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EFICIENCIA REPRODUCTIVA EN OVEJAS PRIMALAS SUPLEMENTADAS CON
PULPA DE CAFE (Coffea arabica) DURANTE LA SINCRONIZACION DEL ESTRO

Lizbet Karina Gutiérrez Prado, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el estado oxidativo y eficiencia reproductiva de
ovejas primalas suplementadas con pulpa de café durante la sincronizacion del estro. Se
utilizaron 60 ovejas que fueron distribuidas en tres tratamientos, bajo un disefio completamente
al azar TO: (n=20) ovejas suplementadas con 1.5 kg de dieta integral, T1: (n=20) ovejas
suplementadas con 1.5 kg de dieta integral al 5% (75 g) de pulpa de café, T2: (n=20) ovejas
suplementadas con 1.5 kg de dieta integral al 10% (150 g) de pulpa de café. Se realiz6 un periodo
de presincronizacion previo al inicio de la fase experimental, la sincronizacién se efectu6 en un
periodo de 11 dias iniciando un dia después de la presentacién del estro presincronizado. Los
estros se detectaron a partir de las 24 horas después del retiro del CIDR, realizando las montas a
las 12 y 24 horas de la deteccion del celo. La suplementacion se realizo por un periodo de 16
dias, desde dos dias antes del inicio de la sincronizacion y hasta un dia posterior al término de la
misma. Se obtuvieron muestras sanguineas de la vena yugular en ovejas en ayuno (8:00 h)
durante el periodo de suplementacion y al inicio de la gestacion, para determinacion de estado
oxidativo, concentracion de progesterona, glucosa e insulina. La suplementacion de pulpa de
café en la dieta no modificd las variables reproductivas: inicio y duracion de estro,
concentraciones de progesterona, porcentaje de gestacion, nimero de crias, peso al nacimiento
y concentracién de glucosa e insulina; sin embargo, se incrementd la capacidad antioxidante
durante el periodo de sincronizacién (P > 0.05), por lo que se concluye que la pulpa de café no
afecta los parametros reproductivos y mejora el estado oxidativo en ovejas durante la

sincronizacion.

Palabras Clave: Estrés oxidativo, ovejas primalas, sincronizacion de estro.



EFFICIENCY REPRODUCTIVE IN PRIMIPAROUS EWES SUPPLEMENTED WITH
PULP OF COFFEE (coffea arabica) DURING THE SYNCHRONIZATION OF ESTRUS

Lizbet Karina Gutiérrez Prado, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the oxidative status and reproductive efficiency of
primal sheep supplemented with coffee pulp during estrus synchronization. Twenty sheep were
randomly distributed to three treatments, in a completely randomized design TO: (n = 20) sheep
supplemented with 1.5 kg of integral diet, T1: (n = 20) sheep supplemented with 1.5 kg of
integral diet with 5 % (75 g) of coffee pulp, T2: (n = 20) sheep supplemented with 1.5 kg of
integral diet with 10% (150 g) of coffee pulp. A pre-synchronization period was carried out prior
to the start of the experimental phase and synchronization was performed in a period of 11 days
starting one day after the onset of pre-synchronized estrus. Estrus were detected 24 hours after
the removal of the CIDR, giving natural services at 12 and 24 hours of heat detection.
Supplementation was performed for a period of 16 days, from two days before the beginning of
synchronization period and until one day after the end of synchronization. Blood samples were
obtained during the period of supplementation and at the beginning of gestation, to determine
oxidative status, concentrations of progesterone, glucose and insulin, by puncturing the jugular
vein of the sheep in fasting state (8:00 h). Dietary supplementation of coffee pulp did not modify
reproductive variables: estrus onset and duration, progesterone concentrations, gestation rate,
number of offspring, birth weight, and glucose and insulin concentration; However, the
antioxidant capacity was increased during the synchronization period (P> 0.05), so it was
concluded that the oxidative state is modified during estrus synchronization when ewes are

supplemented with a 10% inclusion of coffee pulp in the diet.

Key words: Primiparous ewes, estrus synchronization, oxidative stress.



AGRADECIMIENTOS
Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), por brindarme la facilidad

econOmica para solventar el proceso de formacién profesional.

Al Colegio de Postgraduados, especialmente a la orientacion de Ganaderia, por abrirme las

puertas y por el financiamiento parcial otorgado para poder culminar los estudios de posgrado.

A la Dra. Maria Teresa Sdnchez-Torres Esqueda, por concederme el honor y la oportunidad de
formar parte de su grupo de trabajo, por las ensefianzas durante el proceso, por su amistad y el

gran apoyo otorgado en la direccion de esta tesis.

Al Dr. José Luis Figueroa Velasco, por sus aportes efectuados en la escritura y culminacion de

esta tesis.

Al Dr. José Alfredo Martinez Aispuro, por sus sugerencias y aportes efectuados durante la

investigacion.

Al Dr. David Alejandro Contreras Caro del Castillo, por el tiempo dedicado y por las sugerencias

realizadas durante el proceso y culminacion del presente trabajo.

Al Dr. Teodulo Salinas Rios por su excelente y constante apoyo recibido durante el proceso de

investigacion.

Al MVZ Jose Luis Cordero Mora, por su valiosa participacion en el proyecto de investigacion y

por todos los conocimientos y experiencias trasmitidas.

Al M.C. Cuauhtémoc Nava Cuellar, por su amistad, disponibilidad y valioso apoyo en

laboratorio fue esencial para la realizacion del trabajo de investigacion.



Al Bidlogo Mario Cardenas Leon, por su invaluable disposicidn para la realizacion de los analisis

en laboratorio.

A la Dra. Maria Magdalena Crosby Galvan, por las facilidades prestadas durante la realizacion

de pruebas de laboratorio.

Al Dr. José Luis Garcia Cué por su gran y valioso apoyo otorgado durante etapas criticas de la
fase analitica del proyecto y sobre todo por su gran calidad de persona agradezco infinitamente

el tiempo otorgado para disolver las dudas surgidas en el proceso.

A todos mis amigos y compafieros gue estuvieron apoyando en las arduas etapas del proyecto

que con su apoyo aligeraron e hicieron mas llevadero el proceso.

vi



DEDICATORIAS

A mi padre: J. Jesus Sabino Gutiérrez Martinez t, por inculcar en mi el habito de forjar los suefios
a base de esfuerzo y perseverancia, donde sea que se encuentre, este logro estd dedicado

especialmente a su memoria.

A mi madre: Ma. Luisa Prado Martinez, por estar presente en cada etapa de mi vida a ella siempre

agradeceré el amor y cobijo recibido.

A mis hijos: Iris Aileen e Isaac, porque el amor hacia un hijo es el mas grande tesoro que una
mujer puede poseer, ustedes son el motivo por el cual debo seguir adelante, porque la mejor

educacion se logra con el ejemplo.

A Eduardo Ramos Ramirez, por ser el mayor ejemplo de amor, esfuerzo, coraje y perseverancia
porque nunca dejaremos de agradecer lo que fuiste capaz de resistir por amor a la vida y hacia

tu familia gracias por quedarte ain entre nosotros.

A Précoro Gémez Martinez, no existen palabras para agradecer tu incondicional apoyo porque
gracias a ti he logrado alcanzar innumerables metas en mi vida, gracias por hacer mi camino mas

Ilevadero y por estar a mi lado aun en los momentos mas dificiles.

vii



CONTENIDO

L INTRODUCCION. . ..ottt et e e
I1. REVISION DE LITERATURA. . ..ot
2.1. Toxicidad del OXIgenO. . .. .. ..ot
2.2. Especies reactivas de oxigeno (ROS). .. ...
2.3.Radical libre. . . ... o
2.4.Dafio OXIAAtIVO. . . . .ottt
2.5. Efecto nocivo de los radicales libres. . .......... i
2.5, 0. Lipidos. . ...
2.5.2. ProteiNgS. . . ot
2.5.3. ADN. . .
2.6. FItOQUIMICOS. . . .\ttt e e e
2.7, ANBIOXIANTES. . . oottt
2.7.1. Sistemas de defensa antioxidante. .. ............ ... .
2.7.2. ClasificaCion. . ... ...
2.8. POlIfenoles. . . ..o
2.8.1. ClasifiCaCion. . . .. ..ot
2.8.1.1. Acidos hidroxXiCindmiCos. . . . . ...\ttt e e
2.8.2. Accion antioxidante de los polifenoles. . . ......... ... ... i
2.9. Pulpa de café como fuente de antioxidantes polifenolicos. . ...................
2.10. Pulpa de café en la alimentacionanimal. . .. .......... ... ... .. ..........
2.11. Sistemas de defensa antioxidante enanimales. . ............ ... ... ... ......
2.12. Estrés oxidativo en rumiantes. . . ..ot e
2.13. Epoca reproduCtiva 8N OVEJaS. . . . . ..o v v et e e e e e e
2.14. Hormonas en el ciclo reproductivo. . . ... .o
2.15. SINCronizacion de eStr0. . . . .ottt
I HIPOTESIS. ot
IV. OBJIETIVOS. . o e
V.MATERIALES Y METODOS. .. ...ttt
5.1 ANIMalES. . .
5.2. Tratamientos. . . ..ottt e

© 0 0O N N oo oo or o o1 01 B

N N NN NN R PR B R R R R R R e
g o O N P P © 0 O O W W N Rk P O



5.3 DS, . .ttt

5.3.1. Capacidad antioxidante de lasdietas. .. ............ .. ... i ..

5.4, SINCronizacion de eStr0S. . . . ..ttt e e
5.5, Ultrasonografia. . . ... ..o
5.6, MUBSIIBOS. . . . ottt e

5.7. Variables evaluadas. . .. ...

5.7. 1. INICIO e BStIO. . . ottt
5.7.2.DUracion de Str0. . . . ottt
5.7.3. Porcentaje de gestacion. . . . ... ...

5.7.4. NUMEI0 e Crias. . ..ottt e e e e e
5.7.5.Pes0 al naCimiento. . ... ..ot
Antioxidantes y hormonas

5.7.6. Capacidad antioxidante. . . . ...
5.7.7.0xidacion lipidica. . . . ... ..ot
5. 7.8, PrOgEStEIONa. . . v ittt
57.9.Glucosae Insulina. . ...
5.8. Analisis estadistiCo. . . . ... o
VI RESULTADOS. . .. e e e e e

6.1. Capacidad antioxidante de lasdietas. . . .. .......... .. .. .. ... ...

6.2. Variables reproductivas. . . ... . e

6.2.1. INICIO e BSTr0. . . . . oot
6.2.2. DUraCiOn de eStr0. . . .ot
6.2.3. Porcentaje de gestacion. . .. ... ..
6.2.4. NUMEI0O de Crias. . . .o\t eeeeea
6.2.5. Pesoal nacimiento. . . ... ... .
6.3. Capacidad antioxidante en sangre. . . ... ..ottt
6.4 Oxidacion lipidica. . .. ... o
6.5. Concentracion de progesterona. . . ...t
6.6. Concentracion de glucosa e insulina en suero sanguingo. . ....................
VIELDISCUSION. . .ttt et

7.1. Respuesta reproductiVa. . . . .. ..ot

26
27
28
29
29
30
30
30
30
30
30



7.2. Estado oXidatiVo. . . . .. ..o 42

7.3, Progesterona. . . ..ot 43
7.4.Glucosae Insuling. . . ... 43
VL CONCLUSION. . . ottt e 44
IX. LITERATURA CITADA. o e 45



Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

Cuadro 5.

