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RESUMEN

CARRILLO GONZALEZ LIZBETH YESENIA. DISENO DE UN PREPARADO DE
LIBERACION MODIFICADA Y CON PROMOTORES DE LA BIODISPONIBILIDAD
DE CALCIO PARA AVES DE POSTURA.

La produccién de huevo es una de las industrias pecuarias con mayor exigencia productiva
dado que se consume alrededor de 73.8 millones de toneladas de huevo mundialmente
(FAO, 2018), y la produccion a nivel nacional corresponde a 28.2% (UNA, 2019). Los
ciclos productivos de las aves pueden llegar a ser hasta dos, sin embargo la segunda
produccion es inferior a la primera, se plantea que esto se debe a una disminucion en la
absorcion de nutrientes en las aves, principalmente en el calcio. El calcio es basico para la
formacioén del huevo, uno de los principales parametros para evaluar la calidad de éste es
precisamente el cascardn, el cual estd formado basicamente por carbonato de calcio. A
pesar de la importancia del mineral de calcio en las funciones vitales de las aves, se
describe que su biodisponibilidad es muy variable ya que depende de la fuente de calcio
que se proporcione, de la edad de las aves o de la integridad del epitelio intestinal, por
ejemplo el lactato gluconato de calcio se encuentran entre las mas biodisponibles, sin
embargo, a la mayoria de las aves se les proporciona carbonato de calcio, siendo el mas
econdmico, pero al mismo tiempo el menos biodisponible. El objetivo de este trabajo,
basdndonos en las caracteristicas del tracto digestivo de las aves, consistié en comparar la
biodisponibilidad relativa de tres diferentes fuentes de calcio administradas via oral en aves
de postura y posteriormente disefiar un preparado farmacéutico de liberacién modificada
para aumentar la biodisponibilidad de calcio y mejorar la calidad del cascaron. Los
resultados demuestran la diferencia entre tratamientos (P>0.05); siendo el lactato gluconato
de calcio el que logra concentraciones séricas mas altas seguido del fosfato tricalcico y en
concentraciones inferiores el carbonato de calcio, ademas se concluye que los
requerimientos de calcio se pueden alcanzar con la administracion de FOLA en el alimento
y con la adicion de capsaicina como promotor de la biodisponibilidad en siete dias después

de comenzar el tratamiento.



Palabras Clave: biodisponibilidad, suero, carbonato de calcio, gallinas de postura,

capsaicina.

ABSTRAC

Egg production is one of the livestock industries with the highest productive demand since
around 73.8 million tons of eggs are consumed worldwide (FAO, 2018), and production at
the national level corresponds to 28.2% (UNA, 2019). The productive cycles of birds can
be up to two, however the second production is lower than the first, it is suggested that this
is due to a decrease in the absorption of nutrients in the birds, mainly calcium. Calcium is
basic for the formation of the egg, one of the main parameters to evaluate the quality of it is
precisely the shell, which is basically formed by calcium carbonate. Despite the importance
of the mineral calcium in the vital functions of birds, it is described that its bioavailability is
highly variable since it depends on the source of calcium provided, the age of the birds or
the integrity of the intestinal epithelium. , for example calcium lactate gluconate are among
the most bioavailable, however, most birds are provided with calcium carbonate, being the
most economical, but at the same time the least bioavailable. The objective of this work,
based on the characteristics of the digestive tract of the birds, consisted in comparing the
relative bioavailability of three different sources of calcium administered orally in laying
birds and later to design a modified-release pharmaceutical preparation to increase the
bioavailability of calcium and improve the quality of the shell. The results show the
difference between treatments (P> 0.05); being calcium lactate gluconate the one that
achieves higher serum concentrations followed by tricalcium phosphate and in lower
concentrations calcium carbonate, it is also concluded that calcium requirements can be
achieved with the administration of FOLA in food and with the addition of capsaicin as a

promoter of bioavailability in seven days after starting treatment.

Key Words: bioavailability, serum, calcium carbonate, laying hens, capsicum.



1. INTRODUCION

El sector avicola constituye el 63,3% de la produccion pecuaria nacional; de ella el 28.2%
corresponde a produccion de huevo. Se ha estimado una produccion de 2, 886,736
toneladas de huevo, con un consumo per cépita promedio de 23,30 kg/afio segun datos de
la Unién Nacional de Avicultores (UNA, 2019) esperando llegar a un consumo de 30
kg/afio en menos de una década, lo que se traduce en una ganancia neta anual de por lo

menos $56,792 millones de pesos para la industria avicola.

El huevo representa una de las proteinas de origen animal de mayor calidad y bajo costo de
produccion, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido que la demanda de
huevo aumentarad en los siguientes afios hasta en un 30%, lo cual va a requerir que los
expertos en la materia procedan en lo requerido para hacer cada vez més eficiente dicha
produccién y poder satisfacer la demanda nacional y mundial (FAO, 2018 y UNA, 2019).

Sin embargo, la mayor demanda de produccion debe ir acompafiada de costos de
produccién que permitan que el huevo siga siendo la proteina de origen animal mas
econdmica del sector pecuario en México y el mundo, las investigaciones en nutricion,
bioseguridad y farmacologia se han centrado en hacer mas eficientes los insumos ya
existentes para poder mejorar la calidad del huevo sin menoscabo de la produccion y
bienestar de los animales, asi como proteccion de la ecologia y medio ambiente (Akbari et
al., 2019).

También es necesario contar con una normatividad internacional que establezca la calidad
del huevo (Rodriguez y Bravo, 2019 y Villanueva-Sanchez et al., 2020), en la actualidad la
calidad del huevo puede ser evaluada con base a muchos aspectos y diversas metodologias
basadas en normas internacionales, todas ellas encaminadas a mantener una calidad
nutricional, microbioldgico y los aspectos de salud publica (Hafeez et al., 2015).

A nivel de produccidn, existen muchos factores fisiologicos, nutricionales y metabdlicos
que intervienen en la calidad del cascardn, considerando al calcio uno de los principales
protagonistas, cuya respuesa esta a su vez relacionada con otros factores como son la

calidad de las materias primas y edad de las aves (Windhorst, 2008).



Las gallinas pueden ser sometidas a uno o dos ciclos de produccion, teniendo en cuenta que
a mayor edad de la gallina, la calidad del cascarén es menor; a nivel nacional solo un 40%

de los avicultores mantiene un segundo ciclo (Hernandez et al., 2006).

Con base a que uno de los principales factores que inducen una mala calidad en el cascaron
de aves sometidas a un segundo ciclo, se debe a una disminucion en la biodisponibilidad de
calcio, se crea la posibilidad de aumentarla para hacer redituable este sistema de
produccion. Dicho lo anterior se decidi6 evaluar la respuesta del carbonato de calcio,
incluido en la presentacibn FOLA, que es una patente de la UNAM (UNAM:
MX/a/2012/013222 (Carrillo et al., 2020), que ya ha sido evaluado como una fuente

alternativa eficiente y econdmica de dosificacion en aves.



1.1 FISIOLOGIA DEL CALCIO EN LAS AVES

Los minerales son esenciales para muchos procesos fisioldgicos en las aves, su deficiencia
repercute en el estado de salud y productividad. EIl calcio es uno de los minerales con
mayor importancia, ademas de sus funciones como componente principal de la estructura
Osea, participacion en el equilibrio acido-base y el sistema enzimatico. El calcio es el
componente principal de la cascara del huevo, durante su formacién ocurren diversos
procesos metabdlicos con la participacion de hormonas y mediadores que se ajustan
conforme las aves alcanzan su madurez sexual y durante las distintas fases del ciclo de

produccion.

En las primeras etapas de crecimiento de las pollas, el calcio se encuentra regulado por la
accion sinergica de los estrogenos y los androgenos producidos por los foliculos ovaricos
(Gonzélez y Barbeito, 2014); durante la madurez sexual como fase inicial de la regulacion
del calcio los estrégenos aumentan, estimulando la diferenciacion de los osteoblastos de las
células osteoprogenitoras, posteriormente la calcitonina, la vitamina Dz y la prostaglandina
E, regularan los procesos de calcificacion de la matriz 6sea del hueso. Durante la postura
no existe remodelacion al tejido 6seo cortical, en consecuencia el calcio se mantendra en
constante movimiento en el torrente sanguineo Y el tejido 6seo trabecular y medular, debido
a la estrecha cercania del hueso medular al cortical y al hueso trabecular, los osteoblastos
pueden movilizar el calcio de cualquiera de estos tres lugares; por ejemplo, después del
primer huevo, la Unica manera en donde el ave puede remodelar la estructura del hueso
cortical es durante los periodos donde los niveles de estrogeno sean bajos, tales como los

periodos de descanso en postura o en la muda o pelecha (Dacke, 2000).

Durante la formacion del huevo en el Gtero se da el proceso de biomineralizacion del
cascaron, evento que requiere la movilizacion de grandes cantidades de iones de calcio que
se obtienen del torrente sanguineo y son transportados a través del epitelio uterino por las
células de las glandulas cascar6genas, este evento induce una hipocalcemia en las aves.

Dicha hipocalcemia estimula la liberacion de paratohormona (PTH) y la consecuente



activacion osteoclastica que lleva a la resorcion del tejido 6seo medular y el incremento en
la calcemia. El tejido 6seo medular, por su amplia superficie y su gran vascularizacion, es
mas sensible a los pequefios cambios en la concentracion de PTH, por lo que actGa como
fuente de calcio antes que el tejido 6seo compacto de la corteza de los huesos largos. El
tejido 6seo de las aves es muy sensible a la accion de la PTH, por lo que estimulan
directamente a los osteoblastos que poseen receptores para esta hormona y se activan por
mecanismos paracrinos en consecuencia los osteoclastos generan el desarrollo de un borde
en cepillo y activan sistemas enzimaticos que intervienen en procesos como: resorcion
Osea, sintesis de vitamina D3z y activacion osteoclastica (De Matos, 2008); se han
identificado cinco diferentes proteinas que participan en la formacién del cascardn: la
ovocleidina, osteopentina, ovoalbumina la lisozima y la ovotransferrina (Escorcia y
Moreno, 2016). En contraste, la calcitonina es liberada cuando se detectan niveles altos de
calcio séricos, disminuyendo la actividad de los osteoclastos y permitiendo que los
osteblastos inicien la parte reconstructiva, reduciendo los niveles de calcio séricos (Taylor y
Dacke, 1984). La calcitonina y la PTH colaboran para mantener los niveles adecuados de
calcio serico. Asi mismo, la PTH es la responsable de llevar a cabo la absorcion de calcio
en el intestino y disminuir la cantidad de calcio que posteriormente sera excretada por

medio de las heces y la orina (De Matos, 2008). Véase Figura 1y 2
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Figura 1. Esquema de la regulacion de calcio en suero sanguineo en aves.
[Adaptado de Matos, R., 2008]
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1.2 ABSORCION DE CALCIO EN AVES

El tracto gastrointestinal (TGI) en la gallina de postura en comparacion a otras aves no
adaptadas a una produccion tan intensiva de huevo, tiene una variedad de adaptaciones
anatomicas Y fisiologicas para que la absorcion de calcio sea altamente eficiente (Dacke,
2000).

Los procesos para utilizar el calcio y otros nutrientes inician en el pico, las aves pueden
distinguir basicamente los mismos sabores que los mamiferos, sin embargo, es posible que
no los diferencien con la misma capacidad, debido a la baja cantidad de receptores
gustativos. La lengua de las aves presenta un estrato corneo que tapiza la superficie del
organo, por lo tanto las papilas gustativas se encuentran principalmente en la raiz, en el piso
de la bucofaringe u orofaringe y en el paladar, es en este sitio en la cavidad bucofaringea,
donde el alimento es deglutido y permanece intacto, en esta parte la absorcion de calcio es
nula. Con ayuda de las secrecion salivales, el alimento continda hacia el es6fago, el cual se
dilata y forma el buche o ingluvis, sitio de almacenamiento transitorio del alimento, la

estancia de las particulas en este sitio depende de su diametro geometrico medio y peso asi



como de la edad del ave, siendo generalmente granos de no mas de 1 a 3 mm que se pueden
llegar a quedar hasta por 40 min. Al terminar el esdfago se encuentra el aparato gastrico o
estdmago, compuesto por dos segmentos morfofuncionalmente diferentes: el estomago
glandular o proventriculo que cumple funciones secretoras, relacionadas con la digestion
quimica, y el estbmago muscular (también conocidos como ventriculo o molleja) en el que
se realiza la digestién mecénica, este organo da paso directamente al intestino delgado y es
ahi donde se da en mayor proporcion el proceso de absorcién de nutrientes y farmacos,
finalmente se encuentra el intestino grueso formado por el yeyuno, ileo, dos ciegos vy el
recto, que culmina junto a los sistemas urinario y genital en un érgano comin denominado
cloaca. Las glandulas anexas del sistema digestivo incluyen a las glandulas salivales,
higado y pancreas que participan también en funciones inmunolégicas (Verduzco et al.,
2010). El transito gastrointestinal de la gallina se da aproximadamente en 4 - 5 h, siendo
uno de los mas rapidos en las especies de produccion pecuaria (Cook, 2017).

Véase Figura 3
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Figura 3. Esquema del Sistema digestivo y glandulas anexas en aves.



El mayor porcentaje de absorcion de calcio ocurre en el duodeno y la porcion anterior del
yeyuno, principalmente por dos vias, la transepitelial que es la de mayor proporcion y la
paracelular en la cual se requiere de transportadores especificos y su porcentaje de
saturacion es mayor ya que necesitan energia para mover el calcio en contra de un gradiente
electroquimico a nivel intestinal (Fernandez, 1995 y Dunn et al., 1995), el primero es
considerado como un mecanismo poco saturable, dado que depende de la concentracion del
calcio a nivel luminal y se presenta a lo largo del intestino delgado. Estos procesos de
absorcion estan regulados por la hormona 1,25-dihidroxicolecalciferol mediante dos

mecanismos:

e el primero es no dependiente de la expresion gendmica y sintesis de proteinas
e el segundo es no dependiente de la activacion gendmica, este genera una respuesta

mas rapida.

El primero esta ejemplificado por la sintesis de la Proteina Transportadora de Calcio
(CaBP) (Bronner, 1987) denominada también Calbidin-D28k (Fernandez, 1995) y un
oligdmero de 400-kDa (Dunn et al., 1995). Se trata de un proceso complejo que involucra
el movimiento luminal del calcio a través de las microvellosidades membranales del
interior de los enterocitos, la traslocacion del calcio desde el punto de entrada hasta la
membrana basolateral y la extraccion activa desde el enterocito al sistema circulatorio
(Wasserman y Fullmer, 1995). El segundo, esta ejemplificado por el incremento rapido en
la concentracion intracelular de calcio por la apertura y cierre de canales (Norman y
Hurwitz, 1993).

Las dos vias descritas en el proceso de absorcion del calcio, dependeran principalmente de
dos factores: 1) la cantidad de calcio presente en el lumen intestinal y 2) la concentracion
de 1,25-dihidroxicolecalciferol en el plasma. Si se modifica la cantidad de -calcio
consumido se tendran efectos contrarios sobre las dos rutas de absorcion del calcio
(Bronner, 1987), es decir, un incremento en el consumo de calcio reducira la regulacion de
los procesos saturables, mientras que la cantidad de calcio movido por la ruta no saturable

se incrementara en proporcién directa al incremento en el consumo. Por el contrario, una



disminucién en el consumo de calcio conducird al resultado opuesto. Por lo que la
concentracion de calcio a nivel intestinal estara determinada por la tasa de consumo la cual
se va a ver regulada por el estado de formacion del huevo y la presentacion de calcio en el
alimento. (Soares, 1984 y Wideman, 1987). Véase Figura 4

< Lumen
i Intersticio
Ca Ca Ca saturabls
Calbidina D28k
Ca Ca Ca
Calcio —_—
Ca
Ca Ca
':-E. C-ﬂ
Ca
@ Ca zaturable

Figura 4. Esquema de la sintesis de la Proteina Transportadora de Calcio, Calbidin-D28k (CaBP)

Las concentraciones plasmaticas de iones de calcio (Ca?*) disminuyen a medida que el
calcio es bombeado desde la sangre hacia la glandula cascarigena para formar el cascarén
de modo que la concentracion mas baja se alcanza alrededor de las 14 horas post-
ovoposicion. Esa reduccion se ve reflejada en un estado de hipocalcemia, la cual estimula la
actividad de la enzima 25-hidroxicolecalciferol 1-a hidroxilasa a nivel renal la cual induce
la transformacion de la 25-hidroxicolecalciferol en 1,25-dihidroxicolecalciferol o calcitrol
(Soares, 1984; Frost y Roland, 1991) lo que provoca una reabsorcion de calcio y por
consecuencia produce una reduccién en su excrecion renal. Asi mismo, una baja
concentracion de iones Ca?* en plasma estimula la secrecion de la PTH u hormona
paratiroidea encargada de la regulacion de la concentracion de iones calcio en el liquido
extracelular, aumentando la resorcién dsea al estimular a los osteoclastos, lo que libera mas
calcio al torrente sanguineo. En el caso de requerir un mayor nimero de iones de calcio el
organismo del ave aumenta la reabsorcion en el tabulo proximal renal, calcio procedente
del hueso, principalmente, para asi aumentar los niveles de calcio en sangre. Esta actividad

endocrina se encuentra relacionada a la activacion de la enzima 1,25-
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dihidroxicolecalciferol, metabolito de la vitamina D3 (Elaroussi et al., 1994; Soares, 1984).

Véase Figura 5.

