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RESUMEN

Introduccion. El estrés oxidante (EO) es la consecuencia de la deficiencia de
moléculas protectoras naturales y/o de la excesiva exposicion a agentes
generadores de radicales libre (RL). Los estrégenos (ESTs) tienen propiedades
antioxidantes per se debido a sus caracteristicas estructurales, ademas,
interactuan positivamente con las enzimas antioxidantes y el tejido adiposo.
Debido a que los estudios que evaluan el estado oxidante-antioxidante después
de la realizacion de la ooforosalpingohisterectomia son escasos, el objetivo de
este estudio fue determinar el efecto de la OSH en el sistema oxidante-
antioxidante y cuantificar su influencia en los cambios morfolégicos de los
adipocitos subcutaneos y condicién corporal en hembras caninas. Material y
métodos. Se utilizaron 12 hembras caninas de entre 1 a 5 afios de edad, que se
encontraban en condicién corporal de 3 de acuerdo al peso y al porcentaje de
grasa corporal (%GC). Se realizé la OSH lateral y se tomaron muestras
histolégicas de tejido adiposo subcutaneo para determinar los cambios
morfolégicos en diferentes intervalos de tiempo: en condiciones basales, al
primer y sexto mes posterior a la OSH. En el suero se determinaron las
concentraciones de colesterol (CT), triglicéridos (TG), glucosa, insulina, indice
HOMA, 17 B estradiol (17 B-E2) y testosterona (T); asi como la ec-SOD,
peroxidasas, GSH, GPx, GST, GR, LPO, FRAP, NOz y NOsz y vitamina C.
Resultados. La prueba de correlacion multiple de Spearman entre el 17 B-E2y
el sistema antioxidante no fue evidente. Sin embargo, la prueba t de Student
mostré que la actividad de las enzimas ec-SOD, peroxidasas, GSH, GPx y la
GST presentaron diferencias significativas en condiciones basales en
comparacion al sexto mes posterior a la OSH (p<0.05). La LPO aumenté y la
vitamina C disminuy6 después de la OSH, reduciendo la capacidad antioxidante.
Se observd que la concentracion del 17 B-E2 mostré una tendencia a disminuir
seis meses después de la OSH, lo que se reflejo con el aumento del %GC vy la
hipertrofia del tejido adiposo subcutaneo desde el primer mes acentuandose al
sexto mes (p=0.001). Conclusién. Los resultados obtenidos sugieren que la
disminucion del 17 B-E2 como consecuencia de la OSH altera la actividad de las



enzimas antioxidantes en el suero, lo que a su vez aumenta la LPO y disminuye
la capacidad antioxidante. Estos cambios se asociaron con la condicion corporal,

aumento en el peso corporal y con la hipertrofia del tejido adiposo subcutaneo.

Palabras clave: Estrés oxidante, sistema oxidante-antioxidante, hembras

caninas, ooforosalpingohisterectomia, 17 B-Ez2, adipocito.
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Abstract

Introduction. Oxidative stress (EO) is the result of a deficiency of natural
protective molecules against free radicals (RL) and/or excessive exposure to
them or to their generating agents. Estrogens (ESTs) have antioxidant properties
per se due to their structural features; moreover, they interact positively with
antioxidant enzymes and adipose tissue. Because there are just a few studies
that evaluate oxidant-antioxidant status after oophoresalpingohysterectomy
(OSH) in female dogs, the aim of this study was to determine the effect of OSH
on oxidant-antioxidant system and quantified its influence on morphological
changes in subcutaneous adipocytes and body condition in female dogs.
Material and methods. 12 female dogs between 1 and 5 years of age, classified
as body condition 3 according to weight and body fat (%GC). Lateral OSH was
performed and histological samples of subcutaneous adipose tissue were use to
determine morphological changes of adipocytes under basal conditions, first and
sixth month after OSH. Serum concentrations of cholesterol, triglycerides,
glucose, insulin, HOMA index, 17 B-estradiol (17 B-Ez2); antioxidant system as:
extracellular superoxide dismutase (ec-SOD), peroxidases, glutathione
peroxidase (GPx), glutathione S-transferase (GST), glutathione reductase (GR),
glutathione (GSH), lipid peroxidation (LPO), capacity antioxidant total (TAC),
vitamin C and nitrates/nitrites ratio (NO3/NOz2’) were determined in basal
conditions, one and six months after the surgery. Results. Spearman multiple
correlation test between 17 3-E2 and antioxidant system was not evident. But
paired Student t test showed that the activity of the enzymes ec-SOD,
peroxidases, GSH, GPx, and GST were significant (p<0.05) 6 months after
surgery: LPO was increased and vitamin C decreased (p=0.03) after OSH,
reducing the antioxidant capacity. The concentration of estradiol (17 B-E2)
showed a tendency to decrease six months after OSH, it was reflected as an
increase on %GC and the hypertrophy of subcutaneous adipose tissue was after
OSH from the first month and was further accentuated at six months (p=0.001).
Conclusion. The results suggest that the decrease of 17 B-Ez2, as a consequence
of OSH, alters the activity of antioxidant enzymes in serum which, in turn,
increase LPO and decrease the antioxidant activity. These changes were
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associated with body condition and increase in body weight and hypertrophy of

subcutaneous adipose tissue.

Key words. Oxidant stress, oxidant-antioxidant system,

oophorosalpingohysterectomy, female dogs, 17 B-E2, adipocyte.
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CORRELACION ENTRE ESTROGENOS SERICOS, ENZIMAS
ANTIOXIDANTES Y CONDICION CORPORAL EN HEMBRAS CANINAS
OOFOROSALPINGOHISTERECTOMIZADAS

. INTRODUCCION

Estrés oxidante

El estrés oxidante (EO) es la consecuencia del desequilibrio entre la
produccion de radicales libres (RL) y la capacidad antioxidante del organismo. El
EO contribuye a desencadenar procesos inflamatorios y disfunciéon endotelial,
este ultimo es importante en enfermedades cardiovasculares (Chihuailaf et al.
2002).

Miller et al. en 1993, describié al EO como el resultado de la deficiencia
de sustancias protectoras naturales o de una excesiva exposicion a agentes
generadores de RL; es decir, el EO se desencadena cuando los prooxidantes

exceden la capacidad de los antioxidantes en el organismo.

El EO esta involucrado en la etiopatogenia de diversos trastornos, en

procesos como el envejecimiento y el aumento de la apoptosis.
Radicales libres

El RL es una molécula o atomo que contiene un electron desapareado en
su orbital exterior, adquiriendo configuracion muy inestable (Maldonado et al.,
2010).

Los RL son mas reactivos comparados con las moléculas cuyos atomos
estan ligados a otros por covalencia, cuando los RL han conseguido sustraer el
electron (reduccion) que necesitan, la molécula que lo pierde (oxidacion) se
convierte en RL por quedar con un electron desapareado, iniciando una reaccidn
en cadena. Debido a que estas especies reactivas no poseen receptores
especificos tienen capacidad de agresién indiscriminada sobre células y tejidos
(Valko et al., 2007).



Los RL se generan por la reduccién secuencial del oxigeno (O2), por
ejemplo, primero se produce el radical superoxido (O27), y el radical perhidroxilo
(HO-2), después se genera el peroxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo
(OH). La mayoria de estas reacciones son dependientes de la presencia de

algunos metales, como el hierro y cobre (Gonzalez et al., 2000) (Cuadro 1).
Antioxidantes

Los sistemas de defensa contra los RL que inducen el EO incluyen:
mecanismos preventivos, reparadores, defensas fisicas y defensas
antioxidantes. De estos, el mecanismo de defensa basado en las enzimas
antioxidantes incluye a la superoxido dismutasa (SOD), la glutatién peroxidasa
(GPx) y la catalasa (CAT). Los antioxidantes no enzimaticos son el acido
ascorbico (vitamina C), alfa tocoferol (vitamina E), el glutation (GSH),

carotenoides, flavonoides, entre otros (Gonzalez et al., 2000). (Cuadro 1)

Nombre Nomenclatura
Oxidantes Peroxinitrito ONOO -
Radical hidroxilo OH
Radical alquilo R
Radical peroxilo ROO
Radical alcoxilo RO-
Hidroperoxidos organicos ROOH
Oxigeno singlete 02
Prooxidantes Radical superéxido Oz
Peréxido de hidrégeno H202
Oxido nitrico NO
Ubisemiquinona CoQ1o
Antioxidantes Superdxido dismutasa SOD
Catalasa CAT
Glutation peroxidasa GPx
Antioxidantes no enzimaticos Glutation reducido GR
Alfa tocoferol Vitamina E
Acido ascérbico Vitamina C

Cuadro 1. Lista de algunos prooxidantes, oxidantes y antioxidantes enzimaticos y no enziméaticos

del organismo (Adaptado de Boveris et al., 2008).



Enzimas antioxidantes
Superéxido dismutasa

La SOD es una enzima metalica, cuya funcion es catalizar la reduccion
del radical libre Oz a oxigeno (O2) y H202. La SOD se clasifica de acuerdo a la
diferencia que existe en sus cofactores metalicos, dividiéndose en cobre/zinc
(CU/Zn)-SOD, manganeso (Mn)-SOD vy hierro (Fe)-SOD (Guan et al., 2017).
Como esta enzima requiere de cofactores metalicos se considera una
metaloenzima; se conocen al menos tres variaciones de esta enzima ubicadas
en el citoplasma (CU/Zn-SOD), mitocondria (Mn-SOD) y fluidos extracelulares
(ec-SOD). Las tres isoformas de SOD catalizan la conversion del radical Oz a
H20:2. La dismutacion consiste en una reaccion en la que dos moléculas de un
sustrato idénticas tienen diferentes destinos, una molécula de Oz se oxida y la

otra se reduce (Gonzalez et al., 2000):

— >
202+2H sop H202+ O2

Glutation

El GSH, tripéptido formado por acido glutamico, glicina y cisteina es
abundante en el citosol, nucleo y mitocondria, es antioxidante soluble en los
compartimientos de la célula, protege a la célula del dafo oxidativo de lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. Presenta interaccion sinérgica con otros
antioxidantes como la vitamina C, E y SOD. Asimismo, el GSH actua atrapando
radicales OH y Oz, reactivando enzimas que son inhibidas a concentraciones
altas de oxigeno. El GSH es sintetizado en el citosol por la accién secuencial de
glutamato-cisteina sintasa y GSH sintetasa, su presencia mitocondrial requiere

del transporte a la membrana interna.
Glutation peroxidasa

Esta enzima utiliza como cofactor al selenio, se ubica en el citoplasma y
mitocondrias; su funcién es catalizar la reaccion en la cual el GSH reacciona con

peréxidos para convertirlos en agua y alcohol. En este proceso el GSH es



oxidado a disulfito de glutation (GSSG), para luego ser reducido a GSH, por la

enzima glutatién reductasa (GR) (Gonzalez et al., 2000).