LISTA DE CUADROS

Composicion de las dietas utilizadas para la suplementaciéon de las
ovejas durante la sincronizacion del estro. . ......................
Capacidad antioxidante de las dietas utilizadas en la suplementacion de
ovejas primalas durante la sincronizacion del estro. .. .............
Variables reproductivas en ovejas sincronizadas y suplementadas con
pulpadecaféenladieta. .......... ... ... .. i
Capacidad antioxidante y Oxidacién lipidica en ovejas alimentadas con
diferente nivel de inclusién de pulpa de café durante la sincronizacion
e BStrOS. . oot
Concentracion de glucosa e insulina en ovejas primalas suplementadas

con pulpa de café durante la sincronizacién de estro. .. ............

Xi

27

34

36

38

40



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

LISTA DE FIGURAS

Clasificacion de antioxidantes. . . ...,

Perfiles hormonales durante el ciclo estralenlaoveja..............
Programa de sincronizacion y toma de muestras para medir estado
oxidativo, concentracion de progesterona, glucosa e insulina, en ovejas
suplementadas con pulpa de caféen ladieta. .....................

Capacidad antioxidante en ovejas primalas durante la sincronizacién del
eStro CON Progestageno. . . . ..o vt
Oxidacion lipidica en ovejas primalas durante la sincronizacion del estro

CON PrOgeStAgENO. . . . oottt

Concentracion de progesterona en ovejas primalas durante la

sincronizacion de estro con progestageno e inicio de la gestacion. . . . ..

Xii

11
22

29

37

38



I. INTRODUCCION

A nivel mundial, la carne de ovino se ubica en el cuarto lugar del consumo de proteina
animal, dentro del consumo total de carnicos el 0.5% corresponde a carne ovina con una produccion
mundial de 14 millones de toneladas. De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2014), el hato mundial ovino es de cerca de 1,080 millones
de cabezas, con una produccion anual mundial de alrededor de 8.5 millones de toneladas de las
cuales se destinan al comercio mundial 871 mil toneladas que corresponde a un 9% de la
produccién total. China abarca el 16% de produccion total, ocupando el primer lugar en produccion
mundial de carne ovina con 28% de la misma, Australia con el 10% del total se ubica en el segundo
lugar de produccion mundial con 8% del total, Nueva Zelanda, no obstante es el cuarto productor
mundial de carne ovina, con apenas el 6% del total, pero se ubica como primer exportador mundial
con 40% del total (FAOSTAT, 2014). Francia es el mayor importador de carne de ovino, consume
el 15% del total del valor de las exportaciones, le sigue Inglaterra, que a pesar del ser el tercer
productor mundial con un 9%, importa 12% del total. Estados Unidos con 8% del total es el tercer
importador mundial, mientras que México ocupa el cuarto lugar como importador de carne ovina,

con 6% del total (FAOSTAT, 2014).

La explotacién ovina en México se realiza a lo largo y ancho del pais, y se pudiera dividir
en dos sistemas de produccion predominantes, el extensivo e intensivo, aunque en ultimas fechas
una combinacion de ambos ha tenido buenos resultados (Arteaga, 2008). De acuerdo con los
ultimos datos publicados al respecto por SAGARPA, en 2011 se contaba con un hato ovino de 8.2
millones de cabezas, destacando en este sentido que en el estado de México se concentra el 18%
del total, mientras que en Hidalgo el 13%, en Oaxaca el 8%, Veracruz 10% y SLP 6%, Puebla con

7% y Zacatecas con 6% (Arteaga, 2008). La poblacion de ovinos en México, durante los Ultimos



diez afios ha tenido un crecimiento sostenido llegando en 2014 a 8°405,902 de cabezas (SIAP,
2014); sin embargo la produccion en México no satisface la demanda de carne de ovino, por lo que
se requiere mas competitividad en la cria ovina; siendo indispensable una transformacién en los
sistemas de produccion para mejorar los factores que la afectan directamente (Martinez et al.,

2010).

La reproduccion en ovinos y su eficiencia derivan de la estabilidad en los procesos de
sincronizacién con fines de programacion de partos e incremento de corderos en tiempo y cantidad
respectivamente (Gundogan et al., 2003; Gonzélez et al., 2005), con la aplicacion de hormonas
exogenas utilizadas en los protocolos de sincronizacion (Hashemi et al., 2006; Fleisch et al., 2006;
Seekallu et al., 2010), con lo que se ha obtenido homogeneidad en estros, favoreciendo la

fecundidad y aumentando la tasa de pariciones (Gonzalez et al., 2005; Safdarian et al., 2006).

Durante esta fase reproductiva (estros sincronizados) los ovinos al sufrir algun tipo de
cambio metabdlico, modifican su estado oxidativo y generan un estrés oxidativo (See-Ling et al.,
2013), que altera los procesos reproductivos en respuesta a los dafios ocasionados a moléculas
como: 1) Lipidos: al desencadenar las fases de iniciacién, propagacion, terminacion, dando lugar
a la formacién de radicales lipidicos (L) hidroperoxidos (LOO.), formacion de aductos entre ADN
y proteinas (Ayala et al., 2014). 2) Proteinas: por la oxidacion de los grupos SH, oxidacién de
residuos aromaticos, ataque a la union peptidica (De Molina, 2003). 3) DNA: generando
mutaciones, transformaciones carcinogénicas o muerte celular (Konigsberg, 2008), infertilidad y
abortos (Al-Gubory et al., 2010), por lo que es de suma importancia conocer el estado oxidativo
previo, durante y posterior a la sincronizacion de estros y asi poder determinar los tiempos y
cantidades de suplementacion de antioxidantes requeridos, para obtener mejores beneficios

reproductivos (Sénmez et al., 2009).



La suplementacion con antioxidantes en ovinos, es diversa y pueden ser proporcionados de
forma sintética o natural, algunos derivados de forma natural son considerados como subproductos
de desecho que contienen grandes cantidades de compuestos fendlicos y de gran capacidad
antioxidante, como la pulpa de café (Arellano et al., 2011), la cual ha sido probada en vacas
lecheras para ver los efectos metabdlicos y de produccion, encontrando que puede ser suplementada
hasta en un 15% sin tener efectos negativos (Cipriano et al., 2006), o incluir un 25% del

concentrado en una relacién 60:40 forraje:concentrado (Soares et al., 2007).

El grano de café es uno de los principales productos de exportacion de México. Es el
producto perenne con mas superficie cultivada después de los pastos cultivados, con un total de
718,126 hectéareas plantadas. México se encuentra entre los 10 principales productores de café y el
primero en produccion organica (SAGARPA, 2012). En el 2012 la produccién de café cereza fue
de 1°287,642.69 toneladas. La inclusion de la pulpa de café en la alimentacion animal ha sido
evaluada en ganancias de peso, consumo de alimento y conversion alimenticia en diferentes
especies animales (Barrueta et al., 2000; Ferreira et al., 2001; Bautista et al., 2005). A este
subproducto se le han encontrado compuestos como los taninos y la cafeina (Ferreira et al., 2001;
Noriega et al., 2009) los cuales son limitantes en las dietas. También se han encontrado algunos
compuestos fendlicos en la pulpa de café (Ramirez-Coronel et al., 2004) los cuales han mostrado

ser potentes antioxidantes (Sroka y Cisowski, 2003).

La inclusion de los subproductos del café es viable a determinados porcentajes de
concentracion, sin embargo es necesario determinar su influencia en las fases reproductivas al
contener antioxidantes naturales que contrarrestan a la lipoperoxidacion, sin que esta afecte, por su
alto contenido de cafeina, como lo reportan Salinas et al. (2016), ya que al realizar una inclusién

de 25%, las caracteristicas reproductivas fueron afectadas. En el presente estudio se propuso



determinar la influencia de inclusion al 5y 10% de pulpa de café, en la suplementacion de la dieta,
sobre el estado oxidativo de ovejas primalas durante la sincronizacion de estros y durante la

gestacion, buscando mejorar el estado oxidativo y las caracteristicas reproductivas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Toxicidad del oxigeno

El oxigeno es uno de los tres elementos mas abundantes en el universo (Lineweaver et al.,
2004), en su forma libre es altamente reactivo en la formacion de oxidos. Las células por su
naturaleza aerobia son dependientes de este compuesto ya que su funcionamiento se basa en el
oxigeno proveniente de la sangre y pulmones; los organismos lo utilizan para eliminar los desechos
toxicos derivados de la produccion de ATP en la mitocondria (Patel et al., 1999).
Aproximadamente el 95% del oxigeno que se respira es transformado en agua a través del complejo
citocromo-oxidasa (citocromo A+a3) a nivel celular durante la respiracion mitocondrial y un menor

porcentaje (<5%) se reduce a radicales libres (Halliwell, 1989).

2.2. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

El término ROS (Especies Reactivas de Oxigeno) es referido simultaneamente como radical
libre; sin embargo, ROS refiere a moléculas quimicamente reactivas derivadas del oxigeno;
radicales o agentes oxidantes que pueden ser convertidos facilmente a radicales (MacFarlane et al.,
2008). Las principales especies reactivas de oxigeno o sustancias prooxidantes son: Radical
hidroxilo (OH), Peroxido de hidrdgeno (H20;), Anidn superdxido (Oz), Oxigeno singlete (10y),
Oxigeno nitrico (NO), Perdxido (ROO), Semiquinona (Q) y Ozono (Gonzalez-Mangado, 2001;

Andreyev et al., 2005).

2.3. Radical libre
Los atomos y moléculas poseen orbitales que son ocupados por electrones; cuando el Gltimo
orbital posee solo un electron se le denomina electron desapareado (Chang, 2002; MacFarlane et

al., 2008). Los radicales libres son moléculas altamente reactivas que en su estructura poseen un



electron desapareado en el ultimo orbital, condicidn que le confiere una alta inestabilidad. Por su
vida media corta los radicales libres acttan en el lugar donde se forman (Cheesman y Slater, 1993;
Cheesman, 1998), intentando buscar otro electrén para nivelar su desequilibrio atomico, por lo que
le quitan un electron a cualquier molécula vecina oxidandola, alterando su estructura y
convirtiéndola en un nuevo radical libre que de igual manera buscard otro electron para
equilibrarse. De esta forma se iniciara una reaccion en cadena afectando las células. Esta reaccién
podra ser indefinida a menos que exista la intervencion de los antioxidantes (Kachadourian et al.,

2004).