Piel
Dehidroxicolesteral
UV- radiacion
(290-320nm)

Dieta
Intestino
l Colecalciferol
Sangre
Calcio unido a proteinas plasmaticas

Higada
Colecalcifero
25-hidroxylasa

Colecalcifero

25-0H-D3 (calcidiol)

Hipocalcemia ! ., Hipercalcemia
- 25-0H-D; “alcidiol)
e Rifion . . H-Dsy (calc |t|‘|u|J ‘ P
Prolactina, estrogenos 1 a hidroxilasa 24 - hidroxilasa {OHIJI-D_:. o
| Ca, 1,2540OH), D, 1.25-(OH),-D5 (calcitriol) 24.25-(OH),-D3 || ¢ PTH. estrégenos
Intasting Cascara de Rifion Huesa
huevo —

Figura 5. Esquema del metabolismo del calcio en aves.

[Adaptado de Matos, R., 2008]

Se ha encontrado que conforme avanza la edad de las aves la absorcion de calcio a nivel
intestinal se ve reducida (Al-Batshan et al., 1994), lo cual ha sido relacionado a una
disminucion en la actividad de la enzima 25-hidroxicolecalciferol 1-o hidroxilasa a nivel
renal y la consecuente disminucion de las concentracion plasmatica de la 1,25-
dihidroxicolecalciferol estimulada por la baja concentracion de estrdégenos, segun Frost y
Roland (1991), describen que las aves de 48 semanas de edad tienen concentraciones no

mayores a 646 mol/L de 1,25-dihidroxicolecalciferol 1-a hidroxilasa y que en aves de 75
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semanas de edad se encontrarian niveles por debajo de la mitad de dicha enzima (300
mol/L).

Se sabe que en las aves, tanto en el ciclo ovulatorio como en el ciclo de formacion del
cascaron se encuentran activas tanto la resorcion Osea (actividad osteoclastica) como la
acreencion Gsea (actividad osteoblastica) y pueden actuar simultaneamente (Etches en
1987), sin embargo la actividad osteoblastica es la predominante durante el proceso de

biomineralizacidon del huevo.

En estudios realizados durante periodos de privacion de calcio en aves (Cardona, 1999,
Rodriguez y Bravo, 2019.) se ha visto que la corteza dsea es la encargada de suministrar los
iones de Ca?*; sin embargo, cuando la demanda es de tipo crénica, la movilizacion de éste

mineral es a nivel del hueso medular.

Con lo anterior en mente es posible argumentar que cuando el ave consume una gran
cantidad de calcio durante las primeras horas post-ovoposicion, la calcificacion del
cascaron sera baja, ya que este ion sera destinado principalmente a la acrecion 0sea en tanto
que el consumo durante las horas intermedias en las que corresponde la formacion del
cascaron donde existe una alta demanda de calcio, se destinara principalmente para la
actividad osteoclastica la encargada de suministrar el calcio al torrente sanguineo dado que
durante esas horas el consumo de calcio total normalmente es menor. Esto estaria reforzado
por los datos reportados por Clunies et al., 1992 los cuales muestran que el calcio
consumido durante las horas de méxima deposicion del cascaron fue méas bajo que durante
los otros periodos lo que indica que se esta depositando mas calcio en el cascaron que el
que es aportado desde el tracto digestivo y esto es debido a que los bajos consumos que se
presentan durante esos periodos no logran compensar la cantidad de calcio que es
bombeado hacia el cascarén por lo que el calcio sera removido de la parte medular de los
huesos. Esto concuerda con las variaciones en la concentracion de fosforo (P) plasmatico
reportadas por Frost y Roland (1991) que muestran su maxima concentracion durante las
horas de mayor requerimiento de calcio para la formacion del cascaron y las cuales son un

indicador de la actividad osteoclastica. Dado que durante la resorcién dsea se libera Ca 'y P

12



simultaneamente y debido a que éste Gltimo no es empleado en la formacién del cascaron,

el exceso es expresado como un incremento en las concentraciones plasmaticas.
1.3 FISIOLOGIA DE LA FORMACION DEL HUEVO

Entre la semana 17 a 19 de edad la gallina alcanza la madurez sexual y comienza a poner
huevos, a este suceso se le conoce cominmente como romper postura. La formacion del
huevo tiene una duracién aproximada de 24 horas. El sistema reproductor de la gallina esta
formado por un ovario que contiene un conjunto de foliculos en diferentes grados de
maduracion y un oviducto funcional (el izquierdo) que es un 6rgano tubular dividido en
cuatro segmentos: infundibulo, magnum, istmo y Gtero o glandula cascarigena y se extiende
desde el ovario hasta la cloaca, tiene una longitud aproximada de 60 a 80 cm (Fernandez y
Arias, 2000). Véase Figura6y 7

OVULACION (0 h)

O Infundibulum 8-9 cm
(15-30 min)

@ Magnum 35 cm. (4 h)

Deposicion de la clara

OVARIO

MAGHUM

O Istmo 10 cm (1 h)
Deposicién de las
membranas de la cascara

Fase inicial
@ 5-10h

Utero (19 h)
{ O ‘ Formacion de la cascara

INFUNDIBULO
CLOACA

Puesta (24 h)

Figura 6. Esquema del sistema reproductor de Figura 7. Esquema del oviducto de la gallina
la gallina. con el tiempo de estancia del ovulo en cada
sitio. [Adaptado de Yves Nys]
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El cascarn estd compuesto de aproximadamente un 95% de carbonato de calcio,
principalmente en forma de cristales de calcita (iones de calcio con iones bicarbonato: Ca?*
+ HCO3 6 CaCOs3 + H ) (Arias y Fernandez, 2001; Arias y Fernandez, 2008), y 5% de
material orgénico que se localiza dentro y entre los cristales de carbonato calcico, en forma
de membranas y con una matriz orgéanica (Nys et al., 2004 y Chien et al, 2009).

El calcio no se almacena en las células del oviducto, tiene que ser transportado de la sangre
al Utero, principalmente por mecanismos activos que representa una alta demanda de
energia durante la produccion del cascarén del huevo y en menor proporcion por

mecanismos pasivos durante la formacion del cascaron (Nys et al., 2004).

Cuando se origina el proceso de absorcion de iones Ca?*, el tracto digestivo no puede
soportar los enormes requerimientos de iones de Ca?* que demanda la glandula coquiliaria
esto ocurre durante las horas nocturnas cuando el tracto digestivo esta vacio, los niveles
sanguineos de Ca®* disminuyen (Wideman, 1987, Frost y Roland, 1991 y Cardona, 1999).
La disminucion en los niveles plasmaticos de Ca?* estimula la glandula paratiroides para
secretar PTH, lo que resulta en un incremento en la movilizacion de minerales del hueso
(Wideman, 1987). Debido a que durante la resorcion ésea se libera el Ca y el P con una
relacion de 2.5a 1y la relacion de Ca a P en el cascaron es de 20 a 1 (Wideman, 1987), el P
liberado en exceso se acumula en la sangre (Frost y Roland, 1991; Wideman, 1987) esta
acumulacion de P en la sangre es atenuada por una estimulacion en la excrecion de P
urinario por la PTH (Wideman, 1987). Simultaneamente, como resultado de la reduccién en
la tasa de filtracion y/o como resultado de la accién sostenida de la PTH sobre los rifiones,

la excrecion urinaria de Ca®* disminuye (Wideman, 1987).
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1.4 CICLOS DE PRODUCCION EN GALLINA DE POSTURA

Existen diversas maneras de comenzar la produccion de un ciclo de postura, algunos
productores compran pollitas de un dia de edad; otros comienzan el ciclo con pollas
(pollonas) préximas a empezar la produccion (de 15 a 16 semanas de edad), o adquieren
gallinas de fin de primer ciclo para realizar la pelecha forzada con el propoésito de
mantenerlas en su segundo ciclo. (Hernandez et al., 2006). Las gallinas productoras de
huevo para plato se mantienen en un primer ciclo de hasta 75-80 semanas de edad; sin
embargo existe evidencia que el periodo con la mayor produccion de huevo solo dura 55 a
60 semanas, como resultado se obtiene en promedio que una gallina puede producir 360
huevos en un solo ciclo. (Berry, 2003). Para que esto suceda la gallina tiene que desarrollar
todo su potencial genético por lo que se vuelve indispensable que la crianza se realice en
condiciones Optimas esto incluye: manejo, bioseguridad, alojamiento, alimentacion y
obtener los parametros establecidos por la linea genética; ademas de planificar los
remplazos. (Quintana, 2008).

Una practica comin que ayuda a disminuir costos de produccion, es la de someter a las
aves a un segundo ciclo de postura, esto se logra por medio de la pelecha forzada,
fendmeno natural que se observa en gallinas, pavas y otras aves, proceso que se caracteriza
por que todas ellas dejan de poner huevos, mudan o se les caen las plumas y experimentan
una serie de cambios fisioldgicos que las preparan para volver a iniciar un ciclo de postura
(Quintana, 1999). Véase Cuadro 1.

Cuadro 1. Semanas de uno y dos ciclos productivos

CICLO PRODUCTIVO DE UNA GALLINA

ETAPA EDAD (semanas)
CRIANZA 0-19
PRIMER CICLO 20-80
PELECHA 81-85
SEGUNDO CICLO 85-123
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Sin embargo se sabe que este segundo ciclo es menos eficiente disminuyendo la calidad del
huevo, lo cual se puede evaluar mediante la calidad del cascarén (Wistedt et al., 2019).
Durante este segundo ciclo se ha demostrado que los procesos de absorcidn intestinal en las
aves “viejas” disminuyen para una gran cantidad de nutrientes, incluido el calcio
(Mutucumarana et al., 2014). Se sabe que la calidad de huevo en un segundo ciclo puede
disminuir hasta en un 40%, observandose un mayor porcentaje de cascarones rotos,
incompletos, malformados o con fisuras; sin embargo, en algunos casos las pérdidas
econdmicas por este segundo ciclo son menores al cambio de iniciar una nueva parvada
(Wistedt et al., 2019).

1.5 CALIDAD DEL HUEVO Y SU CLASIFICACION

La clasificacion de la calidad del huevo se hace por grados, establecidos en las normas
nacionales e internacionales. La Norma Mexicana NMX-FF-127-SCFI-2016 que reconoce
seis tamarfios de huevo fresco de gallina, que estan determinados por su peso; incluye
factores externos e internos que contienen medidas cuantitativas y otras subjetivas; en
general, las caracteristicas exteriores incluyen factores como la limpieza, solidez, dureza,
textura y forma del cascaron.

Existen varios métodos para medir la calidad externa del huevo, como son la resistencia de
la cascara; mediante la aplicacion de presion y peso sobre el huevo (medida en Newton)
hasta que este se fisure o se rompa, la medicion del color usando espectrofotometria; la
gravedad especifica a través de soluciones salinas con diferentes concentraciones entre
otros métodos (De Ketelaere et al., 2002).

Durante los ultimos afios se han desarrollado varios tipos de sensores para garantizar la
calidad de la cascara de huevo y se cree que estos sensores pronto reemplazaran la tipica
operacion a trasluz que hasta ahora se lleva a cabo en varias granjas. Estos sensores
garantizan la inspeccion visual de la cascara detectando grietas, fisuras y resistencia de la
misma, todo esto utilizando la tecnologia llamada visiébn por computadoras. Ademas
algunos otros sensores basan sus principios en operaciones ultrasonicas, de resonancia

magnética y de punta electrénica. (De Ketelaere et al., 2004).
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La resistencia de la cascara se determina al aplicar una fuerza progresiva hasta que el

cascaron se rompe o se fisura.

El grosor es medido generalmente con un vernier digital de precision realizando las lecturas

de la cascara en el polo medio, superior e inferior. VVéase Figura 8

Area= 3.9782W x 0.7056
Donde W= peso el huevo (g)
0.7056 = es una constante

resistencia de cascara (N)

(%)
[==]

40
35
30

edad
20 30 40 50 60 70 80 90 lsemans)

Figura 8. Evaluacion de la resistencia o ruptura de la cascara segun la edad de la gallina.

[Avicultura.info]

La gravedad especifica tiene una estrecha correlacion con la calidad del cascaron como se

puede observar en la siguiente formula: Kdyn = m-cte-RF?
Donde:
m= masa de huevo
cte= es una constante

RF= es la frecuencia de resonancia de la vibracion en Hz captada por el micr6fono
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Los resultados se pueden interpretar con el Cuadro 2.

Cuadro 2. Gravedad especifica ligada a la calidad del huevo

Gravedad especifica Calidad
+1.090 Muy buena
1,090-1,081 Buena
1.080-1,079 Neutra
1,079-1,077 Regular -Mala
-1,077 Muy Mala

Los huevos con céscara dafiada son es un riesgo importante para la salud publica, ya que
los huevos con una céscara deteriorada se contaminan méas facilmente con bacterias
(Henzler et al., 1994) y como resultado disminuye la calidad de éste alimento; por lo que se
considera que el cascaron del huevo es un factor fundamental en la aceptacion o rechazo
para su comercializacion; también pierden valor comercial, lo que provoca pérdidas
econdmicas sustanciales para la industria (Hamilton et al. 1979; otros aspectos a considerar
son: el peso, forma, color, grosor, densidad y textura del cascaron. Todos estos factores
influyen directamente en el precio y preferencia del consumidor, por lo que es necesario
estandarizar las caracteristicas ideales que se buscan para una buena produccion (Rodriguez
y Bravo, 2019). ); al existir multiples factores involucrados, la incidencia no es precisa; sin

embargo hay reportes que indican entre 8y 10 % de la produccion total (Washburn, 1982).
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1.6 FUENTES DE CALCIO UTILIZADAS EN LA NUTRICION ANIMAL

Entre las fuentes de calcio disponibles para la alimentacién de las gallinas, existen
diferencias en su calidad y biodisponibilidad; siendo esta Gltima en ocasiones incierta
debido a la variacion en su composicion quimica, solubilidad in vitro, diametro
geométrico, y la presencia de otros minerales ( Fassani et al., 2004 y Lichovnikova, 2007)
una de las més utilizadas es el carbonato de calcio como piedra caliza (Rostagno et al.,
2005), sin embargo, las fuentes de calcio utilizadas en la dieta de las aves varian en su
composicion y biodisponibilidad relativa de calcio en un intervalo de entre 5.7% hasta
14.8% de carbonato de calcio disponible y su biodisponibilidad no siempre es la ideal
(Ueda y Taira, 2013 y Hamdi et al., 2015). El carbonato de calcio es la fuente de calcio méas
utilizada debido a su bajo costo y facil adquisicidn, tiene un contenido aproximado de 36%
de carbonato de calcio pero no se puede administrar a traves del agua potable, ya que su
solubilidad en agua es muy baja (0.0013%), (Purgstaller et al., 2019). Esta fuente de calcio
también contiene otros iones bivalentes, como magnesio, manganeso, zinc, cobre y hierro,
se ha postulado que puede haber interacciones nutricionales entre ellos, debido a la

competencia por los sitios de absorcion (Hafeez et al., 2015).

Otros factores a considerar es la interaccion con los componentes dietéticos, como la
quelacion por la presencia de fitatos, (Novak y Scheideler, 2001) y en particular, por el
rapido tiempo de transito gastrointestinal (TGI) de la gallina. (Herrera et al, 2018), que

limita el tiempo de absorcion de este mineral a una media de 4.5 h (Cook, 2017).

A pesar de lo anterior, los valores de Biodisponibilidad (F) reportados hasta ahora en las
gallinas incluyen lactato de calcio (34%), gluconato de calcio (27%), fosfato de calcio
(26%), (Yenice et al., 2015), citrato de calcio (21%) y carbonato de calcio (20%) (Dahiya
etal, 2016y Li et al., 2017).

El tamafio de particula de la fuente de calcio también tiene una relacion directa con el

tiempo de transito y, en consecuencia, con el tiempo de absorcion. Las particulas
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relativamente grandes (> 0.5 mm) muestran una estancia méas prolongada en el tracto
gastrointestinal (TGI) y permanecen disponibles para la absorcién hasta por 12 h, lo que
permite la degradacién de la particula y la posterior liberacion de iones calcio (Rennie et
al., 1997). El carbonato de calcio es una de las fuentes mas utilizadas y se agrega
habitualmente a la dieta de las gallinas en granulos de 2 a 4 mm, o incluso mas pequefios
(Rodriguez y Bravo, 2019).

1.7 VELOCIDAD DE ABSORCION DE NUTRIENTES EN AVES

Entre las multiples funciones del TGI se encuentra los procesos de absorcién de nutrientes
y medicamentos, cuando éstos son administrados via oral en el alimento o en el agua de
bebida, los procesos que actualmente describen estos eventos consideran una serie de
sucesos de repulsion y/o atraccion de cargas electromagneticas que dependen en gran
medida de su hidro o lipofobicidad, utilizando apertura o cierre de canales, ademas de
algun tipo de acarreador, consiguiendo atravesar membranas celulares por gradientes de
concentracion o ser introducidos a las células y al intersticio por algin sistema de bombas
de eflujo sin olvidar que experimentan un metabolismo de primer paso a nivel hepatico
(Sumano et al., 2015).

Si se compara con el sistema digestivo de otras especies animales (rumiantes,
fermentadores, monogastricos, herbivoros, carnivoros, etc.) se consideraria uno de los mas
cortos y con menor tiempo de retencidn (4-6 horas), esta caracteristica fisioldégica da como
resultado una baja absorcion de nutrientes y farmacos (Cook, 2017). Cabe destacar que su
velocidad de absorcion puede verse modificada por muchos otros factores como por
ejemplo, cambios en el pH de los diferentes segmentos, la presencia de altas
concentraciones de iones de distinto origen quimico, la presencia y degradacion enzimatica,
resistencia de la permeabilidad de la mucosa, movimientos antiperistalticos y la presencia

de alimento solo por mencionar algunas (Sumano et al., 2015).