2GSH + H202 e GSSG + 2H20
Vitamina C

La vitamina C (acido ascorbico) es soluble en agua, elimina los RL de los
compartimientos hidrofilicos de la célula, matriz extracelular y del sistema
circulatorio; ademas tiene la capacidad de regenerar a la vitamina E (Gonzalez
et al., 2000).

Estrégenos

Son esteroides derivados quimicos del ciclopentanoperhidrofenantreno,
formados por tres anillos ciclohexanos (A, B, C) y un anillo ciclopentano (D),
tienen 18 atomos de carbono (C). EI mas abundante en el organismo es el 17
beta estradiol (17 B-E2), principal producto de secrecion del ovario. El 17 B-E2
tiene 3 dobles ligaduras en el anillo fendlico A, un grupo OH en el C3 y otro OH

en el C17, en posicion B (Marquez et al., 2002).

Al oxidarse el 17 B-E2 incorpora una cetona en el C17, generando estrona
(E1); mientras que, el estriol (E3) se genera por hidratacién de los estrégenos
(ESTs), ya que posee un grupo OH adicional en C16 (Marquez et al., 2002;
Amado et al., 2003).

Las células de la granulosa del ovario son las encargadas de producir los
ESTs a partir de los esteroides androstenediona y testosterona (T), los cuales
son sus precursores. La reaccidon es catalizada por la aromatasa empleando
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH+) y O2~ como cosustratos
(Marquez et al., 2002). Se necesita una flavoproteina y la NADPH+ citocromo
P450 reductasa. La actividad de la aromatasa es inducida por las gonadotropinas
que también inducen la sintesis de otras enzimas que intervienen en el proceso
biosintético de los ESTs (Marquez et al.,, 2002). En el higado se realiza la
conversion 17 B-E2-E+-E3 y los tres tipos de ESTs se excretan por orina
conjugados con acido glucoroénico y sulfato. Al igual que los andrégenos existen



otros 6rganos que pueden producir 17 (3-E2, como la placenta, adrenales y el
tejido adiposo (Marquez et al., 2002; Amado et al., 2003).

Participacion de los estrégenos en el estrés oxidante

El 17 B-E2 puede promover y/o evitar la produccion de los RL en
mitocondrias como mensajeros que transmiten una sefial que, a su vez, activan
la unién de tres factores de transcripcion sensibles a los oxidantes (Borras et al.,

2007) las cuales son:

e Proteina activadora 1 (AP-1)
e Elemento de respuesta del AMPc vinculante (CREB)

e Factor respiratorio nuclear (NRF) (Borras et al., 2007)

La produccion de RL explica el diferencial de longevidad ligada al sexo,
ya que el dafo oxidativo del ADN mitocondrial es hasta cuatro veces mayor en
machos en comparacion con las hembras (Mancini et al., 2013). Los ESTs se
unen a sus receptores por medio de la activacién de las proteina quinasas
activadas por mitdgenos (MAPK) y la via del factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-KB), dando como resultado
la regulacion del sistema de enzimas antioxidantes (Mancini et al., 2013). La
actividad antioxidante y de eliminacion de los RL por los ESTs es independiente
de la unidn al receptor y se encuentra asociado también a su estructura quimica
que presenta el grupo OH intacto en el anillo A de la molécula esteroide, otras
hormonas sexuales que carecen de este anillo son la progesterona (P4) yla T
que no presentan efectos antioxidantes (Angoa, 2007). A pesar de los estudios
sobre el efecto antioxidante de los ESTs, los mecanismos de accion y las
condiciones estructurales que poseen estas hormonas no se entienden
completamente. (Angoa., 2007; Ruiz et al., 2000; Cambray., 2013). Por ejemplo,
en algunos modelos del sistema nervioso central (SNC) los ESTs pueden elevar
los niveles de la GSH en células neuronales y gliales; observando que los efectos
de los ESTs no solo se limitan en poseer una actividad antioxidante contra los
RL, sino que también pueden mantener el estado de 6xido-reduccion (redox) en
equilibrio en las células (Mancini et al., 2013).


https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_quinasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Mit%C3%B3geno

En algunos casos se ha observado reacciones paraddjicas en diferentes
especies, por ejemplo, en ratas Wistar con ovariectomia (OVx) se ha observado
que al administrar ESTs, la catalasa (CAT) y la SOD disminuyen, mientras que
en las ovejas con OVx el aporte de ESTs disminuye la SOD, la CAT y el GPx en

la porcion glandular y aglandular del endometrio (Gomez-Zubeldia et al., 2000).

Asimismo, en el sistema vascular se comprob6 que la ausencia de ESTs
debida a la OVx en ratas, activa la hemo-oxigenasa 1 (HO-1), proteina inducible
de estrés. Los ESTs tienen actividad vasoprotectora a través de la estimulacién
no gendmica de membrana/mediadores intracelulares y/o la via gendmica
clasica y con esto, regulan los sistemas vasoconstrictores y vasodilatadores (Lee
et al., 2005).

Ovariohisterectomia

La ovariohisterectomia (OVH) también conocida como
ooforosalpingohisterectomia (OSH), consiste en la extraccion quirurgica del
utero y los ovarios en su totalidad, esto influye en aspectos como la reduccion
de la longevidad, el cambio en el comportamiento, la induccidon de sobrepeso,
obesidad y un incremento en la incidencia de enfermedades especificas
(Takahiro et al., 2014).

Se ha descrito que la OVH junto con la inactividad, y el aumento
espontaneo en la ingesta de alimentos son factores de riesgo para que las
hembras caninas presenten sobrepeso u obesidad, es por eso que, en estas
mascotas se recomienda la restriccidon de calorias para evitar el aumento de peso
(Laflamme., 2004; Verkest et al., 2011).

Dado que los ESTs inhiben la lipégenesis, las hembras regulan su peso
bajo la accion de estos, pero al disminuir su concentracidn como consecuencia
de la OVH se presenta aumento del peso corporal (Kobayashi et al., 2013; Mao
et al., 2013; Rivas 2013; Manzano 2015; Newell 2017).



Participacion de los estrogenos en el metabolismo energético

Los ESTs pueden interactuar con hormonas orexigénicas vy
anorexigenicas para el control del balance de la energia, asi como en la ingesta

de alimento y en la distribucion de grasa corporal (Ahmadi et al. 2017).

La acumulacién de grasa visceral se asocia con niveles bajos de ESTs en
las hembras, debido a la expresion de los receptores de estrogenos (RE) en el
tejido adiposo. Algunos estudios con modelos animales han observado que los
ESTs actian como una hormona anorexigénica aumentando el gasto energético
en reposo (Ahmadi et al., 2017). Ademas, los ESTs intervienen en el aporte del
consumo de energia por sus efectos directos sobre el tejido adiposo periférico
aumentando el numero de RE, la sensibilidad a la leptina y la termogénesis a
través del sistema nervioso central, en consecuencia, aumenta la lipdlisis en el

tejido adiposo blanco (Oppenheimer et al.,1991; Gao et al., 2008).
Estrégenos y tejido adiposo

Los ESTs ejercen sus efectos en los adipocitos de dos maneras: a)
mediante la unién a RE clasicos, que activan los factores de transcripcion nuclear
que se encuentran distribuidos en todo el tejido adiposo y b) al unirse a los
receptores de membrana (Koehler et al., 2005). Los REs pueden dividirse en RE
alfa (REa) y RE beta (REB) expresandose en diferentes tejidos (Koehler et al.,
2005).

Los ESTs a través de los REa regulan la antilipogénesis, la sensibilidad a
la insulina, la tolerancia a la glucosa, la reduccién del peso corporal por la
reduccion del tejido adiposo blanco (WAT por sus siglas en inglés) mientras que,
los ESTs a través de los REP demuestran efectos adversos para el
mantenimiento de la glucosa y la homeostasis lipidica (Blier 2013). Ademas, los
ESTs intervienen en el control lipogénico de los adipocitos en animales de ambos
sexos, en las hembras los ESTs regulan el estado metabdlico de WAT aunque
los mecanismos de accion no se entienden completamente (Foryst et al., 2010;
Newell 2017).



En algunos estudios llevados a cabo con roedores la reduccion de los
ESTs debida a la OVx provoca hiperfagia y aumento de peso corporal. Sin
embargo, al realizar el reemplazo en estos, se observa disminucion en el tamafo
de los adipocitos, inhibicion de la lipogénesis en WAT, en el tejido hepatico,
musculo esquelético y aumenta la lipolisis en el adipocito (D'Eon et al., 2005).
Ademas, algunos estudios mencionan que estos efectos se atribuyen a la
expresion de los genes de transcripcion que controlan el almacenamiento de
lipidos tales como acetil-CoA carboxilasa 1 (Acaca), acido graso sintasa (Fasn),
esterol regulador del elemento vinculante de la proteina 1 (SREBF-1), la
supresion de la lipoproteina lipasa (LPL), asi como el aumento de la sensibilidad
a la lipolisis inducida por catecolaminas en WAT (D’Eon et al., 2005). Otros
estudios mencionan el papel de los ESTs como supresores de la transcripcion
de la LPL, enzima que cataliza la conversién de los triglicéridos (TG) en acidos
grasos libres (AGL) (Urabe et al.,1996). (Ver cuadro 2).