Los radicales libres en niveles normales cumplen la funcién de mantener activo al sistema
inmunoldgico entre otras acciones, participando en maltiples procesos como fagocitosis, sintesis
de colageno, sintesis de prostaglandinas, activacion de enzimas de la membrana celular, reduciendo
la sintesis de catecolaminas, produccidn de eicosanoides y factor endotelial de relajacion (Beckman

y Koppenal, 1996).

2.4. Dafo oxidativo

Es causado por una alteracion en la homeostasis de éxido-reduccion dentro de la célula
(Hausladen y Stambler, 1999), este desbalance se presenta cuando el proceso de pérdida y donacion
de electrones es superada por una elevada produccion de radicales libres o por un déficit de las
defensas antioxidantes, generando estrés oxidativo (Ames et al., 1993; Agarwal y Saleh, 2002;
Agarwal et al., 2006). Esto desencadena efectos en multiples procesos celulares como dafios a

lipidos, proteinas, y acidos nucleicos (Halliwell y Whiteman 2004; Radak et al., 2011).

2.5. Efecto nocivo de los radicales libres
Gerschman et al. (1954) definieron la toxicidad y la generacion de enfermedades causadas

por los radicales libres. El dafio producido por estos agentes ocurre sobre diferentes

6



macromoléculas debido su alto potencial estandar de reduccién, lo que los hace reaccionar

oxidando facilmente el medio en que se encuentren, dafiando los tejidos.

2.5.1. Lipidos

Los radicales libres afectan mayoritariamente a los lipidos bajo el proceso conocido como
peroxidacion lipidica o enranciamiento oxidativo, alterando las estructuras ricas en acidos grasos
poliinsaturados principalmente, convirtiéndose asi en radicales de acidos grasos que tendran una
alta capacidad para oxidar nuevas moléculas, generando una reaccion en cadena que llevara a la
muerte celular por edema debido a la alteracion de la permeabilidad de la membrana (Jerlick et al.,
2000).

Al llevarse a cabo la reaccion de éxido-reduccion (redox) entre los radicales libres y los
acidos grasos poliinsaturados, surge como resultado final el metabolito llamado malondealdehido
(MDA), el cual expresa el dafio ocasionado por radicales libres, que es determinado en laboratorio

mediante tejidos, plasma u orina (Nielsen, 1997).

2.5.2. Proteinas

Dakin (1906) inicid los estudios en el conocimiento de los procesos de la oxidacion de las
proteinas a partir de los radicales libres.

Las proteinas pueden ser afectadas por cualquier factor que ocasione estrés oxidativo bajo
procesos quimicos muy complejos (Shanlin et al., 1997), afectando directamente a los
aminoéacidos, principalmente a metionina, triptéfano, fenilalanina, tirosina, cisteina, leucina,
valina, lisina, arginina, prolina e histidina (Vogt, 1995; Silvester et al., 1998), estos efectos pueden
cuantificarse mediante reacciones Fenton que consiste en la reaccion del peroxido de hidrogeno
(H202) con metales de transicion principalmente el hierro (Fe**/Fe®"), generando radicales

altamente reactivos del hidroxilo (OH'), que reaccionan directamente con las cadenas laterales de



los aminoacidos adyacentes al sitio de unién al metal de la proteina alterando directamente su
estructura y funcion (Ortega et al., 1999), iniciando una reaccion en cadena, pues las proteinas

dafadas de igual forma reaccionaran con otras biomoléculas cercanas.

2.5.3. ADN

Otro de los principales objetivos de los radicales libres es el dafio producido a las moléculas
de ADN, ya que los dafios ocasionados alteran la homeostasis celular, es por ello que los estudios
acerca de los agentes y mecanismos de accion del dafio se han intensificado, con el fin de esclarecer
la patogenia de muchas enfermedades (Jaruga y Dizdaroglu, 1996; Okamoto et al., 1996).
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por agentes externos o derivados de los
procesos metabdlicos celulares, dafian las moléculas de ADN mediante ataques electréfilos hacia los
grupos nucleéfilos de la desoxirribosa y de las bases nitrogenadas (Shi, 1996). Se han reportado
diferentes tipos de dafio a las moléculas de ADN entre los que se encuentran: ruptura del esqueleto

azucar fosfato de una o de las dos cadenas, modificacién de las bases nitrogenadas (saturacion y

fragmentacion del anillo de tiamina) y la formacion de uniones cruzadas (cross-links) ADN-ADN o

ADN -proteina (Gonzalez-Mangado, 2001).

2.6. Fitoquimicos

En la actualidad se han estudiado diversas plantas que contienen compuestos con la
capacidad de contrarrestar los dafios causados por las ROS (Youdim y Joseph, 2001; Suwalsky y
Avello, 2006) en drganos y tejidos del cuerpo humano (Cao et al., 1998), favoreciendo la
resistencia y prevencion de enfermedades degenerativas y problemas cardiovasculares (Gate et al.,
1999; Youdim y Joseph, 2001). Estos compuestos llamados fitoquimicos forman parte del sistema
de defensa de las plantas contra el estrés bidtico y abidtico, son responsables de la tolerancia ante

el ataque de patdgenos o herbivoros, funcionan como medios de proteccion ante las condiciones
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ambientales como radiacion por luz ultravioleta o sequia (Osbourn y Lanzotti, 2009). En 2004 se
realizd la descripcion de los mecanismos de accion de estos compuestos:
1. Estabilizan las membranas mitocondriales y activadores de la funcion mitocondrial, evitan
el dafio o muerte celular por apoptosis 0 necrosis.
2. Por su actividad quelante evitan la oxidacion de la célula causada por metales libres
promotores de reacciones oxidativas (Fenton).
3. Antioxidantes que disminuyen el dafio oxidativo, estimulan la actividad antioxidante,
protegen el ADN de la oxidacion, inhiben la muerte celular por apoptosis en érganos vitales.
4. Inductores de apoptosis en células preneoplésicas o neoplasicas (Ferrari, 2004).

Estos metabolitos pueden clasificarse por categorias en base a su origen biosintético en:
compuestos fenoles, alcaloides, esteroides, terpenos, saponinas, entre otros, donde la mayor
distribucion la ocupan los compuestos fendlicos (Shi et al., 2003; Chew et al., 2011). Los
polifenoles, los ginkgolidos y los compuestos organosulfurados son los principales fitoquimicos

con actividad antioxidante comprobada (Papaganga et al., 1999; McKenna et al., 2001).

2.7. Antioxidantes
Los antioxidantes se definen como un grupo de compuestos capaces de retrasar o inhibir
significativamente la oxidacion de las moléculas en concentraciones bajas con respecto al sustrato
oxidante (Haliwell, 1995), actuando de acuerdo a los siguientes mecanismos de accion (Han et al.,
2007):
1. Disminuyendo el dafio oxidativo a las moléculas, al secuestrar los radicales libres iniciales
evitando la reaccion en cadena.
2. Impiden la union de los RL a las proteinas.

3. Previenen la mutacion del ADN vy dafio a tejidos.



4. Descomponen los productos primarios de oxidacion.

2.7.1. Sistemas de defensa antioxidante

Las reacciones metabdlicas de oxidacion son esenciales en los procesos metabdlicos de las
células, las cuales involucran una generacion de radicales libres como resultado del transporte de
electrones; los organismos aerobios cuentan con un sistema de defensa antioxidante capacitado
para hacer frente a estos ataques ocasionados por los radicales libres hacia las células; este sistema
de defensa los neutraliza, impidiendo que otras moléculas se unan al oxigeno; es decir, sacrifican
su propia integridad molecular para evitar el dafio a otras moléculas como: proteinas, lipidos,
carbohidratos y ADN (Reitter, 1995), manteniendo el equilibrio prooxidante-antioxidante actuando

tanto en medios hidrofilicos como en medios hidrofobicos (Jakoby y Ziegler, 1990).

El sistema de defensa antioxidante esta formado por enzimas de degradacion de ROS: 1)
Superoxido dismutasa (SOD): Formado por Cu-SOD y Zn-SOD actlan catalizando la reduccion
de anién superoxido para formaciéon de peroxido de hidrogeno (H20.) (Sanz y Barja, 2006;
Srinivasan y Avadhani, 2012), 2) Glutation peroxidasa (GPx): Es una enzima dependiente del
selenio que cataliza el lipoperoxido (L-OOH) a partir de peroxido de hidrogeno (H20-), su principal
agente reductor es el glutation reducido (GSH) (Liang et al., 2009), 3) Catalasa (CAT): Ejerce dos
funciones principales la catalitica y la peroxidativa, actta sobre H.O2 (Schmidt et al., 2005; Jeong
et al., 2012) y 4) Sistema tiorredoxina formado por el NADPH vy la tiorreduxina reductasa (TrxR)
que de igual forma actuan en la reduccion de la oxidacion y muerte de las células por apoptosis

(Kumar, 2004).
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2.7.2. Clasificacion

Ratnam et al. (2006) menciona que los antioxidantes pueden clasificarse en enzimaticos y
no enzimaticos (Figura 1); algunos de estos antioxidantes son producidos por el organismo bajo un
sistema enzimatico que incluye moléculas de bajo peso molecular y cofactores enzimaticos, que

convierten a los oxidantes en moléculas inofensivas (Gaté et al., 1999; Ratnam et al., 2006).

—— ANTIOXIDANTES ——

,No Enzimaticos

Enzimaticos <

Enzimas primarias
SOD, Catalasas, Mi I . .
Glutation peroxidasas ) Inera es_. D e Vitaminas
Zinc, Selenio A D EyK

Enzimas secundarias

Glutatién reductasa, Carotenoides Compuestos
glucosa 6- fosfato B-caroteno, licopeno, «— organosulfurados
deshidrogenasa luteina zeaxantina Indoles
Antioxidantes de bajo Cofactores
peso molecular —* antioxidantes
Glutation, acido urico Coenzima Q10

Compuestos
L -«
fendlicos
Flavonoides |« > Acidos fendlicos

Acidos
l hidroxicinamicos
Flavonoles Flavanoles Flavanones Felurico, P-cumarico
Uercitina, : -
caempferol Catequina Hesperitina -
| Acidos
Isoflavonoides Antocianinas hldlrg)uben’zollcos
Genisteina Cianidina Galico, elagico

Figura 1. Clasificacion de antioxidantes (Ratnam et al., 2006).

2.8. Polifenoles

Los compuestos fendlicos se conforman por un amplio grupo de sustancias, incluyendo mas
de 8,000 compuestos de origen natural, los cuales poseen una caracteristica estructural en comdn:

un grupo fenol con al menos un grupo hidroxilo como sustituyente (Robbins, 2003).
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La biosintesis de los polifenoles en las plantas superiores es controlada mediante procesos
enddgenos, durante la diferenciacion del desarrollo o por factores ambientales como luz
temperatura o heridas fiscas o mecanicas (Hékkinen, 2000). Son compuestos antioxidantes,
producto del metabolismo secundario de plantas, los cuales se pueden encontrar en una gran
variedad de frutas y vegetales (Soong y Barlow, 2006; Li et al., 2008). Dentro de las acciones que
ejercen en la fisiologia de las plantas, esta la resistencia a microrganismos e insectos y brindan
proteccién a la exposicion ante ambientes estresantes como radiaciones ultravioleta y altas
temperaturas (Brovillard et al., 1997). Se conoce que una fraccion de los polifenoles influye
directamente en las defensas antioxidantes del organismo, estos son capturados por las células de
la mucosa del sistema alimentario proximal, y junto con sus metabolitos son detectados en el

plasma a concentraciones micro molares (Manach et al., 1998; Serafini et al., 1998).