Por otra parte algunos estudios demuestran que los procesos de absorcion intestinal
disminuyen para una gran cantidad de nutrientes incluyendo los minerales cuando las aves

comienzan a tener mayor edad es decir en gallinas “viejas” (Mutucumarana, 2014).
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1.8 PROMOTORES DE LA ABSORCION Y BIODISPONIBILIDAD DE CALCIO

Se le llama promotor de la absorcién al desarrollo y uso de moléculas que potencialicen el
ingreso de sustancias al interior del organismo cuya funcién es la de inducir un aumento en
la permeabilidad por uno o mas mecanismos por ejemplo, alterando las cargas de la
membrana, haciendo mas fluida la bicapa lipidica, inactivando o disminuyendo las
reacciones enzimaticas o simplemente influenciando la entrada del farmaco por cualquier
otra via. Todo esto a través de elementos que se acoplen, vehiculos estratégicos,
transportadores especificos o simplemente impidiendo ser expulsados por las bombas de
eflujo muchas veces presentes en el lumen intestinal con la finalidad de mejorar la
biodisponibilidad de todos ellos (Sumano et al., 2015). Los promotores de la

biodisponibilidad que se utilizaron en este trabajo son los siguientes:
1.8.1 EXTRACTO ACUOSO DE PALO AZUL (Eysenhardtia polystachya)

Actualmente el uso de extractos naturales como promotores de la absorcion se ha vuelto
una tendencia debido a las reformas regulatorias que en este momento rigen nuestro pais
(SAGARPA, 2019) y organismos regulatorios internacionales como Food and Drug
Administration (FDA) y European Medicines Agency (EMA) lo que da como resultado la
busqueda de nuevas opciones en la mejora de la terapéutica veterinaria. Una alternativa es
el uso de plantas, hierbas y raices medicinales dada la variedad de principios activos
potenciales y al mismo tiempo aprovechar su naturaleza biodegradable (Alcala et al.,
2015).

La Eysenhardtia polystachya es una planta originaria de América, es conocida como palo
azul o palo dulce. En el tallo se han identificado los flavonoides dimetoxi-metilendioxi-
pterocarpan y dehidrorotenona, el esterol beta-sitosterol y un componente de estructura no
determinada el agustlegorretoside, en la corteza del tallo se ha detectado la presencia del
triterpeno beta-amirina. En el duramen el flavonoide hidroxi-trimetoxi-isoflavona y en la
madera del tronco, los flavonoides coatlina A y B ademas de cumarina flemichaparin C
(Martinez, 1991 y Argueta et al, 1994). Su uso se remonta a los aztecas y existe evidencia

de ello en el Codice Florentino (Ortega, 1892) es ahi donde se da a conocer “que el agua
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bebida de la madera reposada era adecuada para curar la tos, problemas de orina y rifion”
expresO Martinez en 1991, a pesar de su extenso uso en humanos, existe muy poca
informaciéon en el &mbito veterinario; sin embargo la Sociedad Mexicana de Historia
Natural en el siglo XIX describié su uso como diurético y para las epizootias de las gallinas
(Argueta et al, 1994). Existe evidencia cientifica que al administrar el extracto acuoso en el
agua de bebida a las aves de produccion se obtienen excelentes resultados al mejorar la
salud de la parvada (Carrillo, 2013 y Gutiérrez et al., 2015). Desafortunadamente no se han
realizado estudios suficientes farmacoldgicos y fitoquimicos que demuestren cuél de las
moléculas presentes en el extracto acuoso es el responsable de generar dichos beneficios.

1.8.2 EXTRACTO ACUOSO DE JUGO DE TORONJA (Citrus paradisi)

La toronja pertenece a la familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae género “citrus”, su
origen es atribuido al norte de Asia principalmente en China, sin embargo este citrico puede
crecer en condiciones ambientales muy diversas, siendo Estados Unidos, Sudéafrica, China,
Israel y Meéxico los mayores productores a nivel mundial (Cruz-Fernandez, 2007). Se le ha
identificado compuestos como: protopectinas, pectinas, azucares, minerales, flavonoides,
aminodcidos, vitamina C entre otros (Rojas et al., 2007). En el jugo se han identificado
azucares como glucosa, fructuosa y sacarosa ademas de &cido citrico, mélico, tartarico y
vitaminas C y B asi como licopenos (carotenoides) que son los responsables de dar la
pigmentacion al jugo (Villa-Londono, 1996). Por su actividad farmacolégica se han
desarrollado numerosas investigaciones que le han atribuido propiedades antibacterianas
(Barrion et al., 2014), antifangicas (Ortufio et al., 2006), antivirales (Buitrago et al., 2011),
antioxidantes (Nijveldt et al., 2001) y promotoras de la absorcion de algunas sustancias (De
la Rosa-Hernadez et al., 2016).

1.8.3 EXTRACTO DE OLEORRESINA DE CAPSICUM

Existen diferentes productos para promover la absorcién de los farmacos y minerales; sin
embargo, no todos cumplen con los requisitos fundamentales para poder ser Utiles en la
industria avicola, considerando que uno de los principales es el costo. Una opcion que se

puede considerar importante por sus maltiples beneficios y de bajo costo es la oleorresina
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de capsaicina ya que aparte de mostrar actividad antibacteriana y disminuir la liberacion
fecal de Salmonella sp, este material es un pigmento natural de la yema y se considera un
promotor del crecimiento no antibi6tico que se incluye en las dietas de las gallinas en todo
el mundo normalmente de 3 a 5 ppm (Huang, 2012).

La capsaicina es un alcaloide de férmula C1gH2703 N es solido a temperatura ambiente
(punto de fusion 64°C). Su nombre es (E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-8-metilnon-6-
enamida. Conjuntamente con la dihidrocapsaicina (capsaicina que ha perdido el doble
enlace por hidrogenacion), forman el 90% de todos los compuestos responsables del picor
del aji y los pimientos (Reyes-Escogido et al., 2011). VVéase Figura 9

HO HO
H H
s < SN
HyCO M)\ HyCO N \H/\/\/\)\
= Capsaicina Dihidrocapsaicina o

Figura 9. Estructura quimica de la capsaicina y dihidrocapsaicina.

En 1912, el quimico Wilbur Scoville desarrollo la escala Scoville que mide el grado de
picor de un pimiento. Scoville asignd un valor de cero a los pimientos dulces, que no pican
(Scoville, 1912). En el otro extremo de la escala ubico a la capsaicina a la que le dio un
valor de dieciséis millones como la sustancia mas picante (Caterina et al., 1997). Como se

muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Grado de picor o pungencia de diferentes pimientos, segin la escala Scoville.

Fruto Grado de picor
Pimiento comun/dulce <100
Pimiento mexicano 100-500

Pimiento de cayena

30 000-50 000

Pimiento habanero

100 000-350 000

Capsaicina

16 000 000

23




1.9 VEHICULOS GASTRORETENTIVOS

Existen promotores de la biodisponibilidad y retencion géstrica, cominmente utilizados en
medicina veterinaria con distintas funciones; pueden actuar como agentes de revestimiento,
desintegrantes, agentes formadores de peliculas, mucoadhesivos, y como agentes que
incrementen la viscosidad. Algunos ejemplos son: chitosan, ciclodextrinas, carbopol,
metocel y los poloxameros ya que actlan como sistemas de liberacién modificada. Siendo
los mucoadhesivos una opcion significativamente importante ya que generan una
adherencia a la pared gastrica aumentando el tiempo de contacto y esto a su vez incrementa
la biodisponibilidad de los minerales (Aulton, 2004).

De todo lo anterior se desprende la necesidad de disefiar una forma farmaceutica de calcio
que aumente la absorcion y por ende su biodisponibilidad sea mayor a nivel intestinal, asi
como crear un preparado de liberacion modificada que promueva la estancia de este

mineral en el organismo del ave durante mayor tiempo.
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2. JUSTIFICACION

El huevo es una da las principales fuentes de proteina de origen animal en el mundo y
posiblemente la més econdmica de todas, México se encuentre entre los principales
productores de huevo y es el principal consumidor a nivel mundial. A pesar de que la
produccion de huevo sea tan eficiente, la fase de mayor produccion de huevo solo dura 55
a 60 semanas de vida, posteriormente la calidad de la produccion se ve disminuida,
reflejandose esto en la calidad del cascarén. Entre las principales causas de esta caida en la
calidad del huevo se ha encontrado que en gallinas “viejas” (mayores de 70 semanas) la
absorcion del calcio a nivel intestinal es menor. Debido a ello es importante considerar
fuentes de calcio de mayor biodisponibilidad (lo cual puede aumentar los costos de
produccién) o utilizar vehiculos promotores de la absorcion que no aumenten
significativamente estos costos. Por otro lado, es importante considerar que el vaciamiento
del TGI de las aves es mas rapida que la mayoria de las especies domeésticas, siendo en
promedio de 4-6 horas, lo que da poco tiempo de absorcidn al calcio. Si se considera todo
lo anterior, el uso de vehiculos promotores de la biodisponibilidad conjuntamente con
vehiculos que modifiquen el tiempo de estancia del mineral, podrian aumentar la absorcion
de calcio a nivel del TGI, proporcionando a las aves el calcio sérico suficiente para
mantener la calidad de la produccion de huevo en gallinas “viejas” o de segundo ciclo
ademas de disminuyen finalmente los costos de produccién dado que no se va a tener que
invertir en la compra de pollito de reemplazo y se va a poder mantener un ciclo mas a las

gallinas con una eficiente produccion de huevo. Se puede eliminar o mejorar la redaccion.
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3. HIPOTESIS

El uso de vehiculos promotores de la biodisponibilidad de calcio aunados a vehiculos de

liberacion modificada disefiados a los pH’s del TGI de las aves puede mejorar la absorcion

de calcio intestinal, proporcionando una mayor cantidad de calcio para la produccion de

huevo de buena calidad en gallina de segundo ciclo.

4. OBJETIVO GENERAL

Disefiar mediante el sistema FOLA (patente UNAM: MX/a/2012/013222) un preparado de
liberacion modificada de calcio con promotores de la biodisponibilidad para gallina de

postura de segundo ciclo.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

>

Evaluar la biodisponibilidad de diversas fuentes de calcio en aves de postura

Evaluar in vitro diversos vehiculos de liberacion modificada para carbonato de

calcio

Evaluar in vivo diversos vehiculos promotores de la biodisponibilidad de carbonato

de calcio en aves de postura

Disefio y evaluacion in vivo, en unidades experimentales con pocas aves, de los
preparados de carbonato de calcio con liberacion modificada y con promotores de la

biodisponibilidad utilizando el sistema FOLA.

Evaluacion en condiciones de produccion comercial intensiva la calidad del
cascaron de huevo administrando en el alimento el preparado de carbonato de calcio
con liberacién modificada y con promotores de la biodisponibilidad., utilizando el
sistema FOLA.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 FASE |. EVALUACION DE LA BIODISPONIBILIDAD DE DIVERSAS
FUENTES DE CALCIO EN GALLINA DE POSTURA

5.2 UBICACION

El presente estudio se llevd a cabo en una unidad experimental de la FMVZ, UNAM, en el
Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Avicola (CEIEPAV) y en el
Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la FMVZ, UNAM con autorizacion del
Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion
(SICUAE) de la FMVZ de la UNAM con numero de autorizacion DC-2018/2-1

5.3 ANIMALES E INSTALACIONES

El presente estudio, se llevo a cabo en el Departamento de Fisiologia y Farmacologia y en
el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Avicola (CEIEPAvV), de
la FMVZ, UNAM, cumpliendo con las regulaciones mexicanas para el uso de animales de
experimentacion segun lo establecido por la Universidad Nacional de Autonomia de
México (UNAM) con base en las prescripciones mexicanas de la NOM-062-Z0O0-1999 y
con la autorizacion del Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
Experimentales (SICUAE) de la FMVZ con namero de autorizacion DC-2018/2-1. Se
utiliz6 un total de 300 gallinas Bovans White de 24 semanas de edad y 6 semanas de
produccién con peso promedio de 1620+ 30.2 g a las cuales se les dividio aleatoriamente en
4 grupos de 75 aves cada uno con tres repeticiones por grupo de 25 gallinas cada una. Las
aves se alojaron en jaulas tipo california de 40 cm de ancho, 45 cm de profundidad y 45 cm
de altura, con una densidad de tres gallinas por jaula (600cm2/ ave). Se le proporciono un
bebedero de copa por cada jaula (3 aves/jaula) y un espacio del comedero de canal de 13.3
cm/ave, de acuerdo a lo que menciona el manual de la estirpe para el manejo de las aves en
jaula (Bovans White, 2020). Se ofrecio el agua potable (NOM-127-SSA1-1994) ad libitum,
se le proporciond en promedio 100 g de alimento/ave/dia, asi como un fotoperiodos de 16

horas diarias de luz.
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La evaluacion consto de dos fases, con los mismos grupos de aves, lo que se modifico fue
la adicion de calcio en la dieta, en la primera fase la dieta fue balanceada conforme a los
lineamientos de la estirpe y en la segunda fase se retir6 el total de calcio fino y grueso que
se aflade normalmente como carbonato de calcio en la dieta; Gnicamente se mantuvo el

calcio contenido en el ortofosfato de calcio. Cuadro 4y 5

Cuadro 4. Composicion y contenido de nutrientes calculado de la dieta.

Ingredientes (Kg) Fase |
Maiz 595
Harina de soya 48% 267
Aceite de soya 13.00
Sal 4.00
Carbonato de calcio 101.00
Ortofosfato 1820 11.00
Vitamina-E 3.00
DL-metionina 99 1.98
L-lisina 2.75 2.75
Vitamina B2 0.200
Vitamina B12 0.200
Fitasa Ronozyme (GT) 0.100
Total 1000
Analisis Calculado (g/kg)
Energia Metabolizable (Kcal/kg) 2859
Proteina cruda% 18.792
Calcio Total 4.100
Fosforo (Disp)3.80 0.450
Metionina + Cisteina 4.50 0.800
Lisina% 0.980
Triptofano% 0.220
Sodio% 0.180
Colina (mg/kg) 1022.63
Cloro% 0.275
Acido linoleico % 1.867

Cantidad/kg: Retinol 0.9 g, colecalciferol 0.019 g, d-alfa tocoferol 10.004 g, filloquinona 1.0 g,
riboflavina 4.0 g, cianocobalamina 0.060 g, piridoxina 3.0 g, pantotenato de calcio 13.0 g, niacina
25 g, biotina 0.063 g, cloruro de colina 250 g. *Cantidad / kg: 0,2 g de selenio, 0,1 g de cobalto, 0,3
g de yodo, 10 g de cobre, 50 g de zinc, 100 g de hierro, 100 g de manganeso.
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Cuadro 5. Composicion y contenido de nutrientes calculado de la dieta.

Ingredientes (KQ) Fase 11
Maiz 595
Harina de soya 48% 267
Aceite de soya 13.00
Sal 4.00
Carbonato de calcio 0
Ortofosfato 1820 11.00
Vitamina-E 3.00
DL-metionina 99 1.98
L-lisina 2.75 2.75
Vitamina B2 0.200
Vitamina B12 0.200
Fitasa Ronozyme (GT) 0.100
Total 1000
Analisis Calculado (g/kg)
Energia Metabolizable (Kcal/kg) 2859
Proteina cruda% 18.792
Calcio Total 0
Fosforo (Disp)3.80 0.450
Metionina + Cisteina 4.50 0.800
Lisina% 0.980
Triptofano% 0.220
Sodio% 0.180
Colina (mg/kg) 1022.63
Cloro% 0.275
Acido linoleico % 1.867

Cantidad/kg: Retinol 0.9 g, colecalciferol 0.019 g, d-alfa tocoferol 10.004 g, filloquinona 1.0 g,
riboflavina 4.0 g, cianocobalamina 0.060 g, piridoxina 3.0 g, pantotenato de calcio 13.0 g, niacina
25 g, biotina 0.063 g, cloruro de colina 250 g. *Cantidad / kg: 0,2 g de selenio, 0,1 g de cobalto, 0,3
g de yodo, 10 g de cobre, 50 g de zinc, 100 g de hierro, 100 g de manganeso.

Los grupos experimentales se identificaron como: 1.- Carbonato de calcio (GCc):
proveniente de reactivos quimicos Meyer; 2.- Fosfato tricalcico (GFtc) de Calcigenol®; 3.-
Lactato gluconato de calcio (GLgc) de Sandoz®; 4.- Grupo control (GC) Unicamente
consumio el calcio de la dieta. Todos los grupos fueron dosificados con una fuente de
calcio a razén de 1 g de calcio/ave/dia a excepcion del GC. Las presentaciones
farmacéuticas comerciales contienen diferentes concentraciones de calcio lo que conllevo a
un ajuste en la dosis para obtener 1 g de calcio/ave/dia por presentacion farmacéutica. Ver

Figura 10 y Cuadro 6
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Cuadro 6. Dosificacion de tres diferentes fuentes de calcio: GC= grupo control, GLgc=grupo
lactato gluconato de calcio, GFtc= grupo fosfato tricalcico, Gce= grupo carbonato de calcio. Todos
ajustados a dar 1 g/calcio/ave.

Grupo Dosis Volumen dosis Férmula Calcio total/mL
(g/ave) final (mL) quimica de producto
GC 0 - - -
GCc 1 3.06 CaCOs 0.9757+0.2
GFtc 1 2.80 Cas (PO4). 1.071+0.2
GLgc 1 3 C12H22014 1.000+0.1

Previo a la administracion de calcio se tomd una muestra sanguinea basal a todas las aves,
posteriormente se tomaron muestras de sangre de al menos 0.5 ml por ave de la vena radial
a 8 animales por tiempo y por grupo/repeticién, los tiempos de muestreo fueron: 0, 10, 20,
30, 40, 60, 120, 240 y 1440 minutos. Las muestras se colocaron en tubos sin
anticoagulante, manteniéndolas a temperatura de 2°C a 4°C; se centrifugaron a 5000 ¢
durante 15 min para la separacion del suero, posteriormente se realizaron las lecturas de
concentraciones de calcio en el analizador quimico semi-automatico Easy Vet®. Ver
Figura 11. El cual basa sus lecturas en una técnica analitica en la deteccion y
cuantificacion de una reaccion altamente especifica de calcio con o-cresolftaleina-
complexona y 8-hidroxiquinolina a pH 8,2 que mide a una longitud de onda de 570 nm.
Posteriormente se realizaron las curvas farmacocinéticas de concentracion serica de calcio

vs tiempo, con ayuda del programa PkAnalist.