Efecto de la ovariohisterectomia en los marcadores del estrés oxidante en

hembras caninas

Un estudio realizado con 18 hembras caninas clinicamente sanas
determind los cambios en los marcadores del estrés oxidante posterior a la
realizacion de la OVH en un lapso de tiempo de 30 dias, se tomaron tres
muestras sanguineas, es decir, previo a la operacioén, al dia 14 y finalmente al
dia 30. En este estudio se determinaron las siguientes enzimas: GSH, GPx, SOD
y la LPO. La actividad del GSH y la GPx aumento significativamente al dia 14,
sin embargo, la actividad de estas enzimas disminuyé al dia 30. Mientras que la
LPO aumento posterior a la OVH. Los resultados de este estudio sugieren que
se produce una pérdida sobre el control de los RL después de la OVH, dado que
el EO contribuye a la patogénesis de diversas enfermedades, esto podria sugerir
un mayor riesgo a padecer algun trastorno en las hembras caninas OVH
(Szczubial et al., 2015).



Estradiol (E2) Lipolisis/ Inhibicién de lipogénesis (ratones) + +
Lipogénesis Incremento de lipolisis (ratones) - +

Disminucion del tamafio de los adipocitos (ratones) ? +

Supresién de la lipoproteina lipasa (LPL) (humanos, ratones; pre- menopausia) ? +

Incremento de la actividad de LPL (humanos post-menopausia) - +

Incremento de la actividad la lipasa sensible a hormonas (HSL) (humanos) ? +

Incremento de lipolisis inducida por catecolaminas (humanos, ratones) - +

Incremento de la funciéon del receptor gamma activado de proliferacion del peroxisoma (PPARy) con la ? +

estimulacion ER (ratén)

Incremento WAT con estimulacion de ERa (ratones) + +
Incremento WAT con estimulacion de GPER (ratones) + +
Disminucion WAT con estimulacion del receptor de estrégenos acoplado a proteina G (GPER) (ratones) - +
Diferenciacion Adipogénesis (ratones, solo subcutaneo) - +

de los adipocitos | Inhibicion de la adipogénesis via GPER - -

Inhibiciéon de mIR-125a, inhibicién del receptor a relacionado con E, (EERa), promotores de adipogénesis ? ?
(cerdo)
Sensibilidad a la  La alimentacion con alto contenido de grasa disminuye el transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) y ERa en + +
insulina WAT visceral (en hembras de raton)

Incremento de captacion de glucosa a través de estimulacion de ERa y fosforilacion de tirosina IRS1 (células - -

3T3-L1, dependiente de concentracion)

Activacion de AMPK y Akt via de receptores de estrogenos (células 3T3-L1) - -
Leptina Correlacion positiva con los niveles séricos de E; (humanos: mujeres jévenes>post-menopausia>hombres) + +

No hay efecto sobre la secrecion (células 3T3-L1) - -
Adiponectina Disminucion de secrecion (células 3T3-L1) - -

No hay efecto sobre la secrecion de células del sindrome Simpson-Golabi-Behmel (SBGS) - -

Cuadro 2. Efecto de los ESTs sobre la lipdlisis/lipdégenesis (Modificado de Newell 2017).



Estréogenos y diferenciacion de los adipocitos

En pre-adipocitos de ratones hembras en respuesta a los ESTs presentan
una mayor diferenciacién a adipocitos e inducen adipogénesis (diferenciacion de
los adipocitos) cuando se les compara con los machos. Ademas, en presencia
de ESTs los pre-adipocitos viscerales se diferencian en adipocitos maduros mas

rapidamente que los pre-adipocitos subcutaneos en ambos sexos (Newell 2017).

En humanos, la ubicacion del tejido adiposo tanto en mujeres como en
hombres define su funcion. En mujeres, la acumulacion de adiposidad femoral
se asocia con hiperplasia adipocitaria (aumento de la adipogénesis), mientras
que, en hombres la acumulacion de la adiposidad femoral se encuentra asociado
con hipertrofia de los adipocitos (aumento en almacenamiento de lipidos o
lipogénesis). Estos estudios en particular sostienen la teoria de que el
microambiente ESTs en las mujeres estimula la adipogénesis regional, y la
disminucion de androgenos en el microambiente masculino estimula la

lipogénesis (Newell 2017).
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Il. JUSTIFICACION

En estudios previos se ha observado que posterior a la realizacion de la
ooforosalpingohisterectomia (OSH) se presenta aumento en la lipogénesis y en
el EO en hembras caninas. Sin embargo, los estudios sobre la evaluacion del
estado antioxidante/oxidante relacionado con la ausencia de 17 B-E2en hembras
caninas con OSH son limitados. Por lo cual, es necesario profundizar en el
estudio de este tema, dado que los efectos posteriores a la OSH pueden ser

perjudiciales para la salud general de las hembras caninas.

ll. HIPOTESIS

La reduccion de las concentraciones séricas del 17 3-E2 debida a la OSH
después de 6 meses, en las hembras caninas ocasionara cambios en algunas
enzimas antioxidantes, en la condicion corporal y en la morfologia de los

adipocitos subcutaneos.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios en las enzimas antioxidantes, en la condicion
corporal y en la morfologia de los adipocitos antes y seis meses después de la
OSH en hembras caninas jovenes. Asi como su correlacibn con las

concentraciones séricas de 17 B-E2.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar la condicion corporal por medio de morfometria antes y seis

meses después de la realizacion de la OSH.

Cuantificar las concentraciones séricas de las hormonas gonadales: 17 B-E2

y T antes y seis meses después de la OSH.

e Determinar en el suero las siguientes enzimas antioxidantes y marcadores
de estrés oxidante, antes y seis meses después de la OSH:
Peroxidacion lipidica

Actividad enzimatica del GSH, GST, GPxy GR

Peroxidasas

ec-SOD

Capacidad antioxidante total

Vitamina C

Nitritos (NO3™) y nitratos (NO2")

O O O O O o o

e Evaluar el tamafo de los adipocitos subcutaneos antes y seis meses

después a la realizacion de la OSH.
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V. MATERIAL Y METODOS

Muestra animal

Los procedimientos realizados con las hembras caninas fueron revisados y
aprobados por el SICUAE (Anexo 2).

Se utilizaron doce hembras caninas con las siguientes caracteristicas:

Criterios de inclusion

Enteras (con ovarios y utero)

Mayores a los 12 meses de edad (1 a 5 afos)
Clinicamente sanas

Condicion corporal de tres (CC3)

Talla indistinta

Criterios de exclusion

Hembras caninas con acondroplasia

Hembras caninas que de acuerdo a la Federacion Candfila
Internacional se encuentren dentro del grupo 10 de los lebreles
0 mestizos con caracteristicas similares

Machos

Hembras caninas con OSH

Animales que clinicamente presenten alguna enfermedad.

Lugar de muestreo y de realizacion de la OSH

e Clinica Veterinaria Meztli (José Luis Gutiérrez No. 40, colonia Ahuizotla,

Naucalpan, Estado de México.
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Lugar donde se realizaron las determinaciones analiticas

¢ |Instituto Nacional de Cardiologia: Ignacio Chavez, Departamento de

Patologia.
Obtencion de datos

El estudio se llevo a cabo inicialmente en perras enteras de entre 1 a 5
afios de edad, con autorizacion de los propietarios (ANEXO 1). Se recabd
informacion de cada individuo, como: edad, raza, tipo de alimentacion, peso,
condicion corporal, circunferencia pelviana (CP), distancia de la rodilla al
corvejon (RC) y cantidad de actividad fisica. Asi mismo, se tom6 una muestra
sanguinea inicial para medir la concentracion basal de enzimas antioxidantes y
hormonas como insulina, T, 17 B-E2. Antes de la cirugia se determiné la etapa
del ciclo estral en el que se encontraba cada hembra canina por medio de
citologia vaginal exfoliativa y después se realiz6 el procedimiento de OSH, el
primer y sexto mes posterior a este procedimiento se realiz6 nuevamente la
citologia vaginal exfoliativa para confirmar la correcta realizacion del
procedimiento y determinar la etapa del ciclo estral. Después de seis meses se

repitieron los muestreos de sangre.
Método de obtencién de datos morfométricos, peso y condicion corporal

Al momento de la medicidn, las hembras caninas se colocaran en posicion
de cuadripedestacion con la cabeza dirigida al frente, formando un angulo recto;
posteriormente se procedid a medir con una cinta métrica (cm) la CP y la

distancia que existe de la RC sin ejercer ningun tipo de presion sobre el perro.

El peso en kilogramos se obtuvo con una bascula digital (marca: Sohenle™)y la
condicién corporal se determind con base al porcentaje de grasa corporal (%
GC) resultado de la féormula de HAND (2000) que a continuacion se describe
(Mawby et al., 2004; Jeusette et al., 2010; Santarossa et al., 2017) (Anexo 4):
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% GC en hembras= -1,7(CR(cm))+0,93(CP(cm))+5

Dénde:
+ CR=Longitud del miembro posterior desde la tuberosidad calcanea
hasta la mitad del ligamento patelar (corvejon a rodilla) en cm.

+ CP=Circunferencia pelviana en cm

Figura 1. Sitios anatomicos para la obtencion de datos morfométricos
Toma y mediciones en la muestra sanguinea

La muestra sanguinea se obtuvo por venopuncion de la vena cefalica
(previa asepsia) y se coloco en tubos sin anticoagulante, se dejo reposar durante
un lapso de 15 minutos y se centrifugd a 3000 rpm; finalmente se recuperé el
suero y se congeld a -6 °C. En el suero se determinaron los TG, el CT, la glucosa
mediante métodos enzimaticos (marca Pointe Scientific USA) e insulina
mediante la técnica de radioimunoensayo (RIA) (marca Millipore USA) y las
hormonas sexuales T y 17 B-E2 se determinaron por ELISA (marca DRG
Diagnostics Germany), siguiendo el método de rutina recomendado por el

fabricante.

El indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) se calculd con la siguiente
férmula (Ortemberg et al., 2011; Tropf et al., 2017; Borai et al., 2007):
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HOMA-IR= [insulina (uU/ml)*glucosa (mM)]/22.5
Citologia vaginal exfoliativa

Después de la asepsia, se sujet6 la vulva y se introdujo el hisopo estéril
en la parte dorsal de la misma hasta llegar a la porcién caudal de la vagina, con
movimientos circulares suaves del hisopo se procedié a colectar la muestra,
realizando frotis por rodamiento en el portaobjetos, se dejo secar a temperatura
ambiente y se fijo con Citofix ® (solucion fijadora para citologia). Las muestras
fueron tefidas con la tincion de Wright y se observaron al microscopio con el

objetivo de 100x para determinar el tipo de células presentes en la muestra.
Ooforosalpingohisterectomia lateral

La incisién inicial se realiz6 en el flanco derecho debido a que el ligamento
del ovario izquierdo es ligeramente mas largo y laxo, lo cual permite la extraccidn
de este ovario por el flanco opuesto con facilidad. Los puntos tomados como
referencia son el limite de la porcién muscular del oblicuo abdominal externo, la
proyeccion dorsal del pezén, el borde de las apdfisis transversas de las vértebras

lumbares, el borde anterior del pubis y la ultima costilla.

La incisién de aproximadamente 1-2 cm (dependiendo de la talla de la
perra) se hizo sobre la linea que parte del angulo de la articulacién de la ultima

costilla y termina en el borde anterior del pubis.

Posterior a la incisidén en la piel, se separaron las fibras musculares y ya
en cavidad abdominal, se colocaron los separadores de Farabeuf para visualizar
el ovario derecho y el cuerno uterino respectivo que van a ser extraidos junto con
su vascularizacion. Este paquete se pinzd, se ligd y se cortd a nivel de la
insercion del ligamento suspensorio del ovario, después se realizé una traccion
ligera para extraer el cuerpo del utero el cual se pinzd, ligé y corté detras del
cuello uterino (para evitar infecciones post quirurgicas) y finalmente se extrajo el
cuerno uterino con su respectivo ovario del lado izquierdo para realizar el

procedimiento ya descrito con el ovario derecho.
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Se procedioé a cerrar el peritoneo con un punto en “U” y se suturo el tejido
subcutaneo y piel con puntos simples separados (Forero 2006; Zufiga 2012;
Ferreira et al., 2015).

Histologia de tejido adiposo

Después de la OSH lateral y seis meses posteriores a este procedimiento
previamente anestesiados (Procin equus: Xilazina 10% a una dosis de 1.1 mg/kg
IV [Intravenoso] y Zoletil® 100: Tiletamina/Zolazepam a una dosis de 2 mg/kg V)
se tomd una muestra de aproximadamente 1 cm de tejido adiposo (flanco
derecho en la mismo sitio anatémico de la OSH), se suturo el tejido subcutaneo
y piel con puntos simples separados (sutura Atramat: Acido poliglicélico),
finalmente se aplico antibidtico (Espenfort: Penicilina G procaina a una dosis de
20,000 Ul/kg IM [Intramuscular]) y analgésico (Angesin: Dipirona sédica a una
dosis de 28 mg/kg IM)a las hembras caninas con la finalidad de evitar alguna
molestia. La muestra de tejido adiposo se conservo en formalina al 10% en
proporcion 1:20 con esta muestra se realizaron cortes histologicos y se empled
la tincidn tricromica de Masson, los cortes histolégicos fueron analizados con un
microscopio de luz marca Olympus BX51 equipado con una camara digital
CoolSNAP-Pro de 9 megapixeles y se analizaron por densitofotometria con el

programa Sigma Scan Pro 5 ®.
NOTA

Debido a que este procedimiento requiere necesariamente el uso de
anestesia, los propietarios unicamente accedieron a que se realizaran dos

muestreos de tejido adiposo, al inicio del estudio y al final del mismo.

Determinacion de las enzimas antioxidantes en suero
SOD extracelular y peroxidasas

Se realiz6 la separacion de las enzimas ec-SOD y peroxidasas mediante
geles nativos de poliacrilamida para evaluar la actividad de las mismas, mediante

la técnica descrita por Laemnli (1979). El gel concentrador al 4% se prepard con
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3.026 ml de agua desionizada y destilada, 1.250 ml de amortiguador pH 6.8,
0.664 ml de solucion de acrilamida/bis-acrilamida 30%, 100 yL de persulfato de
amonio y 10 pL de N,N,N’,N’-tetrametiletiletiiendiamina (TEMED). El gel
resolvedor al 8% se elaboro6 con 4.730 ml de agua desionizada y destilada, 2.500
ml de amortiguador pH 8.9, 2.730 ml de soluciéon de acrilamida/bis-acrilamida
30%, 100 pL de persulfato de amonio y 10 yL TEMED. Los geles se cargaron
con 20 pyL de amortiguador de muestra de gel nativo, 10 yL de SOD bovino a
una concentracion de 1 uyg como estandar y 20 yL de suero, mientras que para
la actividad de las peroxidasas se cargaron 40 pL de amortiguador de muestra
de gel nativo, 35 pL de peroxidasa a una concentraciéon de final de 178.5 ug
como estandar y 30 uL de suero. La electroforesis se corrié en un amortiguador

de tris-glicina phH8.3 a 100 voltios.

Al término de la electroforesis y para determinar la actividad de la ec-SOD
(Pérez-T.l., et al. 2009), el gel se lavo tres veces con agua destilada durante 5
minutos, para después incubarse con 2.45 mM de nitroazul de tetrazolio (NBT)
por 20 minutos, se decanté la solucion de NBT y se incubd en una solucion de
EDTA 28 uM, riboflavina 0.028 uM, amortiguador de fosfatos 36 mM pH 7.8
durante 20 minutos, posteriormente fue expuesto a una lampara de luz UV
durante 3 minutos, se realizaron tres lavados y se dejo incubando con agua

destilada el gel durante 48 horas.

Para observar la actividad de las peroxidasas el gel se lavd con agua
destilada tres veces durante 5 minutos y se reveld de acuerdo a la modificacién
del método de Abrams y Webster (1990) incubando con una mezcla de
0.003mg/ml 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina disuelta en una solucion de etanol:
acido acético: agua (1:1:1 v/v) con H202 durante 10 minutos en la obscuridad.
Los geles fueron analizados por densitometria con el analizador de imagenes
Kodak Image ® 3.5 vy los calculos para estimar la actividad enzimatica se
realizaron de acuerdo a lo descrito por Chen C-N y Pan S-M (1996).

Actividad de la glutatién peroxidasa

La actividad de la enzima GPx se determiné indirectamente por la cantidad

de NADPH oxidado, esta reaccién requiere de GSH cuya disponibilidad a su vez
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depende de la actividad de la GR, la ausencia del NADPH se monitorea mediante
el uso de espectrofotometria. Para medir la actividad de la GPX, se utilizaron 100
ML de suero suspendidos en 2.4 ml de amortiguador de fosfatos (KH2PO4) 50
Mm (ph 7.0), adicionado con NADPH 0.2 Mm, GSH 1 mM y GR 1 Ul/ml. La
mezcla se leyd en un espectrofotometro (UNICO UV 2100) a 340 nm y se dejo
estabilizar durante 2 min a 37°C, después de ese tiempo se adiciono el H202 y
se leyo inmediatamente en un intervalo de 8 minutos (Paglia D.E. y Valentine
W.N., 1967; Laurence R.A. y Burk R.F.,1976; Flohé L. y Gunzler W., 1984).

Actividad de la glutatiéon reductasa

Para evaluar la actividad de la GR se utilizaron 2400 ml de KH2PO4 0.2
mM con 0.5 mM de EDTA pH 7.4, 300 pL de NADPH 0.1 mM y se le agregaron
100 pL de suero. Se incub6 y monitoreo la actividad de la enzima durante 10
minutos a 37 °C y la absorbencia se ley6 a 340 nm. La actividad de la GR se

expresa en U/min/mg de proteina.
Actividad de la glutatidon s transferasa

Para evaluar la actividad de la GST se utilizaron 2400 ml de KH2PO4
(0.1M, pH 6.5) mas 300 uL GSH 0.1 mM y 300 pL 1-cloro-2,4 dinitrobenceno
(CDNB) 0.1 mM posteriormente se le afiadieron 100 pL de suero. La muestra se
incubd y monitored a 340 nm durante 10 minutos a 37 °C. Los valores de la GST
se expresan en U/min/mg. Una unidad de actividad de GST se expresa en ymol

de conjugado de GS-DNB formado/min/mg de proteina.
Concentracion de glutation

Para determinar la concentracion del GSH, las muestras primero se
desproteinizaron, ya que las proteinas intervienen con la cuantificacion del GSH.
A 100 pL de suero se le afiadieron 100 uL de KH2PO4 0.05 M pH 7.35, mas 100
ML de tungstato de sodio al 5% y se agregd 100 puL de H2SO4, se homogenizé en
el vortex y se centrifugd durante 5 minutos a 5000 rpm. Después de la
centrifugacion se traspaso el sobrenadante y se agregaron 700 pL de KH2PO4 y
mas 100 pL de reactivo de Ellman (5,5 Ditiobis 2-acido nitrobenzoico) 10M. La

mezcla fue incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos y la absorbencia
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se leyd a 412nm. La calibracién de la curva fue realizada con GSH de 5 a 25

pmol/mg de proteina.
Evaluacion de la capacidad antioxidante del sistema no enzimatico

Consiste en la reaccion de los antioxidantes presentes en la muestra y el
cloruro de hierro (Fe Ill) en un medio acido, formando ion ferroso (Fe Il), el cual
se une al 2, 4, 6,-Tris2-pyridil-s-triazine para generar un compuesto de color azul.
A 50 pL de suero se le agrego 1.5 ml de mezcla de reaccion; que consistio en
300 mM de amortiguador de acetatos pH 3.6, 20 mM de hexahidrato de cloruro
férrico (FeCls), 10 Mm de 2,4,6,-Tris2-pyridil-s-triazine disuelto en HCI en una
proporcion de 10:2:1 v/v respectivamente; se mezclé en el vortex durante 5
segundos y se incub6 a 37 ° C por 15 minutos en la obscuridad, posteriormente
se centrifugd a 5000 rpm. La absorbencia se midi6 a 593 nm en el
espectrofotometro (UNICO UV 2100). La curva de calibracion se obtuvo con
trolox a una concentracion final en nM (Benzie I.F.F. y Strin J. J., 1996; Benzie
I.F.F. y Strin J.J., 1999).

Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico

Esta prueba se basa en la reaccion del malondialdehido, producto
secundario de la oxidacion de los AG de tres o mas ligaduras con el acido
tiobarbiturico en un medio acido y a alta temperatura, generando un producto de
coloracién rosa (Gutteridge J.M., 1975). Para esta medicién se utilizaron 50 uL
de suero al cual se le agregaron 50 pyL de metanol (CHsOH) con
butilhidroxitolueno (BHT) al 4% mas 1 ml de KH2PO4 pH 7.0, se homogenizd en
el vortex durante 5 segundos, se incubd 30 minutos en bafio maria a 37°C, al
final de la incubacion se agregaron 1.5 ml de acido tiobarbiturico al 0.8 M y se
incubo una hora en bafio Maria a 100 ° C. Después de ese tiempo y para detener
la reaccion, las muestras se colocaron en hielo y se agregé 1 ml de KCL al 5%
por muestra se homogenizé en el vortex durante 15 segundos después se
agregaron 5 ml de n-butanol, se homogenizé en el vértex durante 30 segundos
y se centrifugd a 3000 rpm a temperatura ambiente durante 2 minutos. Después
se extrajo la fase de n-butanol y se midié la absorbencia en el espectrofotometro
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a 532 nm. La curva de calibracion se realizé utilizando tetraetoxipropano (Pérez-
T.1., et al. 2009).

Vitamina C

Se tomaron 100 pL de suero y se agregaron 400 pL de acido
tricloroacético al 10%, esta mezcla se homogenizo en el vortex durante un minuto
y después se coloco en hielo, este proceso se repitio por un lapso de 5 minutos,
posteriormente se centrifugd 5 minutos a 5000 rpm. Se recupero el sobrenadante
y se le agrego 200 pL del reactivo de folly (compuesto por fenol reactivo y agua
destilada en proporcion 1:1). Se incubd durante 10 minutos a temperatura

ambiente y se leyé mediante espectrofotometria 760 nm.
ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar el tamafio de la muestra se utilizd6 el programa Win
Episcope ®, con un nivel de confianza de 95% con muestras emparejadas de

una via.

El analisis estadistico y las graficas se realizaron con el programa Sigma Plot
(SigmaPlot version 12.3, Jamdel Corporation). Los datos se presentaron como
la media + error estandar. La significancia estadistica se determiné con la prueba
t de Student, ANOVA de una via y post hoc de Tukey. Una p<0.05 se considero

como significativa.

Los estudios de correlacion multiple de los datos se realizaron con el
programa SPSS Statistics ® (version 17.0). Una p<0.05 se consider6 como

significativa.
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VIl.  RESULTADOS

PORCENTAJE DE GRASA CORPORAL Y CONDICION CORPORAL

De acuerdo con la edad de los individuos de estudio, estos fueron

considerados como jovenes de 1 a 5 afos de edad.

En el cuadro 3, se muestran las caracteristicas generales de las hembras
caninas en donde se tomaron en cuenta la raza, la edad, el alimento y método
de alimentacién proporcionado, peso, CC y el porcentaje de GC de cada uno de
los individuos experimentales en diferentes intervalos de tiempo, teniendo los

siguientes resultados:

Los alimentos proporcionados de acuerdo a la calidad nutricional fueron

clasificados como alimentos de valor y premium.

El peso en condiciones basales tendidé a aumentar seis meses posteriores
a la realizacion de la OSH, asi como también el porcentaje de grasa corporal

(%GC) y la condicién corporal (CC) (Figura 6).

ANALITOS Y HORMONAS: COLESTEROL, TRIGLICERIDOS, INSULINA,
iNDICE HOMA, GLUCOSA, TESTOSTERONA, ESTRADIOL

En el cuadro 4, se muestran las variables bioquimicas medidas, donde se

describe que:

Las variables que no presentaron diferencia significativa en el primer y
sexto mes posterior a la realizacion de la OSH son: el colesterol (CT), los TG y

la glucosa los cuales mostraron tendencia a disminuir.
La determinacion de la insulina se utilizd para el indice HOMA, a pesar de

que los valores se encuentran en rango antes y seis meses posteriores a la

realizacién de la OSH, se observa un periodo de adaptacion el primer mes
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posterior a la realizacion de este procedimiento, ya que el resultado obtenido

indica que las hembras caninas presentan RI.

El 17 B-E2no mostré diferencia significativa, sin embargo, se observo una
ligera tendencia a disminuir posterior a la OSH, efecto contrario al que se puede

observar con las concentraciones séricas de la T.

CORRELACION DEL 17 B-E2 CON LAS VARIABLES DETERMINADAS

En el cuadro 5, se muestra la correlacion entre el 17 B-E2y las variables

determinadas, donde se describe que:

Las variables que no presentaron correlacion con el 17 B-E2 al primer y
sexto mes después de la realizacién de la OSH, con respecto a las condiciones
basales son: GSH, GST, GR, GPx, ec-SOD, NO3" y NOz2’, peroxidasas, vitamina
C, FRAP, LPO, %GC.

CITOLOGIA VAGINAL EXFOLIATIVA

En las figuras 2A, By C, se presentan las fotomicrografias representativas
de la citologia vaginal exfoliativa realizada en diferentes intervalos de tiempo:
basal, primero y sexto mes posterior a la OSH, en donde se muestra el tipo de
células caracteristicas de la etapa del ciclo estral de anestro, con presencia de

células parabasales, moco y células adheridas entre si.
CONTEO DE CELULAS POR CAMPO Y AREA DEL TEJIDO ADIPOSO

En la figura 3, se presenta el numero de células por campo en condiciones
basales en donde se observa mayor numero de células en comparacion con el

sexto mes posterior a la OSH (Figura 4) en las que hubo diferencia significativa.
(p=0.001). En la figura 4 se observa aumento significativo en el area de los
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adipocitos al sexto mes después de la OSH en comparacion a las condiciones
basales (Figura 3) (P=0.001).

En las figuras 5 A y B, se muestran las fotomicrografias representativas
del tejido adiposo subcutaneo, la figura 5A corresponde a las condiciones
basales, en la que se encuentran células poliédricas, con una gota lipidica que
llena todo el citoplasma y desplaza el nucleo hacia la periferia. Se observa mayor
numero de células por campo en comparacion con la figura 5B, que corresponde
a la muestra tomada seis meses después de la OSH. Las células estan
dispuestas en grupos hexagonales irregulares, conectados por uniones de
hendiduras en comparacién con las condiciones basales y se observa la

hipertrofia evidente de los adipocitos.

ACTIVIDAD DE LA SOD extracelular

En lafigura 6, se expone la actividad de la ec-SOD en condiciones basales
y del primer mes no presenté diferencia significativa. Sin embargo, al sexto mes
posterior a la OSH hubo incremento significativo en comparacion a las

condiciones basales (p=0.001).
ACTIVIDAD DE LAS PEROXIDASAS

En la figura 7, se observa la actividad de las peroxidasas mostrando
diferencia significativa entre las condiciones basales y el sexto mes posterior a
la OSH (p=0.02). También hay diferencia significativa entre el primer y sexto mes
posterior a la OSH (p=0.05).

GLUTATION

En la figura 8, se muestra la concentracién del GSH donde se observé
diferencia significativa al primer y sexto mes en comparacion con las condiciones

basales (p=0.03 en ambos casos).
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GLUTATION PEROXIDASA

En la figura 9, se puede observar que no hay diferencia significativa entre
la condicidn basal y el primer mes posterior a la OSH. Sin embargo, se observé
incremento significativo en el sexto mes en comparacién a las condiciones
basales (p=0.05).

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GUTATION S TRANSFERASA

En la figura 10, se indica que no hay diferencia significativa entre la
condicion basal y el primer mes posterior a la OSH. No obstante, se observo
diferencia significativa entre las condiciones basales con el sexto mes y entre el

primer y sexto mes posterior a la OSH (p=0.05, p=0.03 respectivamente).

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GLUTATION REDUCTASA

En la figura 11, se expone que no hay diferencia significativa entre los
grupos del primer y sexto mes con respecto a las condiciones basales. Sin
embargo, se observd una tendencia a incrementarse en comparacion a las

condiciones basales.
LIPOPEROXIDACION

En la figura 12, se muestra diferencia significativa entre las condiciones
basales con respecto al primer y sexto mes posterior a la OSH (p=0.03, p=0.02
respectivamente).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

En la figura 13, se observa que no hay diferencia significativa entre los
grupos del primer y sexto mes con respecto a las condiciones basales. No
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obstante, se puede observar una tendencia a reducirse en comparacion a las

condiciones basales.

NITRATOS Y NITRITOS

En la figura 14, se indica que no hay diferencia significativa entre los
grupos del primer y sexto mes con respecto a las condiciones basales. Sin
embargo, se observa una tendencia a incrementar en comparacién con las

condiciones basales.
VITAMINA C
En la figura 15, se muestra diferencia significativa entre las condiciones

basales con respecto al primer y sexto mes posterior a la OSH (p=0.02, p=0.03

respectivamente).
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VIll. DISCUSION

Los ESTs poseen gran variedad de funciones dentro del organismo en
especial en las hembras, entre ellas se encuentran regular el consumo de
alimento, el ciclo estral, la distribucion corporal de grasa y como molécula tiene
funcién antioxidante e injerencia sobre el sistema antioxidante (Mancinii et al.,
2013; Manzano 2015; Newell 2017; Rivas 2013). De tal manera que cuando se
realizan procedimientos como la OSH, las hembras muestran reduccién en la
concentracion sérica de hormonas gonadales como los ESTs. Ademas, se ha
demostrado que las hembras caninas con OSH muestran cambios como
aumento de peso corporal, % GC, condicidbn corporal, problemas en
articulaciones, entre otros. El objetivo de este estudi6 fue determinar el impacto
de la OSH sobre el sistema antioxidante endégeno, la condicién corporal y la
morfologia de los adipocitos subcutaneos previo y seis meses después de la

OSH en hembras caninas jovenes.