2.8.1. Clasificacion

Los polifenoles a su vez se dividen en dos categorias, la primera en extraibles (libres y
conjugados) y la segunda en no extraibles, formas insolubles principalmente ligadas a polisacaridos
de las paredes celulares (De Mira et al., 2009). De acuerdo a su estructura y eficiencia como
antioxidantes han sido clasificados en diferentes grupos y dependen de varios factores, debido al
namero de anillos fenol, tipo y nimero de elementos estructurales ligados, sus componentes
moleculares varian de muy simples a compuestos altamente polimerizados. En esta clasificacion
estructural destacan los acidos fendlicos simples, estilbenos, curcuminoides, chalconas, lignanos,
flavonoides e isoflavonas (Paliyath et al., 2008; Gonzalez-Castrejon y Rodriguez-Casado, 2011),
siendo los acidos fenolicos y los flavonoides los mas ampliamente distribuidos y diversificados
procedentes de plantas o partes de ellas, como en frutos, tallos, raices y granos (Pietta, 2000; Han

et al., 2007).
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2.8.1.1. Acidos hidroxicinamicos

Los &cidos fenolicos se derivan de los acidos benzoico y cinamico, de los cuales existen
dos tipos: acidos hidroxicinamicos y acidos hidroxibenzoicos. El primer grupo incluye el acido
cumarico, cafeico y ferulico; en el segundo grupo se encuentran el &cido galico, p-hidroxibenzoico,
vanilico, entre otros (Dykes y Rooney, 2007). En general, los acidos fendlicos pueden estar en
forma esterificada, glicosilada y polimerizada (Hakkinen, 2000); de forma estructural los
polifenoles derivan los &cidos fendlicos simples y de ellos el &cido cafeico, acido ferulico y acido
clorogénico; asi mismo los acidos fenolicos se encuentran principalmente en la capa externa de los
frutos y granos, formando parte de una estructura compleja como la lignina o0 como un derivado de

azlcar (Mora-Rochin, 2011).

Los derivados de los acidos cindmico y benzoico se desarrollan practicamente en todo tipo
de alimentos vegetales, que se encuentran dispersos en semillas, hojas, raices y tallo; ademas, a
dichos compuestos se les ha relacionado con diversas funciones en plantas, como en aspectos
fisioldgicos, absorcidén de nutrientes, sintesis de proteinas, actividad enzimatica, fotosintesis y

alelopatia (Robbins, 2003).

2.8.2. Accidn antioxidante de los polifenoles

Los compuestos fendlicos cumplen la funcion de ser captadores y estabilizadores de los
radicales libres, donde se produce la quelacion de metales, aquellos que poseen en su estructura
grupos carboxilicos, su accién antioxidante es atribuible a la inhibicion que se ejerce sobre las
enzimas prooxidantes como la lipooxigenasa (Decker, 1995; Decker, 1997). La funcion de los
antioxidantes fendlicos es de interferir en el proceso de oxidacion de lipidos y otras moléculas por

donacion rapida de un a&tomo de hidrogeno a los radicales libres, propiciando de esta manera
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radicales fenoxi intermediarios relativamente estables por la deslocalizacion por resonancia y
carencia de sitios adecuados para el ataque del oxigeno molecular (Shahidi y Naczk, 2004).

La eficiencia de los fenolicos como compuestos antioxidantes depende en gran medida de
su estructura quimica. Los flavonoides se encuentran entre los mas potentes antioxidantes
provenientes de las plantas, debido a que poseen elementos estructurales involucrados en la
actividad anti radical, ademas, la eficiencia antioxidante de estos compuestos esta directamente
relacionada con su grado de hidroxilacion y disminuye al encontrarse en forma de glicosidos
(Bravo et al., 1994). Ademas los flavonoides como la quercetina, uno de los antioxidantes naturales
mas potentes y la curcumina incrementan la actividad de algunas enzimas antioxidantes como la

glutation peroxidasa, superdxido dismutasa, catalasa y glutation reductasa (Han et al., 2007).

Entre los compuestos fendlicos con actividad antioxidante mas reconocida destacan
también algunos acidos fendlicos, como los acidos hidroxicindmico, hidroxibenzdico, caféico y
clorogénico, ademas de los taninos, chalconas y cumarinas (Martins et al., 2011). La actividad
antioxidante de los acidos fendlicos y sus esteres depende del nimero de grupos hidroxilo en la
molécula (Shahidi y Naczk, 1995). Asi, los &cidos hidroxicindmicos como el caféico y derivados
del &cido p-cumarico han mostrado poseer una eficiencia antioxidante significativamente mayor
que los acidos hidroxibezdicos (Kim et al., 2006), por ejemplo, el acido dihidrocaféico, tiene la
capacidad de secuestrar radicales libres, como el anion superdxido y los radicales hidroxilo y
peroxilo (Han et al., 2007). Asi mismo, el acido feralico ha mostrado la capacidad de disminuir la
peroxidacion lipidica y el aumento de los niveles de glutation y enzimas antioxidantes

(Balasubramani, 2004).
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2.9. Pulpa de café como fuente de antioxidantes polifendlicos

De acuerdo a los estudios realizados al café como fuente de antioxidantes, este ha
demostrado tener una actividad antioxidante considerable, principalmente después de haber sido
procesado (Pérez-Hernandez et al., 2013); sin embargo existen residuos que son generados después
del despulpado de la cereza del café (la pulpa y el pergamino) que no son aprovechados y por lo
tanto son considerados como los desechos mayoritarios de la agroindustria con una generacion
aproximada de 100,000 toneladas por afio (Salmones et al., 2005). Aunque se han encontrado
diversas aplicaciones para dichos desechos, estos son utilizados en bajo porcentaje y no son
técnicamente muy eficientes (Pandey et al., 2000), se utilizan principalmente como abono
organico, como mejorador fisico de los suelos, como fuente de residuos celuldsicos, de fibra
dietética, para produccion de bioetanol y carbédn activado (Soares et al., 2000; Garzon y Cuervo,

2008; Funes et al., 2012; Solis-Fuentes et al., 2012).

Algunos autores han indicado que dicho subproducto es apto para ser utilizado en la
alimentacion animal (Souza et al., 2005; Souza et al., 2006; Barcelos et al., 2007), al contener
metabolitos secundarios que favorecen la fermentacion ruminal y la sintesis de proteina microbiana
(Makkar, 2003). Ademas de presentar un contenido de cafeina y acidos fendlicos que les confieren
propiedades antioxidantes (Ramirez-Martinez, 1988; Yanagimoto et al., 2004; Fujioka y
Shibamoto, 2006; Gilcin, 2006; Kim et al., 2008; Votavova et al., 2009; Arellano et al., 2011),
como el acido clorogénico, acido caféico y acido ferulico (Asther et al., 2005), destacandose el
acido clorogénico y el acido caféico como los mas abundantes (Olthof et al., 2001) que pueden ser
aprovechadas en los sistemas de produccion para contrarestar los dafios generados por los radicales

libres, al actuar directamente en la formacion de las especies reactivas de oxigeno o en la
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eliminacién de las ROS originadas (Albano, 2006; Butterfield et al., 2006; Davidson y Duchen,

2007; Hwang y Bowen, 2007).

2.10. Pulpa de café en la alimentacién animal

Los esquemas eficientes de alimentacidn animal, derivan actualmente un gran reto, por lo
que se buscan posibles alternativas que vinculen la utilizacion de productos o subproductos

derivados de procesos productivos primarios o secundarios y esto propicie un beneficio mutuo.

La utilizacion de los subproductos del procesado de café en la inclusion a la alimentacion
animal, ofrece un valor extra a los ingresos de los productores, ya que en el despulpado de café se
generan varios subproductos (pulpa de café, cascara de la cereza, cascara del café pergamino y
cascara del grano) que contienen grandes cantidades de compuestos antioxidantes (Arellano et al.,
2011; Murthy y Naidu, 2012), cantidades considerables de minerales: 3.1% de potasio, 0.46% de
calcio, 0.14% de magnesio, 0.013% de fésforo (Figueroa y Mendoza, 2010). De acuerdo con la
disponibilidad y composicién quimica de la pulpa de café se han propuesto varias formas de
utilizarla, ya que ademas de los compuestos antioxidantes la pulpa de café contiene 0.87% de
cafeina (Ferreira et al., 2001), la cual ocasiona algunos efectos adversos por ser diurética (Stookey,
1999) e incrementa la excrecidn de nitrégeno a porcentajes elevados en su inclusion.

Diferentes métodos se han utilizado para reducir la cafeina, fenoles y taninos por
considerarlos indeseables, entre ellos esta el ensilado con melaza, descomposicion aerdbica e
inoculacion bacteriana (Ulloa et al., 2003) el ensilaje ha sido uno de los métodos mas utilizados,
sequido del secado y del procesamiento mediante agentes microbioldgicos para incrementar el
contenido de energia (Ferrer et al., 1995; Ramirez, 1998), dichos procesos favorecen el uso y
manejo de la pulpa de café sin alterar sus propiedades nutritivas, existiendo planteamientos de uso
tanto en fresco como ensalada (Ferreira et al., 2000; Ferreira et al., 2003).
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En ovinos la pulpa de café pasada por un proceso de ensilaje puede ser administrada
sustituyendo la paja de arroz favoreciendo el consumo de materia seca sin presentar efectos
negativos en la digestibilidad (Blanddn, 2009), la pulpa de café en concentraciones del 10% no
afecta el consumo y la digestibilidad total de nutrientes (Lima de Souza et al., 2005). El-Sayed et
al. (1999) y Souza et al. (2004) indican que la pulpa de café puede sustituirse hasta en un 15% en
ovinos sin afectar la productividad de los animales. Jarquin (1987) menciona que hay efectos
negativos al incrementar los porcentajes de pulpa de café, como los obtenidos por Vargas et al.
(1977) quienes observaron que al incrementar el nivel de inclusién de pulpa de café en la dieta de
ovinos hubo un menor consumo de materia seca, proteina, energia digerible y una disminucién en
la ganancia de peso. De igual forma Salinas et al. (2016) quien al incluir en un 25% la pulpa de
café en el concentrado desde 14 dias antes de la sincronizacién hasta inicios de la gestacion,
recomienda no usar dicho nivel de inclusion, ya que los porcentajes de gestacién pueden verse

afectados.

En dietas para novillos con 60:40 de forraje-concentrado con inclusion de 30% de cascara
de café en el concentrado no se afecta la ganancia de peso, y se mejora considerablemente la
relacién beneficio-costo (Ferreira et al., 1997). En vacas lecheras la produccion de leche, el
contenido de grasa, proteina y solidos totales no se ven afectados por la inclusion de 10.5% de

cascara de café (Lima de Souza et al., 2005).