Figura 10. Administracién de 1g Figura 11. Analizador quimico Semi-
de cada fuente de calcio. automatico Easy Vet®.
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5.4, FASE 1l. EVALUACION DE DIVERSOS PROMOTORES DE LA
ABSORCION DE CALCIO EN GALLINA DE POSTURA

En la segunda fase se utilizaron las aves de la fase I con las mismas condiciones y nimero
de animales para determinar los niveles de calcio séricos utilizando como promotor de la

biodisponibilidad un extracto acuoso de toronja, capsaicina y palo azul.

5.4.1 PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE PALO AZUL (Eysenhardtia
polystachya)

Para la elaboracién del extracto se adicion6 en un litro de agua potable 100 g de tronco de
Eysenhardtia polystachya previamente identificada por un etnoboténico para confirmar su
identidad. Se dejo por un lapso de dos horas a reposar.

Una vez que fue preparado el extracto se tomo con una probeta graduada 0.5 L del mismo y
posteriormente fue diluido en 4 L del agua. Esta dilucion se agreg6 al agua de bebida de las
aves durante 24 horas 75 gallinas * 250 ml/dia= 19 litros. La toma de muestras de sangre
fue al dia siguiente a las 6:00 am para imitar los patrones de consumo de calcio de las

gallinas en condiciones productivas.
5.4.2 PREPARACION DEL EXTRACTO DE TORONJA

Para la elaboracion del extracto de toronja se utiliz6 el jugo de 1 kg de toronja recién
exprimida y tamizada, se quitaron las impurezas. Una vez que fue preparado el extracto se
tomo con una probeta graduada 0.5 L del mismo y posteriormente fue diluido en 4 L del
agua. Esta dilucion se agregé al agua de bebida de las aves durante 24 horas. 75 gallinas *
250 ml/dia= 19 litros. La toma de muestras de sangre fue al dia siguiente a las 6:00 am para

imitar los patrones de consumo de calcio de las gallinas en condiciones productivas.
5.4.3 PREPARACION DE LA OLEORRESINA DE CAPSAICINA

Para la elaboracién del extracto de capsaicina se adicion6 una concentracion de 20 ppm de
extracto oleoso de capsaicina con una pureza de 1,000,000 de unidades Scolville

proporcionado por VEPINSA de C.V., Sinaloa, México, al agua de bebida de las aves
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durante 24 horas. La toma de muestras de sangre para determinar las concentraciones
séricas de calcio, se realiz6 al dia siguiente a las 6:00 am para imitar los patrones de

consumo de calcio de las gallinas en condiciones productivas.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las concentraciones de calcio en suero en ambas fases fueron procesados
por el software PKanalyst (MicroMath, Salt Lake City, Utha), utilizando el modelo 5 (r? =
0.923). La informacion recopilada fue: area bajo la curva de concentracion sérica de calcio
en funcion del tiempo en 24 h (AUCO-24), concentracion sérica maxima de calcio (Cmax) y
tiempo para alcanzar la Cmax (Tmax). Ademas, los datos obtenidos se analizaron con
pruebas de Kruskal-Wallis para muestras independientes donde los parametros se
consideraron significativamente diferentes si P <0.05. Ademas, se utilizaron las pruebas
Dunnet "t" para determinar el valor de significacion entre las variables Cmax, Tmax y
AUCO24.
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6. EVALUACION IN VITRO DE TRES SEGMENTOS DEL TRACTO
GASTROINTESTINAL CON PREPARADOS DE CALCIO PARA DETERMINAR
EL MAYOR SITIO DE ABSORCION

En esta fase se utilizaron una muestra de 20 aves en las cuales se procedié a la eutanasia
para posteriormente extraer el tracto digestivo y evaluar la concentracion de calcio
absorbido en buche, molleja y duodeno administrando 1 g de pellet FOLA con carbonato de
calcio utilizando el sistema de montaje en camara de érganos aislados que consiste en
mantener vivo al érgano durante un periodo de por lo menos 8 horas, utilizando camaras de
vidrio con recirculacién de agua a temperatura de 39 - 40 C° suspendido dentro de la
camara con solucion Tyrode que contiene: Na Cl =8.0 g CaCl>= 0.2 g Mg Cl,= 0.1g KCI =
0.2 g NaH; PO4= 0.05 g Dextrosa = 1.0 g NaHCOz = 1.0 g H2O = cbp 1 L. Solucion que
mantiene vivo al 6rgano y a los tejidos proporcionandole energia y nutrientes necesarios,
ademas se conecta una manguera con oxigeno dentro de la solucién. Ver Figura 12, 13, 14,
15y 16.
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Figura 14. Segmento duodeno-pancreas. Figura 15. Camara de 6rganos aislados.

Figura 16. Camara de d6rganos aislados con un segmento de buche, molleja y duodeno.



La evaluacién consistio en agregar 1 g del preparado FOLA dentro de cada 6rgano y tomar
una muestra de la solucion de la camara de drganos aislados durante 3 horas cada 20
minutos utilizando una pipeta de 1 ml para la toma de muestras. Se obtuvo una muestra de
0.5 ml que se depositd en viales de plastico Eppendorf™ para su posterior lectura en el
analizador quimico semi-automatico Easy Vet®. Es importante sefialar que la cantidad de
solucion recolectada se sustituia con nueva solucién Tyrode para mantener constante la

cantidad inicial de 250. mL en la cAmara.

7. EVALUACION POR PREFERENCIA EN EL COLOR EN SISTEMA FOLA
MEDIANTE EL CONSUMO

Para la evaluacién sobre la predileccién por algun color del pellet prototipo FOLA sin
vehiculos de liberacion modificada, se utilizaron en la granja del CEIEPAv 300 gallinas
Bovans white divididas en 5 grupos con 60 aves c/u durante 5 dias; los colores utilizados

fueron: rojo, verde, anaranjado, amarillo y azul VVéase Figura 17.

La evaluacidn consistié en depositar los pellets en el alimento, a las 6:00 am esperar 20 min

y recolectar el pellet para pesar cuanto habia quedado en el comedero. Véase Figura 18.

Figura 17. FOLA’S de diferentes colores administradas via oral en el alimento.

AN
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Figura 18. FOLAS color rojo en el comedero.
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8. FASE Ill. EVALUACION DEL SISTEMA FOLA EN AVES DE POSTURA DE
SEGUNDO CICLO DE LOS PREPARADOS DE CARBONATO DE CALCIO DE
LIBERACION MODIFICADA MAS CAPSAICINA COMO PROMOTOR DE LA
BIODISPONIBILIDAD

Se desarrollo un preparado farmacéutico de liberacion modificada que cumpla los
requisitos de mantenerse en el TGI de las aves por 24 horas a partir de la patente FOLA (F=
Biodisponibilidad; O= Optima; LA= Larga accién) registrada por la UNAM con el No de
patente MX/a/2012/013222 y que ha sido evaluada con antibacterianos en aves comerciales
(Gutiérrez et al, 2017). Su principio farmacoldgico se basa en formas, colores y tamafios
ideales para estimular su consumo, mas vehiculos que proporcionen liberaciones
prolongadas en el TGI de las aves con respecto a los pH’s de diversos segmentos del
intestino (Gutiérrez et al, 2018). Asi mismo se sabe que la capsaicina (la cual es un insumo
comun en la avicultura) ha funcionado como promotor de la biodisponibilidad de algunos
farmacos en aves (Gutiérrez et al, 2002) por lo cual se decidié utilizarla dado el costo que

representa su inclusion en la dieta (Gutierrez et al, 2002 y Pelicia et al., 2007).

La evaluacion consistio en administrar los 5 productos FOLA de diferente color a un total
de 180 gallinas Bovans-White de 80 semanas de edad, con una pelecha de 10 dias y un peso
promedio de 1,570 + 20 g; se alojaron tres aves en cada jaula tipo California, de 40 cm de
ancho, 45 cm de profundidad y 45 cm de altura (600 cm2/gallina). Se les proporciond agua
ad libitum por medio de bebedores de taza (uno por cada jaula) y se establecié un programa

de iluminacion de 16 horas de luz /8 de oscuridad.

El alimento se suministré en un comedero de canaleta (13.3 cm/gallina), conteniendo 4.1%
de carbonato de calcio para cumplir ambas recomendaciones para la edad de esta linea
genética (Bovans Write 2020). El estudio establecio el tiempo 0 como las 6:00 a.m. con la
finalidad de mantener los tiempos de consumo de calcio de los animales en condiciones
productivas. Los animales fueron divididos aleatoriamente en 4 grupos de 45 animales con
3 repeticiones de 15 aves por grupo. Un grupo control (GC) se establecié como testigo sin

la inclusion de FOLA, conteniendo 4.1 % de calcio (como carbonato de calcio) se
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denomind grupo control (GC) ya que no se les administro FOLA en el alimento. Los tres
grupos experimentales restantes no contenian el 4.1 % de carbonato de calcio en el
alimento por lo que se solicito no agregarlo a la formulacién, dado que a los grupos
experimentales se les administraria en forma de FOLA y fueron identificados como :
Grupo Fola Carbonato de calcio (GFCca) incluia carbonato de calcio de Meyer Chemical
Reagents, México; 2.- Grupo Fola Carbonato de calcio igual al grupo anterior (Meyer
Chemical Reagents, México), adicionado con 7 ppm de oleorresina de capsicum en el
sistema FOLA més Capsaicina de Pungencia 500,000 unidades Scoville proporcionada por
VEPINSA S.A. de C.V., Los Mochis, Sinaloa, México (GFCcaCp5 ) y 3.- Grupo
(GFCcaCp10) igual al anterior pero la capsaicina tenia una pungencia de 1,000,000 de
Unidades Scoville.

Se tomaron muestras de sangre (< 1 mL por ave) en los siguientes tiempos 0, 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 horas a 5 aves por grupo tratando de no muestrear mas de 2
veces la misma ave. Las muestras se centrifugaron a 5,000 g durante 15 min, se recupero el
suero y se leyo inmediatamente el contenido de calcio mediante un analizador quimico
semiautomatico Easy Kem Vet® (Kontrolab, Ciudad de México), el cual tiene sus bases de
deteccién y cuantificaciobn en una reaccion altamente especifica de calcio con o-
cresolftaleina-complexona y 8-hidroxiquinolina, a un pH de 8.2. Los resultados de las
concentraciones de calcio en suero se procesaron mediante el programa de farmacocinética
PKAnalyst (MicroMath, Salt Lake City, Utha, 1998). Los datos farmacocinético obtenidos
se compararon estadisticamente mediante pruebas de Kruskal-Wallis y pruebas t de Dunnet
para muestras independientes. Se considerd un valor estadisticamente significativo cuando
P <0.05.
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9. FASE IV. EVALUACION DE BIODISPONIBILIDAD DE CALCIO EN
GALLINAS DE POSTURA DE SEGUNDO CICLO CON PREPARADOS TIPO
FOLA MAS CAPSAICINA

En esta fase se evaluaron las concentraciones de calcio sérico después de administrar el
pellet FOLA en el alimento a razon de 8 g por ave que contenian 4.1% de carbonato de
calcio ¢sera calcio? y se le adicioné una concentracion de 6 ppm de extracto oleoso de
capsicum con una pureza de 1, 000,000 de unidades Scolville como promotor de la

biodisponibilidad.

Se incluyeron un total de 1000 gallinas Bovans-White de 85 semanas de edad. El estudio se
Ilevo a cabo en dos fases: la cinética de calcio (fase 1) se realizé con 400 gallinas, y para el
estudio de calidad de cascardn y grosor de huevo se utilizaron 600 gallinas (fase 2). Las
gallinas presentaron una muda forzada con duracion de 10 dias y tenian un peso promedio
de 1,520 + 28 g. Se colocaron en jaulas tipo California, de 40 cm de ancho, 45 cm de
profundidad y 45 cm de alto para una superficie de 600 cm / gallina. Se adaptaron a un
ciclo de oscuridad / luz de 8 a 16 h, tuvieron acceso libre al agua utilizando bebederos de
taza a razon de 3 gallinas / taza, y su alimento se suministrd utilizando comederos de canal
(13,3 cm / gallina) siguiendo los estandares establecidos por la guia de manejo Bovans-
White 2020. Para evitar condiciones de deficiencia de calcio extrema / artificial, la comida
incluia un minimo de carbonato de calcio que correspondia al 2% antes del comienzo de

esta prueba.

Para imitar los patrones de consumo de calcio de las gallinas en condiciones de produccion,
el estudio comenzo6 el primer dia a las 6:00 am y se llevd a cabo durante 5 dias. Se
dividieron al azar en 4 grupos de 100 animales cada uno, y luego se subdividieron en cinco
repeticiones por grupo (20 / replica). Se establecié un grupo control (GC) con 4.1% de
carbonato de calcio en el alimento basado en los niveles sugeridos para la estirpe (Guia de
manejo Bovans-White, 2020) Los grupos experimentales no se les proporciond el 4.1% de
carbonato de calcio en la dieta; se incorporé a los granulos de FOLA fabricados como se

describe en la patente mencionada. Al grupo GF se le adicionaron 8 g de pellet FOLA /

39



gallina que contenian el 4,1% de carbonato de calcio; el grupo GFc5 recibié 8 g de pellets
de FOLA / gallina que también contenian 4.1% de carbonato de calcio mas 6 ppm de
oleorresina de capsaicina de 500,000 unidades Scoville (VEPINSA SA de CV, Sinaloa,
México), y el grupo GFc10 recibié 8 g FOLA-pellets / gallina con 6 ppm de oleorresina de
capsaicina de 1.000.000 unidades Scoville (VEPINSA SA de CV, Sinaloa, México). La

hora de alimentacion (6 am) se considerd hora O para todos los grupos.

Se extrajo sangre (1-2 ml) de cinco aves por repeticién a las 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16,
18 y 24 h los dias 1 y 5; en los dias 2, 3y 4, las gallinas se muestrearon solo a las 2, 10 y 18
h. Por lo tanto, cada gallina se muestre6 no mas de ocho veces durante estos 5 dias de
prueba. Se tomaron 25 muestras por cada tiempo de muestreo en cada grupo. Las muestras
se centrifugaron inmediatamente (5,000 g durante 15 min) y el suero se recuperé para las
mediciones de concentracion de calcio mediante un analizador quimico semiautomatico
Easy Kem Vet® (Kontrolab, Ciudad de México). Esta técnica analitica se basa en la
deteccién y cuantificacion de una reaccion altamente especifica de calcio con o-
cresolftaleina-complexona y 8-hidroxiquinolina a pH 8,2. EI complejo se mide a una
longitud de onda de 570 nm. Para la estandarizacion de la técnica analitica se establecié una
curva de recuperacion de cloruro calcico agregado (Quimica Sigma-Aldrich) en agua estéril

desmineralizada con una r = 0,99.

Se utiliz6 un programa computarizado de eliminacion de curvas para ajustar y analizar los
patrones de concentracion de calcio en funcion del tiempo para cada grupo (PKAnalyst,
MicroMath, Salt Lake City, Utah, 1998, EE. UU.). Los modelos de mejor ajuste (r 3 =
0,99) se eligieron después del analisis mediante la suma de cuadrados residual y el criterio
de informacion minima de Akaike. Hubo varias métricas: calcio sérico durante 24 h
(AUCO0-24); la concentracion maxima de calcio sérico obtenida (CMAX); tiempo en el que
se alcanza CMAX (TMAX); y RT (tiempo medio de residencia). Las diferencias
estadisticas en las concentraciones séricas de calcio entre los grupos se llevaron a cabo
mediante una prueba U de Mann-Whitney. Los valores de probabilidad de estos datos se

compararon mediante pruebas de Kruskal-Wallis y Dunnet t-pruebas para muestras
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independientes. Se consideré un valor estadisticamente significativo cuando P < 0.05.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con SPSS 14.0 para Windows.

10. FASE V. EFECTO DEL PREPARADO TIPO FOLA MAS CAPSAICINA
SOBRE EL GROSOR DE CASCARON Y % DE HUEVO EN FARFARA EN
GALLINAS DE SEGUNDO CICLO.

Se utilizaron 600 gallinas para la evaluacion del numero de huevos producidos en farfara se
estimé una muestra de 150 gallinas por grupo con tres repeticiones, y se midio el grosor del
cascaron (polos medio, superior e inferior) con un vernier digital de precision con un error
de + 0,01 mm. La superficie de la cascara del huevo se determind mediante la siguiente
formula: area = 3,9782 W x 0,7056 donde W es el peso del huevo (g). El porcentaje de
produccion de huevos en farfara de gallinas suplementadas se registrd durante los
siguientes 6 dias Estos datos se compararon estadisticamente mediante las pruebas de
Kruskal-Wallis y las pruebas t de Dunnet para la independencia. Se considerd un valor
estadisticamente significativo cuando P < 0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron
con SPSS 14.0 para Windows. Véase Figura 19

Figura 19. Huevos en farfara vs huevo normal.