En general los resultados del presente estudio muestran que, en hembras
caninas a las que se les practico la OSH, después de uno y seis meses, las
concentraciones séricas de los ESTs tienden a disminuir, a incrementar el peso
corporal y afectar el sistema antioxidante endégeno. En el estudio de citologia
vaginal exfoliativa se observd la presencia de células parabasales lo cual
demostrd que las hembras caninas se encontraban en etapa de anestro durante
todo el tiempo que durd el estudio (figura 2A, B y C) (Pérez et al., 2017). Una
investigacion reciente, llevada a cabo en hembras caninas con OSH parcial con
eliminacién de un cuerno uterino, reporta que seis meses posteriores a este
procedimiento se detectaron niveles de ESTs sin variabilidad a los determinados
al inicio, el estudio sugiere un periodo mayor a los seis meses para la
determinacion de ESTs para observar un cambio drastico en las concentraciones
séricas de los mismos, ya que ademas de lo mencionado anteriormente
encontraron que el cuerno y cuerpo uterino no presentaban atrofia total, a pesar
del tiempo transcurrido presentaban gran numero de células con expresion de
receptores para ESTs (REa, Ref)y esta presencia de ESTs se pudo atribuir a
la cantidad del tejido adiposo, ya que estos contienen aromatasa que
transforman los andrégenos producidos en la glandula suprarrenal. No obstante,
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en algunos casos la falta de cambio sobre las concentraciones séricas de ESTs,
también puede ser atribuible a factores externos como el alimento (Schafer-Somi
et al., 2017).

En este estudio solo se observo una tendencia estadistica a reducir las
concentraciones séricas de ESTs, sin embargo, no fue estadisticamente
significativa. Existen trabajos en los que se reporta que en hembras castradas
no existe una reduccion significativa de ESTs, debida a la ingestion de
fitoestrogenos en la dieta, especificamente, Cerundulo et al., en 2004 encontrd
que la mayoria de los alimentos para mascota utilizan soya o fracciones de soya
como ingrediente, el cual es fuente de fitoestrogenos que pueden tener efectos
tanto benéficos como nocivos para la salud y si estos se consumen de manera
cronica, pueden llegar a tener actividad biolégica dentro del organismo. Los
fitoestrogenos son estructural y funcionalmente similares al 173-E2 y tienen la
capacidad de unirse a los RE, interactuando mas en los REa que en los RES y
también compiten con el sitio activo donde se sintetizan y metabolizan los ESTs
(Cerundolo et al., 2009); ademas; estas moléculas podrian contribuir a la
regulacion de la expresion de ciertas enzimas antioxidantes a través de NrF2.
Sin embargo, se requieren mas estudios para comprobar realmente su

importancia desde el punto de vista fisiopatolégico (Siow et al., 2007).

Como se menciond, en el presente estudio no se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de las hormonas sexuales: Ty 17 B-E2, pero
si se puede observar reduccién paulatina en los niveles séricos de 17 B-E2 al
comparar las condiciones basales con los seis meses posteriores a la OSH, y
este efecto se puede apreciar de manera contraria con la T, quiza con un periodo
mas amplio de observacion esta tendencia pudiera ser mas notoria. Varios
estudios han demostrado que la T puede estimular la lipogénesis y sus niveles

se han asociado con la hipertrofia de los adipocitos (Newell 2017).

Los resultados del presente estudio muestran aumento del peso en las
hembras caninas posterior a la OSH relacionado con el %GC que se refleja en
las fotomicrografias, es decir, previo a la OSH se observé que en los cortes
histolégicos habia gran numero de adipocitos por campo con area celular
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pequefia, mientras que, seis meses después de la OSH se observé que los
adipocitos presentaban un incremento en el area celular por campo, es decir, el
17 B-E2 regula la distribucion y el tamafio de las células del tejido adiposo como
ya ha sido descrito por Stubbins et al., en el 2012. Adicionalmente en otro estudio
en ratones hembras demostré que uno de los efectos del 17 B-E2 sobre los
adipocitos fue evitar la inflamacion y por consiguiente disminuir las citoquinas

proinflamatorias y reducir el EO (Stubbins et al., 2012; Pérez et al., 2017).

Ademas, mostré que la reduccion de la concentracion sérica del 17 B-E2
tuvo influencia de manera indirecta sobre el aumento del area de las células del
tejido adiposo subcutaneo. Otro estudio en hembras caninas, demostré que el
17 B-E2 puede participar en regular la ingesta de alimentos a través del centro de
la saciedad en el hipotalamo inhibiéndolo y esto influye sobre los reguladores
hormonales de los alimentos como la ghrelina y leptina (Yanagi et al., 2018). Es
decir, la reduccion del 17 B-E2 aumenta la probabilidad de presentar sobrepeso
u obesidad debida a la sobrealimentacion (Martin et al., 2006; Jarero 2007; Mao
et al.,, 2013; Rivas 2013). Ademas, es bien sabido que la mayoria de los
propietarios ofrecen el alimento sin considerar el aporte energético y nutricional
proporcionado a sus mascotas, que en muchos casos se encuentra en exceso
(Manzano 2015; Mao et al., 2013). Entre algunos de los componentes de los
alimentos comerciales para mascota estan los lipidos (AG), los cuales son
utilizados para mejorar la palatabilidad de los mismos, pero en exceso los AG se
acumulan en el tejido adiposo en forma de TG, provocando la hipertrofia del
mismo (Gutiérrez y Cosio 2012). La acumulacion de grasa visceral se asocia con
bajos niveles de 17 B-E2 en las mujeres. En algunos estudios con modelos
animales se ha observado que el 17 B-E2 puede actuar como hormona
anoréxigenica que aumenta el gasto de energia en reposo (Ahmadi et al.,2017).
Por otro lado, el 17 B-E2 participa en el consumo de energia debido a sus efectos
directos sobre el tejido adiposo periférico, aumentando el nimero de sus
receptores, la sensibilidad a la leptina y termogénesis a través del sistema
nervioso central. En consecuencia, esta hormona aumenta la lipdlisis del tejido
adiposo blanco (WAT) (Gao y Horvath 2008; Oppenheimer et al.,1991). En suma

la reduccién del 17 B-E2 debida a la OSH puede causar hiperfagia y aumento de
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peso corporal. Mas aun, con el reemplazo de esta hormona, se ha visto que el
tamano de los adipocitos disminuye y se inhibe la lipogénesis del WAT en
higado, musculo esquelético y aumenta la lipdlisis en los adipocitos (D’eon et al.,
2005). Estos cambios son atribuibles a la transcripcion y expresion genética de
algunas proteinas que controlan el almacenamiento de lipidos tales como la
acetil-CoA carboxilasa 1, sintasa de acidos grasos, el esterol regulador del
elemento de unién de la proteina 1 (Srebf1) y la supresién de la lipoproteina
lipasa (LPL). También al posible aumento de la sensibilidad a la lipdlisis inducida
por catecolaminas en el tejido adiposo (D’eon et al., 2005). Otros estudios
mencionan la estimulacion de los supresores de transcripcion LPL, como uno de
los papeles de esta hormona; esta enzima cataliza la conversion de TG en AGL
(Urabe et al.,1996). Ademas, el tejido adiposo hipertrofiado produce gran
variedad de moléculas bioactivas entre ellas estan: TNFa, |IL-6, adiponectina,
leptina, entre otros (Bafios et al., 2011). Lo que significa que, en condiciones de
sobrepeso u obesidad, el tejido adiposo promueve la sintesis de estas citoquinas
proinflamatorias, las cuales causan incremento de radicales libres (RL) (Zhou et
al.,, 2012). Asimismo, el aumento en la cantidad de tejido adiposo esta
relacionado con la presencia de resistencia a la insulina (RI), por lo que se
determin¢ el indice HOMA en el presente estudio (Borai et al., 2007; Ortemberg
et al., 2011; Tropf et al., 2017). Los resultados sugieren que puede existir un
periodo de Rl en el primer mes posterior a la OSH, pero desaparece después de
un periodo mas prolongado. Esto podria ser un factor de riesgo a largo plazo por
estar asociado con enfermedades como diabetes, obesidad, hipertensién, entre
otros (Maldonado et al., 2010; Borai et al., 2007). Sin embargo, en este estudio
no se mostrd una clara tendencia sobre el indice HOMA, probablemente porque
el tiempo no fue lo suficientemente largo para que estos cambios ocurran. Las
determinaciones después de seis meses serian necesarias para probar esta

hipétesis.