En cerdos en crecimiento la inclusion de hasta 20% de pulpa de café ensilada no afecta la
ganancia de peso y la eficiencia alimenticia, pero si el consumo de alimento, siendo el 15% la
inclusion maxima en la cual no se afecta esta variable, mientras que en la fase de engorda se puede
incluir hasta el 20% sin afectar la ganancia de peso, consumo de alimento y eficiencia alimenticia

(Barrueta et al., 2000).
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En aves se ha reportado que la inclusion de pulpa de café por arriba del 5% ocasiona efectos
adversos en los valores de digestibilidad verdadera de la materia seca, nitrégeno y energia
metabolizable verdadera (Acosta et al., 1997); mientras que en alevines se ha comprobado que la
inclusion de 18% de pulpa de café ensilada o sin ensilar no afecta los parametros productivos y
reduce los costos de produccién (Bautista et al., 2005). Una de las limitantes en su inclusion es que
incrementa el nitrégeno en heces y orina, por lo que el porcentaje de nitrégeno retenido es menor.
Sin embargo, tiene efectos benéficos ya que se ha encontrado que la cafeina disminuye la grasa e

incrementa la cantidad de proteina en la carne (Poornahavandi y Zamiri, 2008).

2.11. Sistemas de defensa antioxidante en animales

Los antioxidantes enzimaticos se encuentran dentro del organismo animal y su funcion es
proteger y prevenir a las células de ROS producidos durante el metabolismo. Los tres principales
antioxidantes enzimaticos son la superdéxido dismutasa que cataliza el anion superoxido a perdxido
de hidrogeno; la catalasa que es una enzima tretramérica que convierte el peréxido de hidrégeno
en agua, se localiza en los peroxisomas; y la glutatién peroxidasa que ayuda a la eliminacién del
peréxido de hidrogeno, que a diferencia de la catalasa que usa el peroxido de hidrégeno como
dador de electrones utiliza el glutatiéon reducido; se encuentra en el citosol y en las mitocondrias
(Montero, 1996).

La actividad de superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX), glutation
reductasa (GSR) y glutation transferasa en el cuerpo luteo de borregas obtenidos en el dia 15, 40,
60, 80 y 128 de prefiez, encontraron que SOD1, GPX y GSR se incrementaron del dia15a 40y
después de esto permanecieron sin cambios (Al-Gubory et al., 2004; Al-Gubory et al., 2008). Estos
cambios posiblemente ayuden a contrarrestar el efecto de ROS durante la gestacion, ya que se ha

visto que ROS son producidos durante la reaccion enzimatica principalmente por la familia
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citocromo P-450 y por el sistema respiratorio de la mitocondria, y son considerados como
subproductos de sintesis de esteroides en el cuerpo luteo. En células luteas de ratas el H2O2 es un
potente oxidante que ha demostrado inhibir la esteroidogénesis por bloqueo de LH y transporte de
colesterol dentro de la mitocondria. La GSR y SOD varian acorde al tamafio del foliculo y estado
del ciclo estral, por lo que se sugiere un posible papel de estos antioxidantes enzimaticos en el
desarrollo folicular durante el ciclo estral (EI-Shahat y Kandil, 2012).

Se ha encontrado correlacion de hasta el 97% para la actividad enzimatica de la GPX y la
concentracion de selenio en plasma (Ceballos et al., 1999). La actividad GPX, SOD vy catalasa
disminuye en tejidos glandulares del endometrio de borregas ovariectomizadas tratadas con
estrdgenos (Al-Gubory et al., 2008). La concentracion de glutation, glutation peroxidasa y catalasa
varian con la gestacion, lo cual se puede deber a los diferentes cambios que se presentan durante
la prefiez y a los diferentes mecanismos enzimaticos de defensa por parte del organismo de las

ovejas (Erisir et al., 2009).

Sin embargo cuando la elevada formacién de ROS supera el sistema de defensa
antioxidante, derivado de las condiciones estresantes a las que son sometidos los animales (estrés
por calor, elevadas producciones, manejo en los procesos reproductivos), se manifiestan problemas
reproductivos afectando a las células del aparato reproductor, provocando fallos reproductivos,
haciéndose necesario el uso de antioxidantes exdgenos en la dieta en etapas criticas (Quintela et

al., 2008).

2.12. Estrés oxidativo en rumiantes

Los radicales libres (RL), entre ellos las formas reactivas del oxigeno (ROS) se generan

constantemente en el organismo, en muchos casos para cumplir funciones fisiologicas; no obstante,
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cuando se producen en exceso pueden provocar estrés oxidativo, especialmente ante la presencia
de iones como hierro (Fe*®) o cobre (Cu*?). El exceso de ROS puede producir dafio a lipidos de las
membranas celulares o lipoperoxidacion de proteinas, carbohidratos y ADN (Bendich, 1993; Gir
etal., 2010).

Asi como los RL se forman durante el proceso oxidativo normal, en el organismo se
sintetizan enzimas capaces de metabolizarlos, las cuales interrumpen la reaccion de peroxidacion
de la cadena lipidica por poseer hidrogeniones facilmente donables, lo cual provoca abstraccion de
los radicales peroxidos (Garrel et al., 2007).

Uno de los factores que afecta el estado oxidativo en la reproduccion es la condicién
corporal. Estudios realizados en rumiantes indican que individuos con alta condicion corporal al
parto son mas sensibles al estrés oxidativo (Bernabucci et al., 2005). Otros estudios han demostrado
que la cantidad de malondialdehido (sustancia que reacciona con el &cido tiobarbitdrico) en
placentomas de ovejas es mayor en el dia 80 con respecto a los dias 35 y 50 de gestacion (Garrel
et al., 2010). En cabras se ha demostrado que existe un incremento de estrés oxidativo al utilizar
progestagenos para la sincronizacion de celos, también se ha reportado que la inyeccion de 200 mg
de vitamina E al momento del retiro del progestageno y a la segunda inseminacion logran disminuir
el estrés oxidativo e incrementar el nimero de partos multiples y la prolificidad (S6nmez et al.,
2009). Los productos de oxidacion, los cuales son marcadores de la oxidacién de proteinas, son
mayores en plasma sanguineo de borregas que presentan mortalidad embrionaria (Celi et al., 2012).

El estres oxidativo esta relacionado con desérdenes como retencion placentaria (Kankofer,
2002), esto ocasiona que durante este desorden exista alta demanda de antioxidantes y la capacidad
antioxidante disminuya (Kankofer et al., 2010), por lo que una dieta sin los antioxidantes
necesarios puede incrementar el estrés oxidativo y la retencion de membranas fetales (Brzezinska-

Swobodzinsk et al., 1994). A pesar de los problemas fisioldgicos que ocasiona la produccion de
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ROS, también se ha demostrado que estos son esenciales para que se lleve a cabo la ovulacion; por
ejemplo, Shkolnik et al. (2011) demostraron que en ratones, los antioxidantes como el
hidroxibutilanisol inhibe la expansién del cumulus, el cual es indispensable para que se libere el
ovocito, por lo que también encontraron que el nimero de ovocitos ovulados fue menor.

Durante el periodo de gestacion y lactancia, al medir los cambios enzimaticos en
placentomas de ovejas durante los primeros 80 dias de gestacion, se ha encontrado que la glutation

peroxidasa aumenta al incrementarse el tiempo de gestacion (Garrel et al., 2010).

2.13. Epoca reproductiva en ovejas

La época reproductiva en las ovejas estd mediada por el fotoperiodo, la disminucién de horas luz
durante la época de otofio es traducida por las ovejas en una sefial hormonal a través de la retina
mediante la sintesis de melatonina (Williams y Helliwell, 1993; McMillen et al, 1995; Arendt,
1998; Malpaux et al, 2002), presentandose actividad estral durante los dias cortos de otofio e
invierno para dar lugar a los partos en la época mas favorable del afio (Hafez, 1989; Cerna et al.,

2000).

2.14. Hormonas en el ciclo reproductivo

En ovinos la duracidn del ciclo estral es aproximadamente de 16.5 a 17 dias en corderas y
de 16.8 a 17.2 en ovejas adultas, consta de diferentes fases: desarrollo folicular conducente a la
ovulacion, con una duracion de dos a tres dias y el desarrollo y lisis del cuerpo lateo con una

duracion de 13 a 14 dias (Driancourt et al., 1985; Gonzélez-Reyna, 1991; Uribe et al., 2009).
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Figura 2. Perfiles hormonales durante el ciclo estral en la oveja (Gallegos et al., 2015).

Las gonadotropinas, foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH), son sintetizadas por la
hipdfisis anterior y estimulan el crecimiento folicular, la ovulacién y la funcion lGtea, como
respuesta a la liberacion de GnRH por el hipotdlamo. El patron de liberacion de este factor esta
dado por un sinergismo entre el estradiol y la progesterona producidos por las génadas (Karsch et
al., 1993). La FSH, es responsable del crecimiento y desarrollo folicular, disminuye su
concentracion 2 6 3 dias antes del estro (Lamb et al., 2010). El incremento de estradiol provoca la
ovulacion en la oveja y ademas, sensibiliza al sistema nervioso central (SNC) para la presentacion

de estro, el cual tiene una duracion de 24 a 48 h (Caraty et al., 2002).
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El estradiol actia mediante un mecanismo de retroalimentacion positiva para inducir el pico
preovulatorio de LH, el cual se presenta de 4 a 8 h después de iniciado el estro (Skinner et al.,
2001). Los niveles méas bajos de progesterona durante el ciclo estral se aprecian durante los
primeros tres dias despues del estro (0.1 — 0.2 ng ml -1); a partir del cuarto dia comienzan a elevarse
Ilegando a su nivel maximo alrededor del dia 10 y manteniéndose hasta por 5 6 7 dias; estas
concentraciones comienzan a disminuir entre el dia 14 y 15 del ciclo estral, regresando a
concentraciones bajas el dia del estro, seguido por la presentacion del estro en las 24 horas
siguientes (Arroyo et al., 2007).