11. RESULTADOS

11.1 FASE |. EVALUACION DE LA BIODISPONIBILIDAD DE DIVERSAS
FUENTES DE CALCIO EN GALLINA DE POSTURA

Curva de calcio sérico en aves de postura

En las aves de la fase 1, las concentraciones maximas de calcio en suero (Cmax)
aumentaron gradualmente desde los 10 min después de la administracion de las diferentes
fuentes de calcio, en comparacién con el grupo control Ver Cuadro 7 ademas se observa
una diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05), entre tratamientos, el GLgc
demostro tener mayor porcentaje de biodisponibilidad (F%) y el Gce fue el menos

biodisponible. Como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Concentraciones de calcio en suero sanguineo después de administrar 1g de calcio por
ave en una sola dosis via oral, en la Fase I. GC= grupo control, GLgc=grupo lactato gluconato de
calcio, GFtc= grupo fosfatotricalcico, Gee= grupo carbonato de calcio.
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Cuadro 7. Parametros cinéticos de tres diferentes fuentes de calcio después de administrar via oral
1g de calcio por ave en gallinas Bovans White Fase I: CaCOs= carbonato de calcio; Caz (POa),=
Fosfato tricalcico; C12H22014= lactato gluconato de calcio, y GC= control; H,O. Los resultados de
ambas fases se llevaron a cabo mediante el andlisis de areas bajo la curva y Cmax.

Dosis Tmax Cmax AUCral
Grupo sal g/ave min mg/dL mgemin/dL
Gcee CaCOs 1 120 20.02+ 1.2 26144.18+ 1.5
GFtc | Caz (POy). 1 20 25.43+ 0.8 24365.405+ 1.3
GLgc | CiH20u4 1 20 34.65+ 1.6 28456.12+ 1.2
GC H20 0 10 15.51+1.1 20085.49+1.2

Las concentraciones séricas de calcio (Cmax) obtenidas entre los tratamientos de la fase 2
no presentan diferencia estadisticamente significativa, (P> 0.05) entre GLgc con GFtc y
Gcee, véase Cuadro 8 sin embargo estos si mostraron diferencia estadisticamente
significativa con el GC, los valores obtenidos se mantuvieron inferiores comparadas con

las aves en la fase 1, como se observa en la Figura 21.
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Figura 21. Concentraciones de calcio en suero administrando 1g de calcio por ave en una sola dosis

por via oral en aves, alimentadas con dieta modificada, libre de calcio fino y grueso. GC= grupo

control, GLgc=grupo lactato gluconato de calcio, GFtc= grupo fosfato tricalcico, Gce= grupo
carbonato de calcio.
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Cuadro 8. Parametros cinéticos de tres diferentes fuentes de calcio administrado via oral en
gallinas Bovans White Fase II: CaCOs= carbonato de calcio; Cas (PO.).= Fosfato tricalcico;
C12H2,014= lactato gluconato de calcio, y GC= control. Los resultados de ambas fases se llevaron a
cabo mediante el andlisis de areas bajo la curva y Cmax.

Sal Dosis Tmax Cmax AUCral
glave min mg/dL mgemin/dL
CaCOs3 1 40 28.56+ 1.2 31477.79+£ 1.5
Caz (PO4) 1 120 26.76+ 0.8 35683.26+ 1.3
C12H22014 1 40 28.56% 1.6 26835.36+ 1.2
H,O 0 30 14.77+¢1.1 19789.49+1.2
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11.2 FASE Il. EVALUACION DE DIVERSOS PROMOTORES DE LA
ABSORCION DE CALCIO EN GALLINA DE POSTURA

Las aves que fueron dosificadas con el preparado farmacéutico FOLA adicionado con los
promotores de la biodisponibilidad mostraron que él extracto oleoso de capsaicina obtuvo
una mayor concentracion de calcio sérico en comparacion con los otros tratamientos, los
parametros cinéticos indican un mayor % de biodisponibilidad relativa como se muestra en
el Cuadro 9, Figura 22 y 23. Se observa una diferencia estadisticamente significativa, (P>
0.05) entre los grupos evaluados.
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Figura 22. Concentraciones séricas de calcio administrando 1g de calcio mas un promotor de la
biodisponibilidad.

45



Cuadro 9. Pardmetros cinéticos de tres diferentes fuentes de calcio administrado via oral en
gallinas Bovans White Fase II: CaCOs= carbonato de calcio; Cas (PO.).= Fosfato tricalcico;
C12H2,014= lactato gluconato de calcio, y GC= control. Los resultados de ambas fases se llevaron a
cabo mediante el andlisis de areas bajo la curva y Cmax.

Grupo Trmax Crnax AUCq.24 Fr (%) vs GC  Fgr (%) vs GCca
(hora) (mg/dL) (mgemin/dL)
GC - - 335.2+8.6° 100 -
GCca 2+0.3? 20.0+1.6° 371.3+9.3° 110.8 100
GCcaCp 0.33+0.1° 345+1.8° 406.6 £ 8.4° 121.3 109.5
GFtc 0.33+0.1° 254+ 1.4° 380.2 +8.8¢ 113.4 102.4
GLgc 0.33+0.1° 34.7+1.2° 407.1+7.9° 121.4 109.6

abed Diferentes literales entre columnas significan diferencias estadisticamente significativas (P<
0.05).Cmax = concentracion sérica maxima de Ca; Tmax = tiempo para lograr Cmax; AUC0-24 =
area bajo la curva de concentracion sérica de Ca vs. Tiempo; biodisponibilidad de Calcio relativa al
100% del grupo control no suplementado con calcio adicional.

En una nueva evaluacion se utilizaron a las mismas aves de la fase | adicionando un grupo
experimental, con oleorresina de capsicum como promotor de la absorcion debido a que en
el experimento anterior fue el que mostrO mayores concentraciones de calcio sérico. Los
resultados de la evaluacién demuestran que sigue manteniendo valores superiores en las
concentraciones de calcio e incluso por arriba de las mostradas por el Lactato gluconato de

calcio, la sal calcica con mayor biodisponibilidad en la fase I.
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Figura 23. Perfiles séricos de calcio logrados con cuatro fuentes de calcio administradas via oral en
sistema FOLA en gallinas Bovans-White durante 24 horas y un grupo control sin suplementacién:
grupo GCca: carbonato de calcio; grupo GFtc: fosfato tricalcico; grupo 3 GLgc: gluconato-lactato
de calcio; grupo GCcaCp carbonato de calcio mas 100 pg/mL de oleorresina de capsicum*. Dosis
ajustada a 1 g/calcio/ave.
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11.4 EVALUACION IN VITRO DE SEGMENTOS INTESTINALES DE
PREPARADOS CON CALCIO PARA DETERMINAR EL MAYOR SITIO DE
ABSORCION DE CALCIO

En la evaluacion del preparado farmacéutico FOLA en las camaras de 6rganos aislados se
obtuvo un mayor % de absorcion de calcio en el buche comparado con la molleja y el
duodeno. Véase Figura 24
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Figura 24. Concentraciones de calcio obtenidas en camara de érganos aislados de tres diferentes
6rganos (buche, molleja y duodeno) Administrando 1g de pellet FOLA en cada uno.
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11.5 EVALUACION POR PREFERENCIA EN EL COLOR MEDIANTE
CONSUMO EL EN SISTEMA FOLA

Los resultados en ésta fase demuestran que no existe una inclinacion contrastada por algin
color en las aves de éste estudio ya que todos los colores los consumieron casi en la misma

proporcién como se muestra en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Administracion de 30g de FOLA sin excipiente en el alimento utilizando cinco colores

distintos en las aves

% de
COLOR Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 consumo
residuo (g)  residuo (g) residuo (g) residuo (g) residuo (g) (9)

ROJO 2 2 0 0 0 86.6
AZUL 1 0 0 0 0 96.6
3 1 0 0 0 86.6

0 1 0 0 0 96.6

VERDE 1 0 0 0 0 96.6
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11.6 FASE I11l. EVALUACION DE LOS PREPARADOS DE CARBONATO DE
CALCIO DE LIBERACION MODIFICADA MAS CAPSAICINA EN DOS
DIFERENTES CONCENTRACIONES COMO PROMOTOR DE LA
BIODISPONIBILIDAD EN UNIDADES EXPERIMENTALES UTILIZANDO
SISTEMA FOLA EN AVES DE POSTURA DE SEGUNDO CICLO.

Con los resultados de la fase Il se demostrd que el extracto oleoso de capsaicina fue el que
presentd mayor % de absorcién de calcio durante la evaluacién por lo que se decidi6
contemplarlo en la fase Ill, los resultados muestran una mayor absorcion cundo se
administra la concentracién de 1, 000,000 unidades Scolville comparado con los demas
tratamientos. Véase Cuadro 11y Figura 25
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Figura 25 Perfiles séricos de calcio obtenidos después de administrar tres diferentes tratamientos
mas capsaicina. GC= Aves sin FOLA en el alimento, GFCca= aves adicionadas con pellet (FOLA)
con carbonato de calcio, GFCcaCp5= aves administradas con FOLA en el alimento adicionada con
extracto oleoso de capsaicina de 500,000 unidades Scolville, GFCcaCp10= aves administradas con
FOLA en el alimento adicionada con extracto oleoso de capsaicina de 1, 000,000 unidades
Scolville.
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Cuadro 11. Variables cinéticas logradas por tres grupos, administrando Fola’s via oral en el
alimento en gallinas Bovans-White y un grupo control sin FOLA (GC), grupo GFCca: carbonato de
calcio; grupo GFCcab: carbonato de calcio + 7ppm de oleorresina de capsicum de 500,000 unidades
Scoville; grupo GFCcal0: carbonato de calcio + 7ppm de oleorresina de capsicum de 1,000,000

unidades Scoville. Dosis ajustada a 1 g/calcio/ave

Variable GC GFCca GFCca5 GFCcal0
Farmacocinetica

Prom * 1SD Prom + 1SD Prom % 1SD Prom * 1SD
T%B (h) 51.7 £6.34° 55.6 + 5.42° 106.8 + 10.3¢ 324.8 +21.7¢
AUCo.24 (ug /mL-ht)  1373.8 + 98.4¢ 1542.4 £ 84.3° 42241 + 112.3¢ 13311.3 £ 123.7¢

AUMC (mg /mL-h" 123.657 +5.2°

%)

102.525 + 7.6°

RT (h) 74.6 +5.8° 80.2 +6.9°
AUGC; 1462.8 +97.2°  1433.4+81.3°
Fr% - 112.27

650.846 +12.3¢

154.1 #15.3¢

4596.9 + 11.7¢

307.5

6238.025 + 27.9¢

468.6 + 17.8°
13059.5 + 23.7¢

968.94

abcd Diferentes literales entre columnas significan diferencias estadisticamente significativas (P<

0.05). AUCo.24 = area bajo la curva de concentracion sérica de Ca en 24h; T»sp= vida media de
eliminacion; Fr%= porcentaje de biodisponibilidad relativa; RT= tiempo de retencion.
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11.8 FASE IV. EVALUACION DE BIODISPONIBILIDAD DE CALCIO SERICO
DURANTE CINCO DIAS DE ADMINISTRACION DE PREPARADOS TIPO FOLA
MAS CAPSAICINA EN UNA NAVE DE 1000 AVES DE POSTURA DE SEGUNDO
CICLO

Se realizé una evaluacion durante cinco dias consecutivos administrando cada 24 horas el
preparado FOLA adicionado con capsaicina con dos concentraciones diferentes (500,000 y
1,000,000 USH) y los resultados demuestran que las concentraciones mas altas de iones de
calcio séricos fueron por los grupos que contenian el promotor de la biodisponibilidad.
Véase Figura 26.
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Figura 26 .Las concentraciones séricas de calcio a los cinco dias se lograron con cuatro fuentes de
calcio administradas por via oral en gallinas Bovans-White de 85 semanas de edad: grupo control
(GC), que recibieron una dieta que contenia niveles basales de 4,1% de carbonato de calcio; grupo
GF tratado como GC, pero que incluye la misma dosis de carbonato de calcio en granulos de
FOLA; grupo GFc5 tratado como GF, pero afiadiendo 6 ppm de oleorresina de pimiento 500.000

51



unidades de calor Scoville (SHU), y grupo GFc10 tratado como GFc5 pero con 1.000.000 SHU de
oleorresina de pimiento.

11.10 FASE V. EVALUACION DEL % DE HUEVO EN FARFARA Y GROSOR DE
CASCARON EN AVES CON PREPARADOS TIPO FOLA MAS CAPSAICINA EN
UNA NAVE DE 1000 AVES DE SEGUNDO CICLO

Los resultados en esta evaluacion muestran que él % de huevo en farfara disminuyo
drasticamente en los grupos adicionados con extracto de oleorresina de capsicum en

comparacion con los otros grupos. Véase Cuadro 12

Cuadro 12. Porcentaje de huevos registrados durante 6 dias con cuatro fuentes de calcio
administradas por via oral en gallinas Bovans-White de 85 semanas de edad: grupo de control (GC),
recibiendo una dieta con niveles basales de 4,1% de carbonato célcico; grupo GF tratado como GC,
pero incluyendo la misma dosis de carbonato de calcio en FOLA pellets; grupo GFc5 tratado como
GF, pero agregando 6 ppm de oleorresina de capsicum de 500,000 unidades Scoville (SHU) vy el
grupo GFc10 tratado como GFc5, pero con 1,000,000 SHU de oleorresina de capsaicina.

Day Eggshell thickness (mm)
GC GF GFc5 GFc10

Mean +1SE Mean +1 SE Mean +1 SE Mean +1SE
0 0.34 0.019 0.35 0.01 0.34 0.017 0.35 0.022
1 0.35 0.012 0.37° 0.012 0.39° 0.013 0.4° 0.015
2 0.34 0.024 0.37° 0.012 0.4¢ 0.015 0.42¢ 0.016
3 0.35 0.026 0.39° 0.011 0.41°¢ 0.01 0.45¢ 0.014
4 0.34 0.017 0.4° 0.013 0.41¢ 0.012 0.43¢ 0.011
5 0.34 0.019 0.4° 0.01 0.42° 0.011 0.46¢ 0.013
6 0.35 0.013 0.41° 0.011 0.43° 0.012 0.46¢ 0.02
SEM 0.018 0.011 0.012 0.015
bedpifferent letter in rows indicate statistically significant difference within a day (P < 0.05).
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12. DISCUSION

La administracion de carbonato de calcio en la dieta de las aves es una préctica comun, sin
embargo el % de biodisponibilidad (F%) que tiene es muy bajo comparado con el de otras
sales, en este estudio se administro tres diferentes fuentes de calcio via oral para determinar
sus variables cinéticas en el suero sanguineo durante la fasel, las concentraciones
determinadas en el suero sanguineo (CMAX) durante la evaluacion fueron distintas entre si;
esto puede deberse a la capacidad que tiene cada compuesto para poder difundir y
desplazarse por los compartimientos para poder llegar al torrente sanguineo (Preda et al.,
2014) tomando en cuenta que las aves tienen un aporte adecuado de calcio en la dieta,
observandose niveles casi tan altos como los reportados (Brugere-Picoux, 2015). Es
evidente una concentracion mas alta para el lactato gluconato de calcio; ya que este
compuesto demostrd tener mayor biodisponiblidad relativa y un costo mas elevado;
comparando los resultados obtenidos en la fase 2, el calcio posiblemente se distribuyo
inmediatamente a los tejidos y 6rganos con alguna deficiencia (Keshavarz, 1994). Con todo
lo anterior se puede interpretar estos resultados como una oportunidad en el uso de
excipientes que mejoren la biodisponibilidad y tiempo de retencion del carbonato de calcio
a nivel del proventriculo y duodeno para hacer mas eficiente su absorcion, con la finalidad
de prevenir la descalcificacion en gallinas altas productoras, llevandolas a padecer
patologias como raquitismo y fatiga de jaula (Cabrera y Olivero, 1995), a un menor costo.
Es por esta razon que en la segunda parte del experimento, se evaluaron las concentraciones
de calcio en suero sanguineo después de administrar los preparados farmacéuticos
(FOLA’S) en el alimento, se observd un incremento significativo en el grupo que se
adiciono con oleorresina de capsaicina, compuesto utilizado ampliamente en la industria
avicola pero con otros fines como por ejemplo; la administracién continua de capsaicina en
la dieta aumenta la resistencia a la colonizacion de Salmonella enteritidis y la invasion de
organos en todo el periodo de crecimiento normal sin efectos perjudiciales sobre el
crecimiento en pollos de engorde (Gutiérrez et al., 2002 y Huang, 2012) . Asi mismo se
sabe que la capsaicina ha funcionado como promotor de la biodisponibilidad de algunos

farmacos en aves (Gutiérrez et al., 2002).
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Las inclusiones de la oleorresina de capsicum en aves ha llegado a ser hasta de 200 ppm sin
llegar a afectar a los animales, independientemente la funcion que tenga al ser adicionado a
la dieta de las aves existen una gran variedad de teorias que tratan de explicar el mecanismo
mediante el cual favorece la absorcion de algunos compuestos, se sabe que su receptor VR1
(receptor vanilloide) favorece el ingreso celular de iones divalentes y monovalentes a nivel
de epitelio intestinal, asi mismo se ha encontrado un mecanismo en el cual actla
directamente en receptores del dolor iniciando una proceso de contraccién a nivel de
uniones intracelulares aumentandola permeabilidad intestinal. (Huang, 2012). Otra posible
explicacion seria que las moléculas de capsaicina activan la secrecion de la sustancia P
desde las terminales nerviosas cercanas, por lo que las moléculas se insertan en la doble
capa lipidica de las membranas celulares modificando la permeabilidad selectiva de los
canales ionicos (O'Connor et al., 2004). Finalmente se habla de un bloqueo de las bombas
de expulsion mediadas por la glicoproteina P a nivel de la membrana de las células
epiteliales intestinales (Gutiérrez et al., 2017), lo que explicaria el proceso de fijacion de
calcio en la formacion de huevo que principalmente es nocturno, y la ingestion de la FOLA
mas capsaicina en el grupo experimental mantiene concentraciones de calcio superiores a

los otros tratamientos durante las 24 horas de evaluacion.
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13. CONCLUSION

La biodisponibilidad de la fuente de calcio esta relacionada directamente con la calidad de
este mineral en la alimentacion de las gallinas de postura, el carbonato de calcio fuente
ampliamente utilizada tiene una menor biodisponibilidad en comparacion con el fosfato
tricalcico y el lactato gluconato de calcio; siendo este ultimo el méas biodisponible, ya que
las concentraciones séricas son muy cercanas a los valores méas altos registrados en la

literatura (Brugére-Picoux, 2015).

