde
provistas de un consumo de alimento restringido o ad libitum. Los resultados se
separaron en los de las gallinas que sobrevivieron hasta 60 semanas (para el grupo R, R
+ 25-OH-Ds, Ad, Ad + 25-OH-Ds, n = 71, 78, 32 y 53 antes de las 29 semanas, n = 67, 74,
28 y 49 durante 30 a 35 semanas, n = 60, 66, 21 y 41 durante 36 a 47 semanas, yn = 53,
60, 14 y 35 después de 48 semanas debido a 3, 7, 7 gallinas muestreadas en 29, 35y 45
semanas para la recoleccibn de tejido, respectivamente) etiquetados como
“sobrevivientes”, y las gallinas que experimentan muerte subita etiquetadas como
“muertas” a lo largo del ensayo (para R, R + 25-OH-Ds, Ad, Ad + 25-OH-Ds grupo, n = 19,
12, 78 y 57, respectivamente al comienzo del ensayo). Las muertes en edades
posteriores se pueden calcular restando los nimeros de muerte del nimero total de
gallinas inicialmente asignadas a los grupos. R; restriccion, Ad; ad libitum, 25-OH-Ds; 25-
hidroxicolecalciferol.
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