Una vez ocurrido el proceso de empadre, la concentracion de P4 es esencial para el
mantenimiento de la gestacion. En ovinos, el recorrido del cigoto por el oviducto para llegar al
utero se realiza en los primeros cuatro dias post fecundacion (Ruiz, 2013), momento en el que el
blastocisto depende de la P4 producida por el cuerpo luteo; hacia los dias 10-11 el blastocisto
comienza una fase de elongacion en el que éste comienza a emitir una sefial que permitira el
reconocimiento de la gestacion (Spencer et al., 2004) por accion de la molécula de Interferon-tau
(IFN-1), previniendo la lutedlisis al inhibir la secrecion pulsatil de PGF2o. por parte del Gtero. En
la oveja, la fase de implantacion se inicia a partir del dia 15 de gestacion, culminando hasta los dias
50-60 (Spencer et al., 2004). En caso de no cumplirse el proceso de fecundacion, el Utero después
de un periodo de sensibilizacion a la progesterona, inicia una ligera secrecion de PGF2q,
ocasionando asi una disminucion en la produccion de progesterona; esta caida en la produccion de
progesterona estimula una mayor liberacion de la prostaglandina produciendo asi la regresion total

del cuerpo luteo (Lea y Sandra, 2007).
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2.15. Sincronizacion de Estro

La sincronizacion de estros es realizada con el objetivo simular la actividad ovarica,
propiciando la presencia de estro y ovulacion en mayor porcentaje de hembras en un periodo corto
durante la época reproductiva (Aisen, 2004). Se han planteado diferentes programas de
sincronizacion:

1. Progestagenos: El uso de progestagenos se basa en el control de la fase lutea del ciclo estral
proporcionando progesterona exdgena, utilizando esponjas de poliuretano impregnadas con
acetato de medroxiprogesterona (MAP) o acetato de fluorogestona (FGA) (Wildeus, 2000;
Uribe et al., 2008), otra alternativa es el uso del dispositivo de liberacion controlada de
progesterona Control Internal Drug Release (CIDR) (Ozyurtlar et al., 2010), el cual
incrementa los niveles plasmaticos de progesterona simulando la presencia de un cuerpo
luteo funcional, alcanzando su maxima concentracion después de las 48 horas, produce
estros altamente sincronizados a las 36-44 horas después de remover el dispositivo
intravaginal (Bister et al., 1999; Sharkey et al., 2001), los progestagenos pueden
mantenerse de 9 a 12 dias en ovejas en anestro y 12 dias en ovejas en época reproductiva
(Gallegos et al., 2015).

2. Prostaglandinas: Al utilizar prostaglandinas exdgenas o sus analogos sintéticos se induce la
lutedlisis, reduciendo la duracion de la fase Iutea (Gonzélez-Bulnes et al., 2005), por lo que
éste método esta limitado a hembras en época reproductiva (Gonzalez -Bulnes et al., 2005).
Con la aplicacién de prostaglandinas se espera la presencia de estros entre las 36 y 48 h
posteriores a su aplicacion; con la aplicacion de 2 inyecciones de prostaglandinas con
intervalo de 9 a 11 dias se estima buena respuesta a estro (Arroyo et al., 2012).

3. Gonadotropinas: La aplicacién de analogos de gonadotropinas (GnRH, eCG, PMSG, FSH,

hCG), estimulan el crecimiento y maduracion folicular por lo que tienen actividad similar
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a la FSH y LH (Dias et al., 2001). La gonadotropina coriénica equina es la mas
implementada debido a su bajo costo, larga vida media y disponibilidad en el mercado
(Mejia y Palma, 2010), se aplica una inyeccién de eCG a la par del retiro de los

progestagenos (Abecia et al., 2011).

111. HIPOTESIS

La pulpa de café en la dieta de ovejas primalas durante la sincronizacion del estro mejora

la eficiencia reproductiva.

IV.OBJETIVO

Evaluar el estado oxidativo y eficiencia reproductiva de ovejas primalas suplementadas con

pulpa de café durante la sincronizacion del estro.

V. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizo en la granja experimental del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo. Se encuentra ubicado en la region oriente del Estado de
México, situado en la comunidad de Montecillo, Texcoco, Estado de México en las coordenadas
geograficas 19° 29' N y 98° 53' O, con una altitud de 2,241 msnm, con clima templado subhimedo
con una precipitacion media anual de 632,5 mm y una temperatura anual entre 12 y 18°C (Garcia,

1988).

5.1. Animales

Se utilizaron 60 ovejas primalas de las cruzas Dorset y Suffolk, con peso promedio de 48.66
+ 5.18 kg y condicién corporal de 3 en escala de 1 a 5 (Russel et al., 1969), durante la época
reproductiva de septiembre de 2015 y hasta a abril de 2016.
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5.2. Tratamientos

Los tratamientos estuvieron constituidos por tres niveles de pulpa de café; donde TO: ovejas
suplementadas con 1.5 kg de dieta integral sin inclusion de pulpa de café; T1: ovejas suplementadas
con 1.5 kg de dieta integral al 5% de inclusion de pulpa de café; T2: ovejas suplementadas con 1.5
kg de dieta integral al 10% de inclusion de pulpa de café, cada tratamiento con 20 ovejas,
distribuidas en un disefio completamente al azar, alojadas en corraletas individuales durante la
suplementacion (16 dias, Cuadro 1), posteriormente fueron agrupadas y alimentadas con avena a

libre acceso hasta el momento del parto.

5.3. Dietas

La cereza de café (Coffea arabica) para obtencion de pulpa de café se obtuvo en el
municipio de San Juan Lachao, Oaxaca, México, el cual esta ubicado a 16° 09" Ny 97° 07" O a
600 msnm, con un promedio de precipitacién de 2,200 mm anuales (INEGI, 2016), el despulpado
se realiz6 en himedo dentro de las 12 horas después de la cosecha y fue sometida a un proceso de

deshidratacién seguido de un proceso de molido para facilitar su integracion.

Las dietas fueron balanceadas para cubrir los requerimientos de acuerdo al NRC (1985)
(Cuadro 1), y analizadas para determinacion de la capacidad antioxidante mediante un extracto
obtenido siguiendo la metodologia descrita por Restrepo et al. (2009), y usando la técnica FRAP
(poder antioxidante de reduccion féerrica) de Benzie y Strain (1996) para la determinacion de la

capacidad antioxidante del extracto.

La suplementacidn se realiz6 por un periodo de 16 dias (Figura 3) iniciando 2 dias antes de
insertar el progestdgeno hasta el momento del empadre; se utilizé una dieta integral que fue

ofrecida en dos tiempos (8:00 y 16:00 h).
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Cuadro 1. Composicion de las dietas utilizadas para la suplementacion de las ovejas durante la
sincronizacion del estro

INGREDIENTE TO T1 T2
Maiz grano % 24.27 24.27 24.27
Pasta de soya % 9.04 9.04 9.04
Melaza % 5.27 5.27 5.27
Sal mineral* (%) 0.95 0.95 0.95
Pulpa de café (%) 0.00 5.00 10.00
Heno de avena % 60.47 55.47 50.47
TOTAL 100 100 100
COMPOSICION ESTIMADA (%)
MS 95.28 95.20 95.15
PC 12.01 12.09 12.13
Mcal EM/Kkg 2.4 2.4 2.4
FC 22.92 22.0 22.1
Cenizas 7.66 7.44 7.34

* Fosforo (17.5%), Sodio (12.9%), Calcio 5.6%, Magnesio 3.4%.

TO: ovejas suplementadas con 1.5 kg de dieta integral sin inclusién de pulpa de café, T1: ovejas suplementadas con
1.5 kg de dieta integral al 5% de inclusion de pulpa de café, T2: ovejas suplementadas con 1.5 kg de dieta integral al
10% de inclusion de pulpa de café.

MS: materia seca, PC: proteina cruda, FC: fibra cruda.

5.3.1. Capacidad antioxidante de las dietas

La determinacién de la capacidad antioxidante de las dietas fue realizada mediante un
extracto obtenido siguiendo la metodologia descrita por Restrepo et al. (2009) realizando pequefias
modificaciones. Esta consistié en realizar un lavado a 0.50 g de dieta con 10 ml de una solucion
metanol - agua 50-50 acidificada con HCI 2N a un pH de 2. Se agit6 durante 60 minutos a 37°C y
se centrifugd a 3,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Al término se recolecto el sobrenadante, el
precipitado resultante fue tratado con un solucién 70-30 de acetona-agua, se agité y centrifugd

siguiendo el proceso anterior, de igual forma se extrajo el sobrenadante y se mezcl6 con el primero;
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la mezcla resultante se utilizd para determinacion de capacidad antioxidante usando la técnica
FRAP (poder antioxidante de reducciéon férrica) de Benzie y Strain (1996), con la Unica
modificacion de que la agitacion en la incubadora se realizé durante 20 minutos, previo a la lectura
en un espectrofotometro a 593 nm, efectuando curvas de calibracion Trolox (acido 6-hidroxi-2-5-

7-8-tetrametil-croman-2-carboxilico) a diferentes concentraciones para la interpretacion.

5.4. Sincronizacién de estros

La presincronizacion se realizd aplicando dos dosis de 125 pg de prostaglandina F2a
(cloprostenol), al dia -11 y -3, seis dias posteriores a la segunda aplicacién de prostaglandinas se
les insertd un dispositivo intravaginal impregnado con 0.3 g de progesterona (CIDR®) por 11 dias
(Figura 3) y al dia 12 de la fase experimental recibieron otra dosis de PGF2a. A partir de las 12
horas de retiro del progestageno se inicié la deteccion de estros con machos marcadores con mandil
protector a intervalos de 6 horas dando seguimiento hasta las 78 h para determinar la duracion de
estros. Las montas se realizaron con 13 sementales de las cruzas Dorset x Sufolk a las 12 y 24 h,
después de detectado el celo; los retornos a estro se detectaron de los 15 a los 18 dias posteriores a

las montas (mafiana y tarde).
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Figura 3. Programa de sincronizacién y toma de muestras para medir estado oxidativo,
concentracion de progesterona, glucosa e insulina, en ovejas suplementadas con pulpa de café en
la dieta

CIDR: Dispositivo vaginal liberador de progesterona que permaneci6 insertado durante 11 dias en ovejas primalas.

5.5. Ultrasonografia

Para la determinacion de la gestacion en las ovejas, se realizd una medicion con un
ultrasonido de tiempo real Sonovet 600 y transductor lineal de 7.5 Mhz a los 30 y 60 dias post

monta (dias experimentales 47 y 77), por via transrectal (Figura 3).

5.6. Muestreos

Se obtuvieron muestras sanguineas para determinacién de progesterona, glucosa, insulina,
capacidad antioxidante y oxidacion lipidica, punzando la vena yugular de las ovejas en estado de
ayuno (8:00 h), se colectaron en tubos vacutainer de 5ml con EDTA. Todas las muestras sanguineas
fueron centrifugadas después de su recoleccion para la obtencion de plasma sanguineo a 2,500 rpm
durante 20 minutos a 4 °C en una centrifuga marca SIGMA 2-16 PK; el plasma fue depositado en
tubos Eppendorf de 1.5 ml y almacenado a -196° C hasta su analisis.
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5.7. Variables evaluadas

5.7.1. Inicio de estro: El inicio de estro se midio a partir de que las ovejas permitieron que los

machos las montaran, hasta el momento en que ya no aceptaban la monta.

5.7.2. Duracién de estro: Se dio seguimiento al estro desde la deteccién del mismo hasta las 78

horas con intervalos de cada 6 horas entre cada deteccion.

5.7.3. Porcentaje de gestacion: Para el calculo del porcentaje de gestacion se dividio el total de
ovejas gestantes determinado por el diagnostico de gestacion entre el total de ovejas que recibieron

monta.

5.7.4. NUmero de crias: Se determiné dividiendo el total de corderos nacidos entre el total de

ovejas paridas.