Con este estudio se puede demostrar que el calcio afiadido en la dieta mantiene un
equilibrio de calcio sérico adecuado en las aves y al quitarlo de la dieta y afiadirlo
directamente en el proventriculo no se observaran diferencias entre grupos, debido a una
alta tasa de distribucion del calcio, requerido para satisfacer las diferentes necesidades
fisiologicas que el ave requiere a lo largo del dia; por lo que se hace necesario el
administrar carbonato de calcio en una forma farmaceéutica que contenga un promotor de la
biodisponibilidad capaz de aumentar el % de biodisponibilidad a concentraciones parecidas
al de una sal méas costosa como es el caso del lactato gluconato de calcio o el fosfato

tricalcico pero a un menor costo.

Los preparados FOLA con oleorresina de cdpsicum son una alternativa para mejorar la
biodisponibilidad de calcio en gallinas mayores de 60 semanas de produccion, ya que
pueden corregir por completo en unos pocos dias los requerimientos de calcio para la
produccién de huevos en las gallinas se pueden si el calcio se suplementa en forma de pio
que contiene FOLA (particularmente 1, 000,000 de unidades Scoville). Se necesitan
pruebas comerciales a gran escala en gallinas de segundo ciclo, incluido el analisis
completo de la calidad del huevo (los huevos de baja calidad pueden representar hasta el

50% de la produccion).
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Egg production and egg shell quality decrease toward the end of the first laying cycle
in hens (approximately by week 80). Even so, farmers often choose to work a second
cycle with them. Defective egg shell production has been mainly linked to a decrease
in gastrointestinal absorption of calcium. Here we studied pharmaceutically-designed
modified-release small pellets (FOLAs) containing calcium to improve calcium
bioavailability (F). The influence of FOLA alone or with capsicum-oleoresin was studied
in a total of 400 Bovans-White hens randomly divided into four groups of 20 laying
hens each and with five replicates per group (n = 100) as follows: (1) control group
(GC) receiving a diet containing basal levels of 4.1% of calcium-carbonate; (2) group GF
treated as GC but with the same dose of calcium-carbonate in FOLA; (3) group GFc5 was
treated as GF but with 6 ppm of capsicum-oleoresin (500,000 Scoville Heat Units [SHU));
and (4) group GFc10 treated as GFch but with 1,000,000 SHU capsicum-oleoresin.
Plasma concentrations of calcium were determined during 5 days at predetermined times
sampling more often on days 1 and 5 for blood plasma kinetics of calcium. Relative
bioavailability (Fr) values based on the area under the serum calcium concentration
vs. time curve (AUC) were obtained and compared to GC. The AUC was statistically
different among all groups (P < 0.5), but the GFc10 had the greatest Fr (194%), with
serum calcium concentrations ranging from 25.37 to 31.2 pg/dL. Calcium residence time
(RT) between GC and GF showed no statistical differences while GFc5 and GFc10 had
statistically superior RT values. Simultaneously, the number of shell-less eggs per group
and their thickness was evaluated by utilizing the same groups but with 150 hens per
group on 6 days. Shell-less eggs decreased to zero in Group GFc10 and produced eggs
with the greatest shell thickness from day 2 onwards. The inclusion of calcium-carbonate
in the pharmaceutical form FOLA induced higher serum calcium concentrations (GF,
GFc5, and GFc10) particularly during the night-phase of the hen’s cycle —this coincides
with the time at which egg shell formation occurs.

Keywords: calcium, capsicum, laying hen, relative bioavailability, metabolically-incompetent chicken
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Calcium In-Feed Formulation to Laying-Hen

INTRODUCTION

The global production of chicken eggs is constantly increasing,
e.g., 37.4 million tons of chicken-eggs were produced in 1990, and
80 million tons in 2018. The WHO has estimated that production
will have to increase four-fold to meet the global demand for
chicken eggs in the next two decades (1, 2). Hence, the poultry
industry must be increasingly efficient despite being one of the
most efficient and technologically advanced animal production
activities (3). Mexico is the first egg consumer in the world with
a per-capita intake of 23 kg/year, and a national egg production
in 2018 that reached 2,806,000 tons, i.e., the fourth largest egg
producer globally (2). Within the national poultry production,
~45% of laying hen flocks are carried to a second production
cycle; in other countries, this percentage may be higher than
70% (2). The rationale for avoiding hen replacement is mainly
based on costs. While the decrease in production is mainly
related to defective egg shell quality, it has been determined
that maintaining a second posture cycle is more profitable than
replacing the whole flock of laying hens (2, 3).

One of the most important parameters in egg production
is egg shell quality. This structure is mainly made of calcium
carbonate (CaCOs3), and there are hardly any egg shell
flaws during the first ~35 weeks of age in most laying-hen
lines. Thereafter, there is a gradual egg-production drop with
decreasing thickness of the shell. This problem has been linked
to a decrease in intestinal absorption of calcium of up to
50% on week 40 vs. the initial weeks of egg-production. Hens
become genetically impaired to mobilize sufficient calcium when
approaching 40 weeks of age—this contributes to defective egg
shell formation. The metabolic demand for calcium can lead to
osteoporosis when chickens are 38 weeks or older (4, 5).

Most commercial lines of laying hens exhibit a feed
consumption rate of ~100 g/hen/day. Their feed is supplemented
with 4% total calcium, i.e., 4g of calcium per day. Considering
some variations due to feed handling practices on the farms, most
of their food is ingested during the first hours after dawn, and a
smaller amount may be eaten during the rest of the day. Of the 4 g
of calcium consumed by one hen, ~0.5 g is lost in the feces, about
0.4 g will be excreted in the urine, and 0.1 g will be stored as bone
matrix. That leaves ~3 g of Ca available for egg formation: 2 g
are deposited as egg shell and the rest is incorporated in the yolk
and albumin. During the egg shell calcification process, blood
flow through the shell forming-gland in the oviduct increases up
to five times (mainly a nocturnal process) (6). Understandably,
the calcium requirement of laying hens is 4-6 times greater than
that of a non-laying one. The egg is transported into the egg
shell forming region in the oviducts. During the last 15h of egg
shell-formation, calcium is incorporated at 100-150 mg/h. Blood
calcium ranges from 20 to 30 mg/dL, and 30-40% is from the
bone (6, 7).

The intestinal absorption of calcium in the diet is ~40% when
the eggshell gland is inactive but reaches 72% when active. This
increment mostly occurs at night. Hence, it is important to have
higher levels of calcium in the GI tract at this time for proper
absorption thus sparing calcium reabsorption from the bones.
To promote this, calcium carbonate is usually increased in the

diet of hens from week 38 onwards and is usually administered
as mixed form with 70% as coarse calcium carbonate (2-4 mm)
and 30% as a powder (8, 9). This combination can help calcium
be available along the GI tract for longer times. Additionally, the
rapid transit time of the GI tract in hens limits the bioavailability
(F) of calcium (10) to ~4-5h per day (11)—this also contributes
to the high variability of absorption patterns (12).

Based on these issues, various modified-release feed
preparations have been designed to increase the bioavailability
of drugs and nutrients (Patent No.MX/a/2012/01,3222 and
PCT/MX2013/000137; National Autonomous University of
Mexico), and they are collectively referred to as FOLA (F
= bioavailability; O = optimum; L = long; A = action)
(13, 14). They are small calcium-containing pellets and
designed to remain in the GI tract for a longer time to enhance
nighttime release of calcium and consequently F. In addition,
capsicum-oleoresin can be added to FOLAs to increase the F.
Capsicum-oleoresin increases in a concentration-dependant
manner, and the amount of divalent and monovalent ions
entering the cells containing the VRI1 receptor (vanilloid
receptor) in intestinal epithelial cells, and there is evidence
that the oral administration of capsicum-oleoresin promotes
the F of some drugs such as enrofloxacin in poultry (15)
and fexofenadine in rats (16). Consequently, we assessed the
comparative bioavailability (Fr) of calcium as free calcium-
carbonate and as FOLA-pellets with or without capsicum
oleoresin. It can also quantify the percent of shell-free eggs in
hens already exhibiting this problem.

MATERIALS AND METHODS

The study design and animal handling complied with Mexican
regulations and ethical standards for the use of experimental
animals as laid out by the Universidad National Autonomy de
Mexico (UNAM) through the Internal Committee for the Care
and Use of Laboratory Animals, and Mexican prescripts in NOM-
062-Z00-1999. It complies with the biosecurity standards of the
Poultry Production Research, Extension, and Teaching Center of
the Veterinary College (UNAM) (17, 18).

A total of 1,000 85-week-old Bovans-White hens were
included. Hens were already into a 10-day forced molt, and had
an average weight of 1,520 £ 28 g. Laying hens were allocated in
California-type cages, 40 cm wide, 45 cm deep, and 45 cm high
for a surface area of 600 cm?/hen. They were adapted to an 8-
16 h dark/light cycle, had free access to water using cup drinkers
at a rate of 3 hens/cup, and their feed was supplied utilizing
channel feeders (13.3 cm/hen) following established standards.
To avoid extreme/artificial calcium deficiency conditions, the
food included a calcium carbonate minimum, i.e., 2% before the
commencement of this trial (Table 1) (19).

The study was performed in two phases: The calcium kinetics
(phase 1) were performed with 400 hens, and the shell-less
egg and eggshell thickness study used 600 hens in phase 2.
To mimic the calcium-consumption patterns of the hens in
productive conditions, the study began on the first day at
6:00a.m. and was conducted for 5 days in phase 1. In this
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TABLE 1 | Composition and calculated nutrient content in the diet used for 85
weeks-old Bovans-White hens.

Ingredients (kg)
Corn 596.170
Soy flour 48% 267.498
Fine calcium carbonate 40.388
Coarse calcium carbonate 60.582
Soy oil 12.506
Orthophosphate 18:20 10.605
Salt 4.072
Vitamin? and mineral® premix 3.00
Mycotoxin sequestrant 2.00
DL-methionine 99% 1.971
Larvadex 0.500
L-Lysine HCI 0.328
Antioxidants 0.150
Fitasa ronozyme (GT) 0.100
Yellow pigment 0.090
Red pigment 0.040
Total 1,000
Calculated analysis (g/kg)

Metabolizable energy (Kcal/kg) 2,859
Crude protein % 18.792
Total calcium% 4.100
Available phosphorus % 0.450
Methionine + Cysteine % 0.800
Lysine % 0.980
Tryptophan % 0.220
Sodium % 0.180

aAmount/kg: Retinol 0.9g, cholecalciferol 0.019g, d-alphatocophero 10.004 g,
phylloquinone 1.0g, riboflavin 4.0g, cyanocobalamin 0.060 g, pyridoxine 3.0g, calcium
pantothenate 13.0g, niacin 25 g, biotina 0.063 g, choline chloride 250 g.

bAmount/kg: 0.2 g selenium, 0.1 g cobalt, 0.3 g iodine, 10g copper, 50g zinc, 100g iron,
100 g manganese.

phase, hens were randomly divided into 4 groups of 100 animals
each, and then subdivided into five replicates per group (n =
20/replicate). A control group (group GC) was established by
supplementing it with 4.1% dietary calcium-carbonate based on
the proposed dose-levels for this the lineage and this phase
(19). The experimental groups did not receive calcium in their
diet—it was incorporated into the manufactured FOLA-pellets
as described in the referred patent. Group GF was given 8¢
FOLA-pellets/hen containing the 4.1% calcium-carbonate; group
GFc5 was provided with 8 g FOLA-pellets/hen also containing
4.1% calcium-carbonate plus 6 ppm of capsicum oleoresin of
500,000 Scoville Heat Units (SHU) (VEPINSA S.A. de C.V.,
Sinaloa, Mexico), and Group GFc10 was provided with 8 g FOLA-
pellets/hen as for GFc5 but with 6 ppm of capsicum oleoresin of
1,000,000 SHU. The feeding time (6 a.m.) was considered time 0
for all groups.

Blood (1-2mL) was taken from five birds at 0, 1, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, and 24 h on day 1 and 5; on days 2, 3, and 4,
the hens were sampled only at 2, 10, and 18 h. Therefore, each

hen was sampled no more than eight times during these 5 days
trial in each replicate. This is 25 samples per sampling time in
each group. Samples were immediately centrifuged (5,000 g for
15 min), and the serum was recovered for calcium concentration
measurements via an Easy Kem Vet® semi-automatic chemical
analyzer (Kontrolab, Mexico City). This analytical technique is
based on the detection and quantification of a highly specific
reaction of calcium with o-cresolftalein-complexone and 8-
hydroxyquinoline at pH 8.2. The complex is measured at a
wavelength of 570 nm (20). For standardization of the analytical
technique, a recovery curve of added calcium chloride (SIGMA)
was established in demineralized sterile water with an r = 0.99.

A computerized curve stripping program was used to fit and
analyze the calcium concentration-vs.-time patterns for each
group (PKAnalyst, MicroMath, Salt Lake City, Utah, 1998, USA).
Models of best fit (> = 0.99) were chosen after analysis via the
residual sum of squares and the minimal Akaike information
criterion. There were several metrics: serum calcium over
24h (AUCO0-24); the maximum serum calcium concentration
obtained (CMAX); time in which CMAX (TMAX) is reached;
and RT (mean residence time). Statistical differences in serum
concentrations of calcium among groups were carried out via
a Mann-Whitney U-test. The probability values of these data
were compared using Kruskal-Wallis tests and Dunnet ¢-tests
for independent samples. A statistically significant value was
considered when P < 0.05. All statistical analyses were performed
using SPSS 14.0 for Windows.

Additionally, in phase 2, the number of shell-less eggs
produced by 150 hens per group was evaluated, and the thickness
of the egg shell (medium, superior, and inferior poles) was
measured with a precision digital Vernier calipers with an error
of £ 0.01 mm. The egg shell surface was determined via the
following formula area = 3.9782 W x 0.7056 where W is
the egg weight (g). The percent productions of shell-less eggs
from supplemented hens as in phase 1 were recorded over the
following 6 days. These data were statistically compared using
the Kruskal-Wallis tests and Dunnet ¢-tests for independence. A
statistically significant value was considered when P < 0.05. All
statistical analyses were performed using SPSS 14.0 for Windows.

RESULTS

The analytical method used for the evaluation of calcium showed
a linearity of 0.001 to 40.0 mg/dL (r* = 0.968) with a recovery
of 98.6% and a quantification limit of 0.001 mg/dL. The serum
concentration of calcium vs. time data was graphed with Origin
Lab-Pro-9®. Areas under the concentration vs. time curves
0-24h, 0-144h, and 96-120h were calculated through the
trapezoidal method and confirmed with PKAnalyst®.

Serum calcium profiles obtained for GC were regarded
as basal. Hence, these data were used to calculate relative
bioavailability (Fr): AUCq_4GF/AUCy_24GC x 100. Likewise,
Fr values were calculated for the time intervals 24-96h, 96—
120 h, and 0-120h (Table 2). Values and statistical differences
obtained (P < 0.5) are listed in Table 2. Serum calcium vs.
time profiles are presented in Figures1, 2. No statistically
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TABLE 2 | Kinetic variables achieved for serum calcium in Bovans-White, second-cycle laying hens, considering four groups (n = 20 hens in five replicates): control group
(GC), receiving a diet containing basal levels of 4.1% of calcium-carbonate; group GF treated as GC, but including the same dose of calcium-carbonate in FOLA pellets;
group GFcb treated as GF, but adding 6 ppm of capsicum-oleoresin [500,000 Scoville Heat Units (SHU)], and group GFc10 treated as GFc5 but with 1,000,000 SHU
capsicum-oleoresin.

Pharmacokinetic parameter GC GF GFc5 GFc10
Mean + SEM Mean + SEM Mean + SEM Mean + SEM
AUCo_24 (ng/mL*h~T) 378 + 232 455 + 37° 619 + 85° 677 + 919
Fro-24% . 120 164 179
AUCgs_120 (Lg/mL*h~T) 378 + 212 467 4 29° 642 + 92° 676 + 844
Fros—120% . 124 170 188
AUCo_120 (pg/mL*h~") 1,787 £ 12562 2,265 + 186° 3,171 £ 212° 3,459 + 2374
Fro—120% - 127 177 194
AUCo4_gs (ug/mL*h~T) 1,031 + 90° 1,343 £ 91P 1,910 & 101° 2,072 + 1249
Fr 24_gs% - 130 185 201
TYg0-24 () 53 + 7@ 83+ 5P 134 + 9° 520 + 509
Ttq06-120 (h) 52 4+ 72 8 +8° 134 + 11° 527 + 579
AUCo- 024 1,403 £ 1132 3,254 + 124° 5,287 + 289° 21,115 £ 990
AUCo- 096120 1,363 + 1022 3,290 + 121° 5,299 + 224° 21,454 4 9219
RTo-24 (h) 11 +12 12+ 12 193 + 11P 804 + 69°
RTgs—120 (h) 11 +12 12+ 22 194 + 12° 806 + 51°
Calcium concentrations range (mg/dl) 12-22 16-22 23-28 25 -31

ab.cdpifferent letters within columns indicate a statistically significant difference (P < 0.05). FOLA pellets: F, bioavailability; O, optimum; L, long; A, action. AUCo_4; AUCgs_120;
AUCq-_120, AUC24_gs, area under the serum calcium-concentration vs. the corresponding time-period. Fr, relative bioavailability, taking GC as basal values;, T%y0-24 and T%q96-120,
absorption of calcium half-times; AUCo_~0-24 and AUCo_~96—120, Values of serum calcium-concentrations vs. time extrapolated to infinitum; RTo_p4 and RTgs—120, mean serum

residence times for the marked time periods.

significant differences were found in any of the kinetic data for
serum calcium when comparing data-sets within each group
(i.e., calcium concentration ranges, AUCy_24 vs. AUCos_120;
T1/20L0,24 VS. T1/20L96,12(); RT(),24 VS. RT96,120). However, all
values obtained among groups were statistically different (P <
0.05) except for RT between GC and GF. The GFcl0 group
had the highest Fro_j29 (194%) while the GF obtained had an
Fro_120 of only 127%. The addition of capsicum oleoresin in the
two SHU potencies significantly increased Fro_j29 of calcium (P
< 0.05) in both groups, i.e., GFc5 and GFcl0 (Fr = 177 and
194, respectively). Likewise, the residence times of GFc5 and
GFc10 were higher than those obtained in the GC and GF. The
GFc10 showed the greatest Ca serum concentrations (P < 0.05,
for all comparisons), i.e., >31.2 mg/dL while the GC was only
22.2 mg/dL. Predictably, the variables in the GC group were
the lowest (P < 0.05 for all comparisons). In phase 2, Table 3
shows the percent of shell-less eggs recorded by each group per
day. There were no shell-less eggs from day 3 onwards in the
GFc10 group. Table 4 shows the mean & 1SD thickness values
of egg shells in the different groups. At day 1, the GE GFc5,
and GFcl10 groups showed statistically higher values than GC.
From day 2 onwards, GFc10 had the thickest egg shells of all
groups (P < 0.05).