Asimismo, se sabe ahora que el 17 B-E2 puede regular la via del factor
respiratorio nuclear tipo 2 (Nrf2), factor de transcripcion esencial en el
mecanismo de defensa antioxidante, participando en la induccién transcripcional

de algunos genes y enzimas antioxidantes que actuan de manera sinérgica para
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eliminar a los ROS (Zhu et al. 2005; Dong et al. 2008). Un estudio en ratones
demostrd que el Nrf2 esta implicado en la sefalizacion para la transcripcion de
enzimas antioxidantes tales como SOD, GST, GPx, GR, entre otras (Dong et al.
2008). La primera linea de defensa contra el O2" es la SOD encargada de
detoxificar al Oz en H202 (Huang et al.,1997). En este estudio los resultados
sugieren que la OSH puede aumentar el Oz y favorecer la actividad de la ec-
SOD que es una enzima antioxidante presente en los fluidos extracelulares como
el suero (Soto et al., 2016; Pérez et al., 2017). La ec-SOD se expresa en vasos
sanguineos en la superficie de las células del musculo liso vascular y en el
espacio subendotelial. Esta enzima antioxidante puede proteger a las células de
los efectos potencialmente dafinos de los RL. La expresion y la actividad de la
ec-SOD puede alterarse en respuesta a una variedad de estimulos incluyendo la
hipertension, diabetes y RL (Pérez et al., 2017). Los presentes resultados
muestran que la actividad de la ec-SOD se incrementa significativamente seis
meses después de la OSH, esto sugiere que la OSH en hembras caninas puede
aumentar la actividad de la ec-SOD reduciendo el Oz pero aumentando el H202
en suero. El aumento de este RL puede contribuir a la lipoperoxidacion (LPO).
Se ha reportado que las concentraciones de 17 B-E2 pueden disminuir los niveles
de H202 a través de las vias de MAPK y NF«B, las cuales modifican la expresion
de las isoformas de la SOD (Borras et al., 2005). Se esperaria que la baja
concentracion del 17 B-E2 en el suero disminuyera la expresién de la actividad
de la ec-SOD. Sin embargo, se observé incremento en la actividad de esta
enzima. La explicacion de esta discrepancia podria deberse a: 1) los
fitoestrogenos proporcionados por la dieta que podrian favorecer/contribuir a la
expresion o a la actividad de esta enzima, 2) la OSH podria favorecer el aumento
del Oz el cual es sustrato de la ec-SOD y esto puede aumentar su actividad. En
fracciones hepaticas de ratas hembras gonadectomizadas de 24 meses de edad,
el tratamiento con 17 B-E2 normalizo la actividad de la SOD (Kumar et al., 2011).
La desintoxicacion del H202 ocurre principalmente a través de las vias catalasa
y GPx. Se ha descrito que el 12% de las funciones de la ec-SOD se encuentra
relacionada con la actividad de alguna de las isoformas de la GPx (Brandes y

Mugge 1997; Lubos et al., 2011). Ademas, la transcripcion de la GPx puede ser
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regulada directa o indirectamente por el Nrf2 a través de la accion del 17 B-E2
(Lubos et al.,, 2011). Estos resultados también podrian ser vistos como
paraddjicos ya que se ha reportado que, en el musculo esquelético y el tejido
adiposo de los murinos, los genes que codifican para la GPx son sensibles al 17
B-E2 (Baltgalvis et al., 2010). Otro estudio describié que la actividad de la GPx
era significativamente mas alta en mujeres premenopausicas que después de la
menopausia (Baltgalvis et al., 2010). La capacidad del 17 B-E2 para regular la
transcripcion de la GPx puede contribuir al aumento de la de la expresion y/o
actividad de la GPx en las mujeres (Pinto y Bartley 1969). Estos resultados
sugieren que los fitoestrégenos proporcionados por la dieta (Redmon et al.,
2016), podrian evitar la reduccion drastica del 17 B-E2 sérico, y, por lo tanto,
contribuyen a restaurar la actividad de esta enzima. Sin embargo, se necesitan
mas estudios para dilucidar este mecanismo. Para que el H202 se reduzca a
agua por la GPx, la enzima requiere del GSH como donador de electrones y
posteriormente se oxida a GSSG. El GSSG se reduce de nuevo a GSH por medio
de la GR dependiendo de NADPH (Olafsdottir y Reed 1988), estos componentes
del sistema antioxidante interactian en un sistema de retroalimentacion (Valko
et al., 2007) y la concentracion del GSH depende del equilibrio entre su consumo
y su biosintesis (Wang et al., 2006; Abdul et al. 2010).

Los resultados del presente estudio muestran que la deplecién del GSH
como consecuencia de la disminucion del sistema antioxidante no enzimatico,
incremento la actividad de la GPx, y tendié a aumentar la actividad de la GR esto
sugiere que la posible tendencia del aumento en la actividad de esta enzima es
insuficiente para restablecer las concentraciones del GSH que se ve agotada.
Ademas, la actividad de la GR es indispensable para controlar el nivel del GSSG.
La generacion del GSSG en hembras caninas con OSH, puede limitar la
actividad de las enzimas GPx y GST que dependen del GSH. Aunado a lo
anterior, los cambios del 17 B-E2 y T pueden controlar la actividad de la GR. Sin
embargo, otra posible explicacion sea que la alteracion de la sintesis del GSH
se deba a la tendencia a disminuir las concentraciones séricas del 17 3-Eo.

En condiciones normales, existe sinergia entre las concentraciones del 17
B-E2 y el GSH, ya que el GSH protege a la célula del EO (Wang et al., 2006).
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Esta relacion entre el GSH y el 17 B-E2 puede atribuirse al Nrf2 que regula la
respuesta antioxidante a través de la transcripcion de la gama-glutamil cisteina
ligasa involucrada en la sintesis del GSH (Wang et al., 2006). Ademas, otra
enzima que participa en la desintoxicacion de los RL es la GST que previene los
efectos de la LPO. Esta enzima conjuga el GSH con agentes electrofilicos y
detoxifica al organismo de ellos (Beutler et al.,1988), se ha descrito que el 17 -
E2 modula la expresion e induccion de los genes que codifican para la GST. La
expresion de la GSTA4 una isoforma de la GST, disminuye en ratones obesos
C57BL/6 con RI relacionado con la OVx (Yu et al., 2012). Ademas, la GST esta
intimamente involucrada en la biosintesis de T, pero el efecto de la concentracion
de esta hormona en su actividad es desconocido (Hayes et al., 2005). Los
resultados del presente estudio sugieren que la OSH reduce la actividad de la
GST en hembras caninas que se asocio con una tendencia a disminuir el 17 [3-
E2y al aumento de la T. Esto podria alterar la actividad de la GST contribuyendo
al aumento de la LPO y a la reduccion del FRAP. Los resultados también
muestran que las enzimas antioxidantes tienen caracteristicas adaptativas que
alteran su actividad cuando se reduce el 17 B-Ez2, esto a su vez puede aumentar
la produccion de RL (Doshi y Agarwal 2013). Ademas, los resultados obtenidos
un mes posterior a la realizacion de la OSH, podrian interpretarse como la

consecuencia del proceso de estabilizacion en el organismo.

Otro de los componentes utilizados en los alimentos para mascota y que
interviene en el sistema antioxidante es la vitamina C, la cual se considera en el
perfil nutricional para proteger los AG que contiene el alimento (Gutiérrez y Cosio
2012). Sin embargo, a pesar de la capacidad de los perros para sintetizar este
componente, se puede adquirir por el aporte nutricional, en consecuencia, esta
vitamina se encuentra de manera constante en el organismo, los resultados
muestran que la concentracion de la vitamina C tiende a disminuir después de la
OSH, esto podria atribuirse a su relacion con el GSH y su participacion con el
FRAP que disminuyd y que interviene en la regeneracién de la forma activa de
la vitamina E y al encontrarse los niveles de GSH bajos en consecuencia se
observa que la regeneracion de la vitamina C disminuyé (Jones et al. 2000;
Nogueira et al. 2004; Masella et al., 2005).
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Por otra parte, la lipoperoxidacién (LPO) es el resultado de la alteracién
del sistema oxidante enzimatico y no enzimatico, es decir, la LPO es marcador
del dafo generado por los RL que atacan comunmente a los lipidos insaturados
que conforman la membrana celular (Doshi y Agarwal 2013) y se ha demostrado
que el 17 B-E2 pueden disminuir la LPO, por lo que su reduccion genera el efecto
contrario sobre la LPO y el FRAP (McMichel et al., 2007). En el presente estudio,
los resultados mostraron que la LPO y el FRAP mostraron tendencia a aumentar
y disminuir respectivamente al primer y sexto mes posterior a la OSH, debido a
los cambios en las concentraciones fisioldgicas de 17 B-E2 (Telci et. al., 2002;
Kankofer et al., 2007; Zhou et al.,2012). Otro estudio realizado en hembras
caninas mostré que posterior a la OVH se presenta el periodo de adaptacion y
desequilibrio en el sistema antioxidante-oxidante, observando incremento en la
SOD, LPO y decremento en el GSH (Szczubial et al., 2015), coincidiendo esto
con nuestros resultados. Sin embargo, a pesar de la interaccion reflejada entre
17 B-E2 con las enzimas antioxidantes, no se encontro diferencia significativa en
las pruebas de correlacion, esto pudiera atribuirse al tamafio de muestra y al
tiempo de duracion del estudio por lo que es necesario llevar a cabo mas

investigacién en este interesante tema.
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IX. Conclusiones

En resumen, se concluye que la OSH aumenta el peso corporal y la
condicion corporal aunada a la hipertrofia del tejido adiposo subcutaneo, ademas
altera la actividad del sistema oxidante-antioxidante que a su vez incrementa la

lipoperoxidacion y disminuye la capacidad antioxidante total.
Especificamente se concluye que:

1.- En hembras caninas la disminucién del 17 B-E2 debida a la OSH, genera

modificaciones y adaptaciones en el sistema antioxidante aumentando la LPO.

2.- Factores como el tipo de alimento u érganos secundarios de produccion del

17 B-E2, intervienen en las concentraciones séricas cuantificadas de los mismos.

3.- La OSH participa en la generacion de hipertrofia en los adipocitos, que se

acentua conforme transcurre el tiempo.

4.-En hembras caninas la disminucion en la concentracién sérica del17 (B-E2
aumenta la actividad de la ec-SOD, la GPX y la GR.

5.-La disminucion sérica del 17 B-E2 en hembras caninas reduce la actividad de

la GST y la concentracién del GSH.

Limitantes del estudio

Al realizar el presente estudio con mascotas de alto valor afectivo, se
acordd con los propietarios un intervalo de tiempo no mayor a 6 meses y
unicamente se autorizaron dos tomas de muestra de tejido adiposo, al inicio y al
final del estudio, esto debido al uso necesario de anestesia y por considerarse

un método invasivo.