5.7.5. Peso al nacimiento: Se determind el peso de las crias durante las primeras 12 horas de su

nacimiento.

Antioxidantes y hormonas

5.7.6. Capacidad antioxidante

Para la determinacion de la capacidad antioxidante y oxidacion lipidica se realizaron nueve
muestreos, cada tercer dia iniciando dos dias antes de la sincronizacion (dia experimental 1) y hasta
el momento del empadre (dia experimental 17, Figura 3).

Para el andlisis de las muestras se utilizaron las técnicas de poder antioxidante de reduccion
férrica (FRAP) de Benzie y Strain (1996), preparando una mezcla de buffer de acetato 300 mM
ajustado a un pH de 3.6, mas una solucion 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mN disuelto en

HCL a una concentracién de 40 mM y una solucion acuosa de cloruro férrico hexahidratado (Fe

30



[11) 20 mM, en una relacion 10:1:1 llamandola mezcla de reaccion; de esta mezcla se tomé 1.5 ml
mas 50 pL de muestra y se agregaron a un tubo de ensayo para incubarse a 37 °C por 10 min y ser
leidas por espectrofotometria a 593 nm, utilizando como estandar 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametil-
croman-2-acido carboxilico (trolox) a concentraciones de 0.2 mM, 0.4 mM, 0.8 mM y 1.6 mM para

calcular los resultados.

5.7.7. Oxidacidn lipidica

La oxidacion lipidica se analizd6 mediante determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS) de acuerdo a la técnica de Ohkawa et al. (1979), colocando en tubos de
centrifuga 100 pL de muestra, 1 ml de &cido tiobarbitdrico al 0.8%, 2 ml de acido acético al 20%
ajustado a pH 2.5; las muestras se incubaron manteniéndose en ebullicion durante 60 minutos y
posteriormente se enfriaron en agua con hielo. Ya frias se les agregd 5 mL de n-butanol (n-butyl
alcohol), se agitaron vigorosamente durante 12 segundos para ser centrifugadas a 4,000 rpm
durante 10 minutos; la lectura se realiz6 tomando el sobrenadante resultado de la centrifugacion,
se midid por espectrofotometria a 532 nm. Para el calculo de los resultados se utilizaron diferentes
concentraciones (1, 2, 4, 8 mM) de malondialdehido (MDA), obtenido por hidrdlisis acida a partir

de 1, 1, 3, 3- tetraetoxipropano.

5.7.8. Progesterona

Para determinacién de concentraciones de progesterona se colectaron ocho muestreos por
animal, el primero dos dias antes de la insercion del progestageno coincidiendo con el inicio de la
suplementacion (dia experimental 1), el segundo a la mitad del periodo de suplementacion (dia
experimental 8), un tercero al término de la misma (dia experimental 16), y cinco muestreos cada
tercer dia posteriores al empadre (dias experimentales 18, 20, 22, 24 y 26, Figura 3). Las muestras
se analizaron mediante ensayo inmunoenzimatico (Immunometrics, UK Ltd, 280 Muster Road,
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London SW6 6BQ). La sensibilidad analitica fue de 0.13 ng mL-1 con coeficiente de variacion

intra e inter ensayo de 9.59 y 13.7%, respectivamente.

5.7.9. Glucosa e insulina

Para el andlisis de glucosa e insulina se realizaron 3 muestreos: al inicio (dia experimental
1), a la mitad (dia experimental 8) y un tercero al final del periodo de suplementacion (dia
experimental 16, Figura 3). El analisis de insulina en plasma se realizé por RIA con una sensibilidad
de 4,09 ng ml y coeficientes de variacion intra e inter ensayo de 1,44 y 0,25%. Las determinaciones
de glucosa se realizaron mediante el método enzimatico a base de glucosa oxidasa, marca Pointe

Scientific, Inc, EEUU.

5.8. Analisis estadistico

Las variables se analizaron bajo un modelo completamente al azar, se realizaron pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianzas a cada una de las variables, los datos que no cumplieron
con dicha normalidad fueron transformados para su analisis por medio de logaritmos naturales si
no tenian ceros o logaritmos naturales + 1 cuando presentaban valores cercanos al cero, los datos
de las variables nimero de crias y porcentaje de gestacion se analizaron con una prueba de X2 bajo
el procedimiento PROC FREQ de SAS. A las variables porcentaje de partos, peso al nacimiento,
inicio y duracion de estros se les aplicaron pruebas de comparacién de medias de TUKEY mediante

el procedimiento PROC GLM (SAS, 2002).

Para las variables capacidad antioxidante, oxidacion lipidica, glucosa, insulina y
progesterona, se realizo un andlisis de mediciones repetidas a través del tiempo por medio del

procedimiento PROC MIXED; los valores medios fueron comparados por el método de minimos
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cuadrados mediante la prueba de LSD cumpliendo con el modelo de convergencia, aplicando la

prueba de Tukey-Kramer.

Los resultados fueron obtenidos por el paquete de computo sistema de analisis estadistico

(SAS) en su version 9.0 (2002).

Yijk=p +Ti+ Mj + TiMj + Ak(i) + Eijk. Donde:

Yijk= Respuesta del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo muestreo de la k-ésima repeticién
pu=Media general

Ti= Efecto del i-ésimo parto

Mj= Efecto del j-ésimo muestreo

TiMj= Efecto del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo muestreo

Ak(i)= Efecto del i-ésimo tratamiento anidado al k-ésimo animal

Eijk= Error experimental.

Para las variables que mostraron diferencia significativa (P<0.05) se les realizé una prueba

de Tukey.
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VI. RESULTADOS

6.1. Capacidad antioxidante de las dietas

La capacidad antioxidante de las dietas utilizadas en la alimentacion de las ovejas aumentd
al incrementarse la pulpa de café. En la dieta testigo (T0) se obtuvo 45.18 pumol trolox/g MS, 51.55
en la dieta con el 5% y la mayor capacidad antioxidantes se encontr6 en la dieta con el 10% de

pulpa de café con 137.02 umol trolox/g MS (Cuadro 2).

Cuadro 2. Capacidad antioxidante de las dietas utilizadas en la suplementacion de ovejas primalas
durante la sincronizacion del estro

T0 T1 T2
VARIABLE
0% 5% 10%
FRAP
45.18 51.55 137.02

(umol trolox/g MS)

TO: ovejas suplementadas con 1.5 kg de dieta integral sin inclusién de pulpa de café, T1: ovejas
suplementadas con 1.5 kg de dieta integral al 5% de inclusion de pulpa de café, T2: ovejas
suplementadas con 1.5 kg de dieta integral al 10% de inclusién de pulpa de café.

6.2. Variables reproductivas

Después del retiro del CIDR el estro se presentd en el 100% de las ovejas de los tres
tratamientos. La inclusion de pulpa de café en las dietas al 5 y al 10% no modifico el inicio y
duracion de estro, porcentaje de gestacion a los 30 y 60 dias, numero de crias y peso al nacimiento

(P>0.05) (Cuadro 3).

6.2.1. Inicio de estro

El estro se presento en el 100% de las ovejas, iniciando a las 32.7 horas en el tratamiento

sin inclusién de pulpa de café (T0), seguido por las 34.8 horas en los tratamientos con 5y 10% de
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inclusion de pulpa (T1y T2), después del retiro del CIDR, sin existir diferencias estadisticas entre

tratamientos (P < 0.05).

6.2.2. Duracion de estro

La duracién del estro no se modifico por la inclusion de pulpa de café, siendo
estadisticamente similares entre los tres tratamientos (P < 0.05), teniendo una duracion de 28.2
horas en el tratamiento TO (sin pulpa de café), 27.6 horas en el tratamiento T1 (5% de inclusion de

pulpa de café) y 27.0 horas en el tratamiento T2 (10% de inclusion de pulpa de café).

6.2.3. Porcentaje de gestacion

No hubo diferencias estadisticas entre tratamientos, los porcentajes de gestacion no se
modificaron por la inclusién de pulpa de café en la dieta. En los tratamientos TO (sin pulpa de café)
y T1 (5% de inclusion) se obtuvo un 90% de gestacion y en el tratamiento T2 (10% de inclusion)

el porcentaje de gestacion fue de 95%.

6.2.4. Numero de crias

En el tratamiento sin inclusion de pulpa de café (T0O) se obtuvo un promedio de 1.38 crias
por oveja, para el tratamiento T1 con 5% de inclusion de pulpa de café 1.23 crias por oveja 'y en el
tratamiento con 10% de inclusion un total de 1.25 crias por oveja, sin observarse diferencias

estadisticas entre tratamientos (P > 0.05).

6.2.5. Peso al nacimiento

Los pesos de las crias no fueron afectados por la inclusion de pulpa de cafe (P > 0.05), las
crias de las ovejas del tratamiento TO (sin pulpa) alcanzaron un peso promedio de 4.20 kg, en el
tratamiento T1 (5% de inclusiédn) el peso promedio fue de 4.46 kg y 4.38 kg en el tratamiento T2
(10% de inclusion).
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Cuadro 3. Variables reproductivas en ovejas sincronizadas y suplementadas con pulpa de café en
la dieta

TO (0%) T1 (5%) T2 (10%) P>F
Inicio de estro (horas) 32.7 34.8 34.8 0.145
Duracion de estro (horas) 28.2 27.6 27.0 0.892
Gestacion 30 dias (%) (18/20) 90 (18/20) 90 (19/20) 95 0.806
Gestacion 60 dias (%) (18/20) 90 (18/20) 90 (19/20) 95 0.806
NUmero de crias 1.38 £ 0.50 1.23+0.43 1.25+0.44 0.540
Peso al nacimiento (kg) 4.20+0.81 4.46 £0.94 4.38+£0.71 0.571

TO: ovejas suplementadas con 1.5 kg de dieta integral sin inclusion de pulpa de café, T1: ovejas suplementadas con
1.5 kg de dieta integral al 5% de inclusion de pulpa de café, T2: ovejas suplementadas con 1.5 kg de dieta integral al
10% de inclusion de pulpa de café. Pr>F: Nivel de significancia. Letras iguales en la misma hilera representan medias
similares (P>0.05).

6.3. Capacidad antioxidante en sangre
La capacidad antioxidante en plasma sanguineo se incremento6 (P<0.05) conforme aumentd
el porcentaje de inclusién de pulpa de café, siendo mayor en las ovejas alimentadas con el 10% de
inclusion, seguido de la suplementacion con 5 % y por Gltimo el tratamiento testigo (Cuadro 4).
Durante los muestreos realizados se observo que posterior al retiro del progestageno la
capacidad antioxidante disminuye, ocurriendo en esta etapa el empadre y la fertilizacion (Figura

2).
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Figura 4. Capacidad antioxidante en ovejas primalas durante la sincronizacion del estro con

progestageno

CIDR: Dispositivo liberador de progesterona, PGF2a: Prostaglandinas. a,b,c: Letras distintas indican diferencias estadisticas
(P<0.05).