DISCUSSION

The quality of chicken eggs depends on many factors including
the bioavailability of calcium. The main source of calcium in
hens is calcium carbonate—an economical component utilized

in most diets worldwide. However, the absorption capability
of calcium by the GI tract of hens is diminished during the
second posture cycle (21). This can be overcome by adding more
calcium to the hen’s diet, ie., twice the normal level utilized
during the first cycle (22, 23). Nonetheless, the absorption
of calcium can be low and unpredictable during this second
egg-posture cycle (24, 25). This addition can fail to meet
the physiological need for calcium. Consequently, defective
egg shells appear affecting egg production and profitability
during the second egg-laying cycle (26-28). Thus, it is critical
to design sources of calcium that can remain available at
the GI tract of laying hens and offer good bioavailabilities.
In addition, absorption-promoters should be present and
linked to the calcium source. The pharmaceutical preparation
of FOLA pellets tested here incorporate these features. The
composition of FOLA pellets is designed to stay longer in
the GI tract for better calcium absorption—particularly at
night-time (13, 14) while the addition of capsicum-oleoresin
improves bioavailability. Capsicum-oleoresin contains a group
of substrates known as capsaicinoids that are responsible for
the pungent taste of chili peppers (Capsicum annuum and
Capsicum  frutescens). The most relevant active ingredients
are capsaicin and dihydrocapsaicin, which represent 80—
90% of all capsaicinoids and are found in a 1:1 ratio with
small amounts of nordihydrocapsaicin, homocapsaicin,
homodihydrocapsaicin,  norcapsaicina, = nornorcapsaicina,
dihydrocapsaicin, homohidrocapsaicin, and nonivamide (29).
Neither the precise substance(s) allowing for better F nor how
this process occurs are known.
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FIGURE 1 | Five days calcium serum concentrations achieved with four
calcium sources administered orally in 85-week-old Bovans-White hens:
control group (GC), receiving a diet containing basal levels of 4.1% of
calcium-carbonate; group GF treated as GC, but including the same dose of
calcium-carbonate in FOLA pellets; group GFc5 treated as GF, but adding 6
ppm of capsicum-oleoresin (500,000 Scoville Heat Units [SHU]), and group
GFc10 treated as GFcb5 but with 1,000,000 SHU capsicum-oleoresin.

It has been postulated that capsaicin molecules activate the
secretion of substance P from nearby nerve terminals, and
the capsaicins are inserted into the double lipid layer of cell
membranes to modify the selective permeability of the ion
channels (30). The blockage of the P-glycoprotein-mediated
expulsion pumps in the GI tract cells has also been proposed
as a mechanism of action (13, 14); capsaicinoids are known
to activate anandamide receptors at the intestinal level thus
increasing glucose absorption (31). Capsicum-oleoresin has an
antibacterial activity and decreases the fecal release of Salmonella
sp.; this material is a natural yolk pigment. Thus, capsicum-
oleoresin is considered a non-antibiotic growth-promoter and
is included in hen diets worldwide at a rate of 0.2% (32).
Despite the favorable results obtained for calcium E the optimal
dose ratio of capsicum-oleoresin remains to be determined as
well as its possible adverse reactions as a function of inclusion
rates. Also, considering the different sources of capsicum and
capsaicinoids (33), it is advisable to determine the active
chemical fraction(s) responsible for inducing an increase in
calcium F.

The outstanding improvement in calcium F using the
FOLA pharmaceutical preparation containing capsicum-
oleoresin is particularly relevant considering that calcium
carbonate absorption can only range from 10 to 14% in
these hens. This is explained in terms of its low aqueous
solubility because intestinal absorption only occurs with
dissolved calcium. Other sources of calcium, i.., calcium
gluconate-lactate possess higher solubility, which in turn may
favor absorption up to ~40% (unpublished data). However,
this latter source of calcium contains only 12% calcium

—&—GC
—©—GF

35 - —A— GFc5

~%¢— GFc10

Concentration(mg/dL)

Time (hours)

FIGURE 2 | One day calcium serum profiles achieved with four calcium
sources administered orally in 85-week-old Bovans-White hens: control group
(GC), receiving a diet containing basal levels of 4.1% of calcium-carbonate;
group GF treated as GC, but including the same dose of calcium-carbonate in
FOLA pellets; group GFc5 treated as GF, but adding 6 ppm of
capsicum-oleoresin (500,000 Scoville Heat Units [SHU]), and group GFc10
treated as GFc5 but with 1,000,000 SHU capsicum-oleoresin.

TABLE 3 | Percent of shell-less eggs recorded for 6 days with four calcium
sources administered orally in 85-week-old Bovans-White hens: control group
(GC), receiving a diet containing basal levels of 4.1% of calcium-carbonate; group
GF treated as GC, but including the same dose of calcium-carbonate in FOLA
pellets; group GFc5 treated as GF, but adding 6 ppm of capsicum-oleoresin
(500,000 Scoville Heat Units [SHU]J), and group GFc10 treated as GFc5 but with
1,000,000 SHU capsicum-oleoresin.

Day Percent of shell-less eggs

GC GF GFc5 GFc10
1 6 5.3 6 6
2 5.3 5.3 4 0.7
3 4.7 2.7 0
4 3.3 0.7 0
5 5.3 2.7 0 0
6 6 2.7 0 0
+SE 0.019 0.094 0.245 0.219

per gram. Hence, large quantities would be required in the
drinking water to meet the calcium demand of laying hens
during a second egg-producing cycle. Considering the high
costs, an adequate dose delivered through the drinking water
appears unlikely.

Finally, the particle size of the calcium source has a direct
relationship with its GI transit time and consequently with
the dissolution/absorption ratio from this site. Relatively
coarse particles (>0.5cm) show longer transit times in
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TABLE 4 | Eggshell thickness recorded for 6 days with four calcium sources administered orally in 85-week-old Bovans-White hens: control group (GC), receiving a diet
containing basal levels of 4.1% of calcium-carbonate; group GF treated as GC, but including the same dose of calcium-carbonate in FOLA pellets; group GFcb treated as
GF, but adding 6 ppm of capsicum-oleoresin (500,000 Scoville Heat Units [SHU]), and group GFc10 treated as GFc5 but with 1,000,000 SHU capsicum-oleoresin.

Day Eggshell thickness (mm)
GC GF GFc5 GFc10

Mean +1 SE Mean +1SE Mean +1SE Mean +1 SE
0 0.34 0.019 0.35 0.01 0.34 0.017 0.35 0.022
1 0.35 0.012 0.37° 0.012 0.39° 0.013 0.4¢ 0.015
2 0.34 0.024 0.37° 0.012 0.4¢ 0.015 0.429 0.016
3 0.35 0.025 0.39° 0.011 0.41° 0.01 0.459 0.014
4 0.34 0.017 0.4° 0.013 0.41° 0.012 0.439 0.011
5 0.34 0.019 0.4° 0.01 0.42° 0.011 0.469 0.013
6 0.35 0.013 0.41° 0.011 0.43° 0.012 0.46¢ 0.02
SEM 0.018 0.011 0.012 0.015
b.e.dpifferent letter in rows indicate statistically significant difference within a day (P < 0.05).
the GI tract and remain available for absorption up to ETHICS STATEMENT

12h while finer grains are more easily transported distally
but are more readily bioavailable for absorption after
feeding (34). For these reasons, calcium carbonate is
usually added to the diet of hens in a larger proportion of
coarse particles (2-4mm) and the rest as smaller particles
(5, 8, 27, 35, 36). Thus, further studies are needed to define
the best proportion of coarse and fine granules of calcium
carbonate that should be included in the FOLA-pellets to
further optimize calcium absorption in double-cycle egg-laying
hens (37).

In conclusion, the calcium requirements for egg production
in the second cycle hens can be completely corrected in
a few days if calcium is supplemented is in the form
of FOLA containing capsicum (particularly 1,000,000
Scoville Heat Units). Large-scale commercial tests in
second-cycle hens are needed including full egg quality
analysis (low quality eggs may account for up to 50% of
the production).
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BIOAVAILABILITY OFFOUR CALCIUM SOURCES IN THE SECOND CYCLE EGG-PRODUCINGHEN

Second cyde egg-producing hen

Blood samples (0.5 mL per

hen) were obtained at 0. 16,
0.33,0.5 0.66,1,2,4, 6 and
24 h, no hens was sampled

more than 3 times.

Administered by means of a semi-
rigid probe directly placed in the
proventiculus

Dosage of 4 sourcesof calcium
per group

Concentration{pg/dL)

T T T T T
9 2 4 & 5 10 12 14 18 18 W = 24
Time(hours)

Calcium serum profiles achieved with four caleium sources administered orally in
Bovans-White hens and a control group without supplementation: GCcagroup: calcum
carhonate, GFte group: tricalcium phosphate, GLgc group 3: caloium lactate-gluconate,

GCeaCp group: calcium carbonate plus 100 pgfmL of capsicum oleorresin

The serum obtained and their calcum content was
immediately determined by means of an Easy Kem Vet®
semi-automatic chemical analyzer



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

BIOAVAILABILITY OF FOUR CALCIUM SOURCES IN THE SECO ND CYCLE

EGG-PRODUCING HEN

Short title: Calcium bioavailability in hens
Héctor Sumano Lépez
Lizbeth Carrillo Gonzélez*
Minerva Monroy-Barreto 2
Graciela Tapia Perez

Lilia Gutiérrez Olvera **

'Department of Physiology and Pharmacology. Schoof &eterinary Medicine; National
Autonomous University of Mexico (UNAM), Mexico City 04510, Mexico, 04510
“Department of Analytical Chemistry, School of Chimstry, National Autonomous

University of Mexico (UNAM), Mexico City 04510, Mexco, 04510

* Corresponding Author: liliago@unam.mx



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

a7

48

49

50

Summary

In the second cycle of laying hens, egg productind quality decrease. This is mainly due to
decreased absorption of calcium from the gastrsiima tract. Hence, serum concentrations
of calcium tend to decrease and are compensatedginbone reabsorption. There are several
sources of calcium with different solubilities aaldsorption rates. The choice of one of them
may be of importance for the referred second lagyae in hens. Hence, relative F (Fr) of
four sources of Ca were evaluated in 300 Bovanst&\V@b-week-old hens. Animals were
randomly assigned to five groups as follows: aangroup receiving base-line doses of
calcium carbonate as required by this hens' linb@€); GCca-group which received
additional calcium carbonate; GFtc-group dosed witbalcium phosphate; GLgc-group
which received calcium lactate-gluconate, and G@egup which received calcium
carbonate plus 10 pg of capsicum oleoresin (CCGxghhen was orally dosed with 1 g of Ca-
equivalent by probe, and serum Ca was quantifiegpratietermined times. Ca-kinetic
behavior was characterized by calculating: maximaerum concentration (fax); time to
achieve ax (Tmax); area under the concentration curve vs. time (AW Fr as compared
to GCca were calculated. GLgc and GCcaCp had tbatest ax and Fr values i.e., 34.7
and 37.2ug/dL for Cyax and 109.6 and 112.9 % forg Frespectively, and they were
statistically indistinguishable between them (P&5). GCca showed lower AUC ands£x
than former groups, but greater than GC (P < 0.Gapsicum oleoresin is postulated as a
promoter of Ca bioavailability in hens during thecend cycle of egg-production. A dose-
response relationship of COr is required to deteenthe optimum dose of COr to enhance Ca

bioavailability.

Keywords: bioavailability; calcium; capsicum-oleoresin; eg@guction; second cycle-hens.
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Description of the problem

Despite a worldwide consumption of 73.8 million $aof hen eggs in 2018, the WHO (World
Health Organization) has estimated that to meet damand for this commodity, egg
production will have to be increased approximafelyr times in the next two decades (UNA,
2017; FAO, 2018). Egg production can be descrilsed highly technical industry in Mexico,
with exceptional chicken husbandry, biosecurityd antritional standards. However, to meet
the world's calculated demand for chicken eggghéurresearch is needed to improve the
bioavailability of nutrients, particularly of thealcium sources. (Lordelo, et al., 2016). The
present study provides a new alternative to inere¢lae bioavailability of various sources of
calcium administered to laying hens.

The proportion of calcium required in serum and egg-shell production site in the oviduct
is 12:4 (Franco and Beck, 2005). Calcium is usuatiyninistered in the food as calcium
carbonate from limestone origin, whose calcium ephis approximately 36%. A total of
2.2% calcium carbonate is added to the diet dutteggrowth of chickens. When the egg-
laying begins, the added percentage increases8% @redaet al., 2014), and as the hens
ages, this percentage increases up to 4 - 4.5%éiAdezet al., 2006). The pharmaceutical
form is important and should be tailored accordmghe hens' age. Initially, it is provided in
50% coarse-form and then up to 70%, when the entieoposture cycle approaches. This
sequence of calcium carbonate supplementatiorelisvied to improve bioavailability (F) of
calcium (Rodriguest al., 2012). Usually, this procedure to deliver calcitmmhens suffices in
healthy laying-hens without steatosis. This lattendition impairs bioactivation of vitamin
D3 to D4 which is necessary for calcium absorptitimder such conditions, calcium
supplementation has not been defined. Due to 8§ tmestone is the most popular source of
calcium and it can only be administered in food;ause of its almost null water solubility

(Purgstalleret al., 2019). Also, an adequate balance of phospha@alsium (1:2) must be



76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

ensured to optimize calcium F from the gastroimestract (Harrison and Mcdonald, 2006;
Bohn, 2012). Limestone also contains other bivalens such as magnesium, manganese,
zinc, copper, and iron. It has been postulated thay can compete with calcium for
absorption sites (Hafeeat al., 2015), and calcium ions can generate insolublapounds
with other molecules present in the intestinal eantlimiting the bioavailability (Franco and
Beck, 2005). Moreover, it has been recognized thete is considerable variation in the
chemical composition of different commercial lim@s matrices (Lichovnikova, 2007) and
that calcium's F is modified by the presence oftgieg in the diet elements (Novak and
Scheideler, 2001). Additionally, the fast transite of food through the gastrointestinal tract
(GIT) of hens - maximum 4 to 5 h - (Cook, 2017mits calcium's F (Herreret al., 2018),
particularly when the source is limestone (Gucld Etan, 2004).

Commonly, most hen lines have a first cycle of pgoduction that ends at 75-80 weeks of
age (Gordon and Martinez, 2009). As of this momiand, eggs gradually show lower quality
in terms of weak or even absent eggshells, whidkesiéhem economically unviable (Wistedt
et al., 2019). It has been postulated that 81-week-@dshhave metabolic problems to
maintain their egg production. They are regardeseasnd-cycle laying hens or simply "old"
(Dibneret al., 1996; Hamdet al., 2015; Akabargt al., 2019). Thus, old hens are inherently
deficient to absorb calcium, and most of the catcadministered through the diet is excreted
(Franco and Beck, 2005). If it were not for thisudcteristic, these hens could continue their
egg faultless production for longer periods. Thiparticularly true in some parts of the world
where, for economic reasons, it is not feasiblaeplace the flock with young animals.
Therefore, calcium F is a critical feature to extehe productive life of laying hens when

older than 81 weeks.



100 Considering the above and because there are noacatiye studies that estimate the F of
101 other sources of calcium, nor the role that otlengounds can possess to promote calcium
102 absorption i.e., capsicum oleoresin (COr), a knedsorption enhancer for various substrates
103 (Gutierrezet al., 2017), a study to assess the relative bioavhilalfFr) of calcium was
104 carried out in 85-week-old hens, already produeiggs with faulty shells.