Por otra parte, debido a las limitaciones econdmicas de los propietarios
de los individuos de este estudio, no se pudo proporcionar a todos los animales

el mismo tipo de alimento.
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CUADROS Y FIGURAS

0 mes 1 mes 6 mes
Raza Edad Alimento g Peso %GC CC Peso %GC CC Peso %GC CC
proporcionados  (kg) (k) (kg)

Pug 3  Ganador 140.00 6.40 27.06 4 6.30 27.06 4 7.20 28.31 4
Pug 2  Ganador 160.00 8.00 24.43 3 8.30 25.36 4 10.00 28.63 4
Schnauzer 1 Dog Chow 140.00 7.20 17.31 3 7.60 19.01 3 8.80 25.36 3
Mestizo 4  Nupec 100.00 5.00 18.08 3 5.20 19.62 3 5.60 23.34 3
Mestizo 2  Dog Chow 210.00 12.00 19.33 3 12.50 19.33 3 12.50 22.28 3
Mestizo 2 Optimo 210.00 13.00 22.44 3 13.10 22.44 3 13.90 23.37 3
Mestizo 3 Optimo 255.00 16.80 22.12 3 17.50 20.58 3 18.20 19.04 3
Dalmata 5 Dog Chow 325.00 22.00 22.60 3 21.90 23.53 3 20.90 19.97 3
Pitbull 2  Benefult 315.00 21.50 23.69 3 22.40 24.62 3 27.60 28.34 4
Pitbull 5 Dog Chow 360.00 2480 24.78 3 25.50 30.98 4 28.00 31.45 4
Béxer 3  Optimo 410.00 31.60 25.10 3 32.00 30.36 4 39.50 32.38 4
Dogo de 4  Campeoén 875.00 4260 25.58 3 50.00 35.97 4 61.50 43.09 5
Burdeos

Cuadro 3. Caracteristicas generales de los individuos experimentales. Abreviaturas: %GC =Porcentaje de grasa corporal,
CC= Condicién corporal.

NOTA: La férmula para datos morfométricos son para perros mayores a 7 kg, sin embargo, con fines, de investigacion se
realizo el ejercicio en perros con un peso inferior al antes mencionado.
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Variables Basal 1 mes 6 mes

Colesterol (mg/dL) 233.16 £35.31 190.25+17.03 186.66 + 15.57
Triglicéridos (mg/dL) 5116 £ 13.91 61.50£8.40 52.50 + 6.94
Glucosa (mg/dL) 94.66 + 8.87 91.33 £ 2.88 85.16 + 10.51
Insulina (uU/mL) 6.96 + 1.89 16.42 +2.79 8.05+1.12
indice HOMA 1.66 £ 0.47 3.83+£0.82 1.68 £ 0.31
Estradiol (pg/mL) 69.70 £29.87 41.73+2.13 40.78 £ 1.24
Testosterona (ng/mL) 0.44 £ 0.17 0.57 £ 0.21 0.79 £0.39

Cuadro 4. Caracteristicas bioquimicas en suero de los individuos experimentales en diferentes intervalos de tiempo. Valores
se expresan en la media * error estandar, (n=12).

GSH ec- NOs'y Peroxidasas Vitamina FRAP LPO

SOD NO:2- C
Correlacion 0.20 -0.04 0.11 -0.21 -0.15 -0.00 0.20 -0.18 -0.08 -0.02 0.06
Pearson
p 0.24 0.79 0.52 0.20 0.36 0.97 0.23 0.29 0.62 0.89 0.69

Cuadro 5. Correlacion entre las concentraciones seéricas del 17 B-Ez2 y las variables evaluadas, (n=12). Abreviaturas:
p=significancia.
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Citologia vaginal exfoliativa. Tincién: Wright 100x. Figura 2A, B y C. Basal, primer y sexto mes respectivamente.
Fotomicrografias representativas en diferentes intervalos de tiempo basal, primer y sexto mes posterior a la OSH, en donde se
observa la etapa del ciclo estral de anestro, con presencia de células parabasales, moco y células adheridas entre si.
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y seis meses posteriores a la realizacion de la OSH. basales y seis meses posteriores a la realizacion de la

OSH.

39



Técnica: Tricromica de Masson a 40x. Figura 5A y B. Fotomicrografias representativas del tejido adiposo subcutédneo en
condiciones basales y seis meses posteriores a la realizacion de la OSH. Abreviaturas: N=Nucleo M=Membrana
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a la realizacién de la OSH. Valores expresados en media + error estandar; (n=12).
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Figura 7. Concentracion sérica de la ec-SOD en condiciones basales, primer y sexto mes posterior a la realizacion de la OSH.
Valores expresados en media + error estandar; (n=12).
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Figura 8. Concentracion sérica de las peroxidasas en condiciones basales, primer y sexto mes posterior a la realizacion de la OSH.
Valores expresados en media + error estandar; (n=12).
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Figura 9. Concentracién sérica de GSH en condiciones basales, primer y sexto mes posterior a la realizacion de la OSH. Valores
expresados en media * error estandar; (n=12).
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Figura 10. Actividad enzimatica de la GPx en condiciones basales, primer y sexto mes posterior a la realizacién de la OSH. Valores
expresados en media * error estandar; (n=12).
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Figura 11. Actividad enzimatica de la GST en condiciones basales, primer y sexto mes posterior a la realizaciéon de la OSH. Valores
expresados en media * error estandar; (n=12).
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Figura 12. Actividad enzimatica de la GR en condiciones basales, primer y sexto mes posterior a la realizacién de la OSH. Valores
expresados en media * error estandar; (n=12).
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Figura 13. Concentracion sérica de LPO en condiciones basales, primer y sexto mes posterior a la realizacion de la OSH. Valores
expresados en media * error estandar; (n=12).
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Figura 14. Actividad FRAP en condiciones basales, primer y sexto mes posterior a la realizacion de la OSH. Valores expresados en
media + error estandar; (n=12).
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ANEXO 1. CARTA DE CONSENTIMIENTO PARA EL USO DE ANIMALES EN
PROYECTO DE INVESTIGACION

A QUIEN CORRESPONDA:

Por este medio le solicitamos de la manera mas cordial de su autorizacion
para que su perra participe en el proyecto de tesis de Maestria en Ciencias que
lleva por titulo:

“CORRELACION ENTRE ESTROGENOS SERICOS, ENZIMAS
ANTIOXIDANTES Y CONDICION CORPORAL EN HEMBRAS CANINAS
OOFOROSALPINGOHISTERECTOMIZADAS”

Durante el proyecto se realizaran las siguientes actividades:

e Recabar datos generales de la mascota

e Toma de valores morfométricos

e Toma de muestra de tejido adiposo de 1 cm durante de la
ooforosalpingohisterectomia (OSH) (solicitada por los propietarios) y seis
meses después de este procedimiento.

e Se realizaran analisis de laboratorio (toma de muestras sanguineas) antes
de la OSH y seis meses después de dicho procedimiento, con el fin de
observar el estado general de salud de su mascota y la determinaciéon de
analitos sanguineos.

Las pruebas seran realizadas por personal capacitado, brindando siempre el mejor
manejo y paciencia que cada mascota requiera

En compensacion por la participacion en el presente trabajo, los estudios que se
realicen no tendran costo alguno y los resultados de los analisis de laboratorio seran
compartidos con usted(es), con la finalidad de que formen parte de su expediente
clinico.

Este proyecto se realizara en colaboracion con el Departamento de Fisiologia
y Farmacologia Veterinaria de la FMVZ-UNAM, por la MVZ Linaloe Guadalupe
Manzano Pech, bajo la asesoria de la Dra. Sara Del Carmen Caballero Chacon y
las determinaciones quimicas en colaboracion con el Instituto de Cardiologia con el
Dr. Israel Pérez.

En caso de que el propietario tenga dudas sobre algun apartado de las
pruebas que se llevaran a cabo, tendra derecho a pedir mayor informacioén con el
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meédico veterinario que realizara dicho procedimiento, asi como de leer el protocolo
del proyecto.

Autorizacién del propietario

Yo estoy consciente
de los procedimientos que se realizaran con de la raza
ycon___ anos de edad, por lo que doy mi autorizacion para trabajar con

mi mascota, comprometiéndome con el proyecto siendo consciente de la duracion
del mismo y con los médicos veterinarios.

FIRMA DEL PROPIETARIO
Tel:
Correo electronico:

Direccion
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ANEXO 2. Carta de aprobacion del SICUAE
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ANEXO 3. Cuadro de clasificacion de tipos de alimentos (Gutiérrez y Cosio
2012).

Numero de clasificacion

1
2
3
4

Caseros
Valor
Premium
Prescripcién

Alimentos caseros: Alimentos elaborados por los propietarios de los perros, los
cuales carecen de fundamento nutricional, por lo que no existe un balance en el
contenido de sus ingredientes.

Valor: Alimentos que, debido a la publicidad, se distinguen facilmente; se pueden
adquirir en tiendas de autoservicio a nivel nacional y estatal. Los ingredientes de
este tipo de alimentos son variables, incluso dentro del mismo lote de alimentos.

Premium: Alimentos cuya formulacion puede variar, pero la calidad permanece
igual, se pueden adquirir en tiendas comerciales de prestigio. Estos alimentos tienen
divisiones de acuerdo con la etapa y estilo de vida.

Prescripcion: Alimentos que se proporcionan para tratar algunas patologias, se
distribuyen exclusivamente en clinicas veterinarias y en la etiqueta se debe sefalar
que se requiere la supervision del médico veterinario.
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ANEXO 4. Cuadro de porcentaje de Grasa Corporal con relacién a la
condicion corporal (Gutiérrez y Cosio 2012).

Peso relativo
0.8 u 80% 09u90% ' 1.0u100% 1.1u110% | 1.2 u 120%

Peso ideal Peso actual (kg)
(kg)
1 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2
2 1.6 1.8 2.0 2.2 2.4
3 2.4 2.7 3.0 3.3 3.6
4 3.2 3.6 4.0 4.4 4.8
5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0
10 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0
15 12.0 13.5 15.0 16.5 18.0
20 16.0 18.0 20.0 22.0 24.0
25 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0
30 24.0 27.0 30.0 33.0 36.0
Previa condicién corporal
1 2 3 4 5

Previé porcentaje de grasa corporal
<5% 5-15% 16-25% 26-35% >35%
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