6.4. Oxidacion lipidica

La inclusion del 10% de pulpa de café en la dieta redujo (P<0.05) la oxidacién lipidica en
plasma con respecto a las ovejas testigo. Aunque estadisticamente (P>0.05) no existi6 diferencia
entre la inclusion del 10 y 5%, numéricamente se observd que al incrementarse la inclusion de
pulpa de café en la dieta la oxidacion lipidica en la sangre disminuy6 (Cuadro 4). Con respecto a
la fecha de muestreo, no se mostré una tendencia clara de oxidacion lipidica a través de los
muestreos. Los valores mas bajos (P<0.05) se encontraron entre los dias experimentales 9 al 15
(correspondientes a 5 dias antes del retiro del progestdgeno y 5 dias posteriores a su retiro) con

respecto a los dias 1, 5, 7 y 17 (Figura 5).
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Figura 5. Oxidacion lipidica en ovejas primalas durante la sincronizacién del estro con

progestageno
CIDR: Dispositivo liberador de progesterona, PGF2a: Prostaglandinas. a,b,c: Letras distintas indican diferencias estadisticas

(P<0.05).

Cuadro 4. Capacidad antioxidante y oxidacion lipidica en ovejas alimentadas con diferente nivel

de inclusion de pulpa de café durante la sincronizacion de estros

Tratamiento Trolox EEM MDA EEM
(nmol ml-1) (nmol ml-1)

TO 285.79 ¢ 0.03 5.99 a 0.05

T1 33156b 0.03 5.22 ab 0.05

T2 363.85a 0.03 5.02b 0.05

a,b,c: Letras distintas en la misma columna indican diferencias (P<0.05).

TO: tratamiento testigo; T1: ovejas alimentadas con 5% de pulpa de café y T2: ovejas alimentadas
con 10% de pulpa de café. FRAP: Poder antioxidante de reduccion férrica; MDA: malondialdehido.
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6.5. Concentracion de progesterona

No se observaron diferencias estadisticas (P>0.05) en las concentraciones de progesterona
al incluir 5y 10% de pulpa de café en la dieta de ovejas primalas durante la sincronizacion del
estro. Referente a la fecha de muestreo se observd una mayor concentracion de progesterona
(P<0.05) cuando las borregas tenian el CIDR (dia experimental 8), disminuyéndose posterior a su
retiro, seguido de un incremento gradual a partir del dia experimental 18, correspondiente a un dia

posterior al empadre (Figura 6) y manteniendo un perfil normal de secrecion.
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Figura 6. Concentracion de progesterona en ovejas primalas durante la sincronizacion de estro
con progestageno e inicio de la gestacion.

CIDR: Dispositivo liberador de progesterona, PGF2a: Prostaglandinas. a,b,C: Letras distintas indican diferencias estadisticas
(P<0.05).
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6.6. Concentracion de glucosa e insulina en suero sanguineo

La adicion de 5y 10% de pulpa de café en la dieta no modificaron (P>0.05) el contenido de
glucosa e insulina (Cuadro 5). En los tres tratamientos se observo una mayor concentracion de
glucosa e insulina (P>0.05) en los Gltimos dos muestreos realizados, que corresponden a cuando

las ovejas estaban siendo suplementadas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Concentracién de glucosa e insulina en ovejas primalas suplementadas con pulpa

de café durante la sincronizacion de estro

Muestreo Glucosa EEM Insulina EEM
(mg/dl-1) (ng ml -1)

1 62.60 b 0.014 0.39b 0.019

2 65.40 a 0.014 0.51a 0.019

3 65.26 a 0.014 0.49a 0.019

a,b,c: Letras distintas en la misma columna indican diferencias (P<0.05).
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VII. DISCUSION

Debido a los compuestos antioxidantes de la pulpa de café (Arellano et al., 2011; Murthy y
Naidu, 2012), al incrementar su inclusion en la dieta la capacidad antioxidante se incrementa.
Como fuente de forraje se utilizo heno de avenay el reemplazo del 5% por pulpa de café incrementd
ligeramente la capacidad antioxidante; sin embargo, la inclusion del 10 % increment6é mas de tres
veces la capacidad antioxidante, por lo que sugerimos que la inclusion de pulpa de café es factible
cuando se tiene dietas con poca cantidad de antioxidantes, ya que se necesita poca cantidad de este

subproducto para mejorar el estado antioxidante de las dietas.

7.1. Respuesta reproductiva

En los tres tratamientos el 100% de las ovejas presentaron estro sin obtener diferencias entre
tratamientos (P>0.05), confirmando la efectividad del CIDR utilizado para la sincronizacion: el
inicid de estro se presentd a las 32 horas en el tratamiento TO, y a las 34 horas en los tratamientos
T1y T2 después de haber retirado el CIDR, resultados similares a las 32 horas fueron reportados
por Castro (2010) y 34 horas por Fraire-Cordero et al. (2013), quienes de igual forma utilizaron
progestagenos para la sincronizar estros en ovejas. La duracién de estro no fue modificada por la
inclusion de pulpa de café, en el tratamiento TO la duracion de estro fue de 28.2 horas, para los
tratamientos T1 y T2, con 27.6 y 27 horas respectivamente; Arroyo-Ledezma et al. (2013)
reportaron una mayor duracién de celo, con un promedio de 54.2 horas en ovejas sincronizadas
utilizando CIDR + eCG y 51.8 horas en ovejas sincronizadas con dos dosis de prostaglandinas.
Cedillo (2008) reportd una duracion de celo de 40.6 horas utilizando esponjas vaginales
impregnadas con FGA durante 11 dias mas aplicacion de ¢CG y PGF2a, sin embargo, los
resultados se encuentran dentro de los rangos reportados por Quirke et al. (1979) y Gordon (1997),
quienes indican que la duracion de estro en ovejas se encuentra en un intervalo de 24 a 56 horas.
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En este estudio la inclusion de antioxidantes en la dieta de ovejas mediante la pulpa de café
no afectd los porcentajes de gestacion; Salinas et al. (2016), encontraron que una suplementacion
con 450 g de concentrado con 25% de pulpa de café (lo que corresponde a un consumo de pulpa
de café de 112.5 g diarios) 25 dias antes y 25 dias después del retiro del progestageno disminuyé
el porcentaje de gestacion, lo cual se atribuyé a la cafeina presente en la pulpa de café. Si se
considera que las ovejas consumieron 1.5 kg de alimento, el consumo de pulpa, fue de 75 g para el
tratamiento con el 5% de inclusién y 150 g en el tratamiento con 10%. En promedio, la inclusion
de pulpa al 5% corresponde a un nivel inferior y la inclusion del 10% a un nivel superior al
suministrado previamente (Salinas et al., 2016); por lo que suponemos que el suministro de pulpa
hasta en un 10% de la dieta por un periodo corto es factible, aunque se tendria que evaluar la

inclusion maxima.

Se ha reportado que los efectos adversos de la pulpa en la reproduccion desaparecen al
dejarse de suplementar, ya que en el trabajo de Salinas et al. (2016) se observé que posterior a que
se finaliza la suplementacion con pulpa de café ya no existieron mas pérdidas en la gestacion. En
este estudio las variables reproductivas no fueron afectadas al realizar la suplementacion solo en la

etapa de sincronizacion de estros.

7.2. Estado oxidativo

La capacidad antioxidante en plasma sanguineo de las ovejas fue mayor al incrementar el
porcentaje de inclusion de pulpa de café; mientras que la concentracion de malondialdehido siguid
una tendencia inversa, lo que indica que los antioxidantes de la pulpa de café ayudan a reducir la
lipoperoxidacion. En estudios resientes ha sido comprobada la capacidad que tienen algunas
plantas para contrarrestar la oxidacion lipidica; Pérez-Hernandez (2013) observo que los

compuestos extraidos del arandano (Vaccinium meridionale SW) tienen la capacidad de reducir la
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oxidacion lipidica en el aceite de maiz, al adicionar dichos extractos a 50g de aceite de maiz la
oxidacion lipidica fue disminuida, de igual forma Londofio et al. (2013) evaluaron la actividad
antioxidante de diferentes tipos de café comprobando la capacidad de estos para evitar la oxidacion
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Por otra parte, Zhang et al. (2011) encontraron que al
adicionar antioxidantes a la dieta de gallinas reproductoras se incremento la incubabilidad de
huevos fértiles, incrementando el numero de pollitos eclosionados. En el presente estudio no fueron
tan evidentes los beneficios en la reproduccion al mejorar el estado antioxidante en las ovejas,
probablemente porque el porcentaje de gestacion en el grupo testigo fue de 90% el cual es un valor
alto; sin embargo quedaria pendiente evaluar los beneficios de la pulpa de café en estados de estrés

oxidativo donde el requerimiento de antioxidantes se incrementa.
7.3. Progesterona

La pulpa de café no afecta la concentracion de progesterona en ovejas. La mayor
concentracion de progesterona que se encontrd cuando las ovejas tenian el progestageno se debe a
que aunado al cuerpo Iuteo que se encontraba en ese momento en los ovarios de las ovejas, existio
una fuente exdgena de progesterona proveniente del dispositivo intravaginal. Con este estudio
comprobamos que es posible la suplementacion de pulpa de café por un periodo corto previo al
empadre sin que esta hormona sea modificada, pues la progesterona es la principal hormona
encargada de mantener la prefiez y sus bajas concentraciones al inicio de la gestacién son
desencadenantes de abortos (Diskin y Morris, 2008); y su incremento esta asociado a mejorar los

porcentajes de gestacion (Flores et al., 2013).

7.4. Glucosa e Insulina
Las concentraciones de glucosa e insulina no se modificaron por la inclusion de pulpa de
café en la dieta, presentandose en este estudio concentraciones de glucosa en un rango de 62.60 a
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65.40 mg/dl entre tratamientos durante la sincronizacion del estro, coincidiendo con Balaro et al.
(2015) quienes encontraron una concentracion promedio de 64.8 mg/dl en ovejas bajo condiciones
tropicales. El rango 6ptimo de glucosa esta entre 50 y 80 mg/dl (Kaneko, 1980), por lo que los tres

tratamientos en los tres muestreos estuvieron dentro de las concentraciones normales.

En este estudio las concentraciones de insulina se encontraron en un rango de 0.39 a 0.51
ng/ml entre tratamientos durante la sincronizacion del estro. Se ha encontrado que el suministro de
concentrado incrementa las concentraciones de insulina y glucosa (Razz y Clavero, 2004; Noro et
al., 2006). Esto coincide con los resultados encontrados en el presente estudio, ya que a pesar que
la pulpa de café no modificd las concentraciones de glucosa e insulina en ovejas, estas

incrementaron en los muestreos cuando se encontraban consumiendo concentrado.

VIll. CONCLUSION

Es posible la inclusién de pulpa de café en la dieta de ovejas hasta el 10% por 16 dias previo
al empadre, ya que mejora el estado oxidativo de las borregas y no tiene un efecto perjudicial en
las variables reproductivas y concentraciones de progesterona, glucosa e insulina, no obstante los
niveles maximos de inclusion y los tiempos criticos de suplementacion deben ser investigados

para determinar beneficios adicionales en la reproduccion.
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