105

106 Material and methods

107

108 The study design and animal management complidd Méxican regulations for the use of
109 experimental animals as established by the Natidnabnomous University of Mexico
110 (UNAM) and the Mexican regulations described in NOBR-ZO0O-1999. A total of 300
111 Bovans-White 85-week-old hens were included in this trial. Thegre within a 10-day molt
112 period, and weighed a mean of 1,520 + 30 g. Hense weused in groups of three in
113  California-type cages 40 cm wide x 45 cm deep a@am high (600 cithen). Water was
114  suppliedad libitum utilizing cup drinkers (3 hens/cup), and a dagkicycle of 8-16 h was
115 established. Feed was made available through chdeaders (13.3 cm/hen) following
116 established standards. To avoid extreme calciuntide€y conditions in this trial, the diet
117 followed the standards of the Bovans-White (Bovahge guide, 2011), which includes 2%
118 calcium carbonate (Table 1). The study initiateérgvmorning at 6:00 a.m. to mimic the
119 times of calcium consumption of animals in produgticonditions. Hens were assigned
120 randomly in 3 birds/cage and a group of 4 cagesttated a replicate with a total of 5
121 replicates/treatment (i.e., 60 hens per group). Sthdy initiated every morning at 6:00 a.m.
122 to mimic the times of feed and calcium consumpbbmanimals in productive conditions. To
123 avoid variations in the dose of calcium due toatéht feed-intake patterns, each one of the

124 calcium sources was administered employing a simd-probe directly placed in the
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proventriculus and considering a total calcium egl@int-dose of 1 g/bird, either suspended
or diluted in water, depending on the source ofinat, as shown in table 1. A control group
was also established which received only the sashene of plain water without any added
source of calcium (GC group). The groups were sdbkows: GCca group, which received
calcium carbonate (Meyer Chemical Reagents, Mexigé}c group, which was administered
with tricalcium phosphate (Calcigenol®, Sanofi AtisnMexico); GLgc group 3, based on
calcium lactate-gluconate (Sandoz®, Mexico); and tBCcaCp group, which received
calcium carbonate (Meyer Chemical Reagents, Mexmay 10 pug of calcium-oleoresin
(pungence 1,000,000 Scoville units, <2% of humiditgnsity 0.95 g/cth VEPINSA SA de
CV Industries, Los Mochis, Sinaloa, Mexico).

Basal samples before calcium administration wertionbd from all hens. Then, blood
samples (0.5 mL per hen) were obtained at 0.1&, @5, 0.66, 1, 2, 4, 6 and 24 h, no hen
was sampled more than 3 times. Samples were aegedf (5,000 g for 15 min), serum
recovered and their calcium content immediatelgeined using an Easy Kem Vet® semi-
automatic chemical analyzer (Kontrolab, Mexico Tifihis analytical technique is based on
the detection and quantification of the ion throwghighly specific reaction of calcium o-
cresolftalein-complexone and 8-hydroxyquinolineagH of 8.2, forming a complex that was
measured at a wavelength of 570 nm (Vijay and Ki20l8). For standardization of the
analytical technique, a standard curve for addddiura (calcium chloride: SIGMA) was
established in both, demineralized sterile watet ahicken serum. All kinetics of serum
calcium concentrations were processed using theraKAt software (MicroMath, Salt Lake
City, Utha, 1998), which establishes the bestditthe serum calcium concentration vs. area
under the curve and provides values of area uigesdrum calcium concentration vs. time in
24 hours (AUG.29; the maximum serum calcium concentrationy{&), and the time in

which Guax (Twmax) is reached. These data were statistically contbasing the Kruskal-
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Walllis and the Dunnet-tests for independent samples, as collected dasanatnormally
distributed. A statistically significant value wesnsidered when R 0.05. In order to obtain
Fr values serum concentrations of calcium in GCaewieken as baseline. Hence, for the
relative bioavailability (Fr), the following formalwas utilized: FrGLgc = AUg»acLgd AUCo-

246caX 100.

Results

The analytical method used for calcium evaluatioovged a linearity of 0.001 to 40.0 mg/dL
with r* = 0.968 and= 0.975, for demineralized water and serum, respyg. A recovery of
98.6% was obtained with a quantification limit aD01 mg/dL. Therefore, it is feasible to
assume that the observed results are highly regeadad reliable. Fr values are presented in
Table 3 and mean + 1 SD serum calcium profilesinbthare depicted in Figure 1. Results
show that Fr for GCcaCp was the greatest (112.%%6) was statistically superior to all other
groups except GLgc, who exhibited values that vggastically indistinguishable from those
found in the former group (P < 0.05). Likewise,camparison of mean éax values achieved
by GLgc and GCcaCp were statistically indistingaisle (P < 0.05). Fr andyx Vvalues for
GFtC were greater than GCa (P < 0.05 in both cass®)sequently AUE,,4 obtained for
GFtc was statistically superior to GCa and botlueslwere statistically higher than GC (P <

0.05 in all cases).

Discussion

Poultry farming is the leading livestock activityopiding animal protein at affordable costs

worldwide (UNA, 2018). Mexico has the largest papita egg consumption with an annual
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intake of 23 kg and the country is ranked as thatlfolargest egg-producer with an overall
egg-production of more than 2.8 million tons in @QUNA, 2018). Approximately 45% of
egg producing farmers use a second production ayclglexico. In other countries this
percentage is often greater i.e., 70% or more (&etezet al., 2006). The reason to obviate
replacement of the flock is the costs that thigésntYet, maintaining a second posture cycle
is only marginally viable due to a decrease in gqgadlity egg-production; that is, due to
defective egg-shell quality, a fact that constrailsscommercialization (Keshavaet al.,
1994; Rodriguest al., 2012). To diminish egg-production losses dutimg second cycle, it
usually necessary to increase the calcium add#dteiofeed. Calcium carbonate is the chosen
source. In this study, calcium carbonate was io-Hsgpoplemented at a rate of 2.25%, based
on the minimum recommended concentration for threlimeage here utilized (Rodriguez and
Bravo, 2019). Nevertheless, the level of calciunbremended by the N.A.S.-N.R.C (1966) is
at least 2.75% and many authors choose to add piape of calcium carbonate equal to or
greater than 3.4% (lat al., 2017). But even with this latter supplementati@fective egg-
shell persists. The concentration of calcium caalte@rere utilized, was clearly insufficient,
but was utilized as a baseline to test calciumvadability under real conditions of second
cycle egg-production, with high percentage produrctof defective egg-shells. The added
bolus dose of calcium administered orally in abuyps (1 g equivalent of Ca/hen) was based
on previous studies carried out by Vera-Rodrigeteal. (2012), who found that after adding
that amount, the quality of the shell could be ioved.

In many instances and despite calcium supplementaiiemands of Ca in second-cycle egg-
producing hens are not resolved, and egg productiorains faulty. Producers know that this
maneuver is insufficient and egg production remainpredictable at best (Clunies al.,
1992 and Castill@t al., 2004). In this sense, our study confirms thaf Ealcium carbonate

in birds supplemented with 2.2% calcium carbonatesufficient to meet the demands for
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calcium (F= 110.1 %). Other sources of calcium show greaterer, calcium phosphate
113.4 %; calcium lactate-gluconate 121.4 %, andiwal carbonate + COr 121.3 %. In
conditions of greater metabolic challenge, sucbhadaric stress, the presence of hard water or
phytates in the elements of the diet or due tophygsiological peculiarities of some hen
lineages (Gonzaleat al., 2002), calcium F will decrease and with it, gieell quality (Taylor

et al., 2018, Mananget al., 2018 and Brugerlet al., 2015). Therefore, it is clear that it is
necessary to study ways to improve the F of calcikor example by adapting specific
pharmaceutical designs. In this sense, capsaidrfoithd in COr are a group of compounds
responsible for the pungent taste @dipsicum species Capsicum annuum and Capsicum
frutescens). The most relevant active substances are capsamd dihydrocapsaicin, which
represent 80 to 90% of the COr. The ratio of cajis@o dihydrocapsaicin is generally around
1:1 and contains small amounts of nordihydrocapsaic homocapsaicin,
homodihydrocapsaicin, norcapsaicin, nornorcapsaicin  dihydrocapsaicin,
homohydrocapsaicin, and nonivamide (Govindarajah @athyanarayana, 1991). Capsicum
oleoresin has been shown to increase, dependitigeoroncentration, the amount of divalent
and monovalent ions entering cells containing t&l \feceptor (vanilloid receptor), such as
the ones from the intestinal epithelium. Also, wiaeiministered orally, it promotes the F of
some drugs, such as enrofloxacin in birds (Gutteeteal., 2017) and fexofenadine in rats
(Bedadaet al., 2017). However, the precise molecular mechartisnachieve this is still
unknown. It has been postulated that capsaicin ecntds activate the secretion of substance P
from nearby nerve terminals, so the molecules serted into the double lipid layer of cell
membranes by modifying the selective permeabilition channels (O'Connaat al., 2004);
also, there is a blockage of the P-glycoproteiniated expulsion pumps at the membrane
level of intestinal epithelial cells (Gutierret al., 2017a). Likewise, it is known that it

activates anandamide receptors at the intestinal key increasing blood glucose F (Troy-
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Fioramontiet al., 2015). On the other hand, it has been found @@t has antibacterial
activity and decreases the fecal release of salliagrso it is considered a non-antibiotic
growth-promoter, when it is included in the dietaatate of 0.2%. The impact of this study
can be immediate if the fact that COr is alreadyduggularly as a pigment for the yolk in the
poultry industry (Huagiang, 2012). However, the elossponse relationship to enhance
calcium F remains to be determined, as it doegpti@maceutical form in which its effect
may be greater, since there are different pharnt@ed@iorms of capsicum and capsaicinoids
(Thiele, 2008).

As in other species (rats and humans), F obtaiméems for calcium carbonate was only <20
%. Such a low F can be explained in terms of the d&gueous solubility of this source of
calcium as only a dissolved fraction of calciumaigailable for absorption. In contrast,
calcium lactate-gluconate is the source of calcwith the highest solubility, favoring its F
which becomes greater than 60 %. However, thiSwalsource contains only 12% calcium
and consequently large amounts would be requirethget the calcium demand of hens
during the second cycle of egg-production. If adstered through drinking water, an
adequate dose would be not only economically utejaiut unachievable. In contrast, this
study shows that the addition of COr (approximaiaiya rate of 10 ppm or 10 ug/bird),

generates an important increase in calcium F (124).3

The fact that the particle size of the calcium seuwrlso has a direct relationship with the Gl
transit time and, consequently, with the dissolvabsorption time of this site should not be
omitted. Relatively large particles (> 0.5 cm) shthe longest permanence in the Gl and
remain available for absorption up to 12 h (Remhi@., 1997). Therefore, calcium carbonate
is usually added to the hen’s diet in a proportbroarse granules with a diameter of 2 to 4

mm, mixed with finer ones (Valkoneat al., 2010 and Rest al., 2019). Considering that a

10
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better F has already been achieved for doxycyd®etiérrezet al., 2017) and tylosin
(Gutiérrez et al., 2017a) in poultry with pellet-type pharmaceutidarms of controlled
dissolution, it is postulated here that similartptgpes containing calcium carbonate and COr
can be formulated to improve calcium F and thussfyathe demand for this ion in second

cycle egg-producing hens.

Conclusions and application.
The improvement of calcium bioavailability inducéy capsicum oleoresin on calcium
carbonate, can contribute to improve the qualityhef egg-shells produced by second laying

cycle hens.
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Figure 1. Calcium serum profiles achieved with featcium sources administered orally in
Bovans-White hens and a control group without seimgintation: GCca group: calcium
carbonate; GFtc group: tricalcium phosphate; GLgoug 3: calcium lactate-gluconate;
GCcaCp group: calcium carbonate plus 100 pg/mlapkicum oleorresin *. Dose adjusted to
1 g/calcium/bird.
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422 Tables

423 Table 1. Calculated composition and nutrient contenof the diet
Ingredients (kg)
Corn 596.170
Soy flour 48% 267.498
Small-grained calcium carbonate 40.388
Large-grained calcium carbonate 60.582
Soy oil 12.506
Orthophosphate 18:20 10.605
Salt 4.072
Vitamin and mineral premix 3.00
Mycotoxin Sequestrant 2.00
DL-methionine 99% 1.971
Larvadex 0.500
L-lysine HCI 0.328
Antioxidants 0.150
Ronozyme phytase (GT) 0.100
Yellow pigment 0.090
Red pigment 0.040
Total 1000
Calculated Analysis (g/kg)
Metabolizable Energy (Kcal/kg) 2859
Crude protein % 18.792
Total Calcium % 4.100
Available phosphorus % 0.450
Methionine + Cysteine % 0.800
Lysine % 0.980
Tryptophan % 0.220
Sodium % 0.180

424 'Amount/kg: Retinol 0.9 g, cholecalciferol 0.019dgalphatocophero 10.004 g, phyllogquinone 1.0

425 g, riboflavin 4.0 g, cyanocobalamin 0.060 g, pyxite 3.0 g, calcium pantothenate 13.0 g, niacin 25
426 g, biotin 0.063 g, choline chloride 250 %Quantity / kg: 0.2 g of selenium, 0.1 g of cob8l g of
427 iodine, 10 g of copper, 50 g of zinc, 100 g of irdB0 g of manganese.

428

429

430

431
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Table 2
Dosage of three different sources of calcium in fawexperimental groups: GCca Group:
calcium carbonate; GFtc Group: tricalcium phosphate GLgc Group 3: calcium lactate-
gluconate; GCcaCp group: calcium carbonate plus 1Q1g of capsicum oleorresin. All adjusted to
administer 1 g/calcium/bird
Calcium Chemical Calcium Amount of Ca Calcium
source formula amount / g of source added to the concentration
Ca source suspension g/mL
(g/mL)
GCca CaCQ 1.16+0.2 3.00 0.386
GFtc Ca (PQ); 1.07+0.2 143.00 0.007
GLgc C9H,Ca0 1.00+0.1 3.00 0.333
GCcaCp CaCQ 1.05+0.1 3.06 0.350
Table 3
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462 Kinetic variables achieved for Calcium from four different sources, administered orally in
463 Bovans-White hens and a control group without supgmentation: GCca Group: calcium
464 carbonate; GFtc Group: tricalcium phosphate; GLgc Goup 3: calcium lactate-gluconate;

465 GCcaCp group: calcium carbonate plus 10 ug of capsim oleorresin. All adjusted to administer

466 1 g/calcium/bird
467
468
Group Twmax (D) Cuax (ug/dL) AUC o.4(ng/dL/h™) Fr (%) vs GCca
GC - - 335.2+8.6 -
GCca 2+0.3 200+ 1.6 371.3+9.3 100
GCcaCp  0.330.7 37.2+18 419.1+8.4 112.9
GFtc 0.33+0.% 25.4+1.4 380.2+8.8 102.4
GLgc 0.33+0.2 34.7+1.2 407.1+7.9 109.6
469 abedpifferent literals between columns correspondtétistically significant differences (P< 0.05).

470 Cuyax = maximum serum concentrationyk = time to achieve fax; AUC0-24 = area under the
471 serum concentration curve of Ca vs. time; 100%iveaalcium bioavailability of the control group
472  not supplemented with additional calcium.

473

474

475
476
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Table 1. Calculated composition and nutrient contenof the diet

Ingredients (kg)

Corn 596.170
Soy flour 48% 267.498
Small-grained calcium carbonate 40.388
Large-grained calcium carbonate 60.582
Soy oil 12.506
Orthophosphate 18:20 10.605
Salt 4.072
Vitamin and mineral premix 3.00
Mycotoxin Sequestrant 2.00
DL-methionine 99% 1.971
Larvadex 0.500
L-lysine HCI 0.328
Antioxidants 0.150
Ronozyme phytase (GT) 0.100
Yellow pigment 0.090
Red pigment 0.040
Total 1000
Calculated Analysis (g/kg)
Metabolizable Energy (Kcal/kg) 2859
Crude protein % 18.792
Total Calcium % 4.100
Available phosphorus % 0.450
Methionine + Cysteine % 0.800
Lysine % 0.980
Tryptophan % 0.220
Sodium % 0.180

3 'Amount/kg: Retinol 0.9 g, cholecalciferol 0.019dgalphatocophero 10.004 g, phyllogquinone 1.0

4 g, riboflavin 4.0 g, cyanocobalamin 0.060 g, pykite 3.0 g, calcium pantothenate 13.0 g, niacin 25

5 g, biotin 0.063 g, choline chloride 250 ®Quantity / kg: 0.2 g of selenium, 0.1 g of cobl g of

6 iodine, 10 g of copper, 50 g of zinc, 100 g of irdA0 g of manganese.
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Table 2

Dosage of three different sources of calcium in fawexperimental groups: GCca Group:

calcium carbonate; GFtc Group: tricalcium phosphate GLgc Group 3: calcium lactate-

gluconate; GCcaCp group: calcium carbonate plus 1Q1g of capsicum oleorresin. All adjusted to

administer 1 g/calcium/bird

Calcium Chemical Calcium Amount of Ca Calcium
source formula amount / g of source added to the concentration
Ca source suspension g/mL
(g/mL)
GCca CaCQ 1.16 £0.2 3.00 0.386
GFtc Ca (PO, 1.07+0.2 143.00 0.007
GLgc C9H,,Ca0y 1.00+0.1 3.00 0.333
GCcaCp CaCQ 1.05+0.1 3.06 0.350
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Table 3

Kinetic variables achieved for Calcium from four different sources, administered orally in

Bovans-White hens and a control group without supgmentation: GCca Group: calcium

carbonate; GFtc Group: tricalcium phosphate; GLgc Goup 3: calcium lactate-gluconate;

GCcaCp group: calcium carbonate plus 10 pg of capsiim oleorresin. All adjusted to administer

1 g/calcium/bird

Group Twmax (D) Cuax (ug/dL) AUC o.4(ng/dL/h™) Fr (%) vs GCca
GC - - 335.2+8.8 -
GCca 2+0.3 20.0+1.8 371.3+9.8 100
GCcaCp  0.33#0.F 37.2+1.8 419.1 + 8.4 112.9
GFtc 0.33+0.% 25.4 +1.4 380.2+8.8 102.4
GlLgc 0.33+0.% 34.7+1.2 407.1+7.9 109.6

abedpifferent literals between columns correspondtédistically significant differences (P< 0.05).

Cuax = maximum serum concentrationysk = time to achieve fax; AUC0-24 = area under the

serum concentration curve of Ca vs. time; 100%iweaalcium bioavailability of the control group

not supplemented with additional calcium.
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Figure 1. Calcium serum profiles achieved with foalcium sources administered orally in
Bovans-White hens and a control group without seimeintation: GCca group: calcium
carbonate; GFtc group: tricalcium phosphate; GLgoug 3: calcium lactate-gluconate;

GCcaCp group: calcium carbonate plus 100 pg/mlapscum oleorresin *. Dose adjusted
to 1 g/calcium/bird.
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