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Resumen 

El suplemento oral diario de la dieta durante 12 semanas con péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta demostró para todas las dosis evaluadas poseer efectos 

benéficos sobre el metabolismo óseo a través de resultados positivos en la evaluación 

de la estructura, la histomorfología y la biomecánica ósea en ratas hembras sometidas 

a una ovariectomía bilateral; presentando resultados mejores que los encontrados en el 

grupo control tratado de manera convencional con una terapia de reemplazo (enantato 

de estradiol) 

 

 De acuerdo a los resultados mostrados y discutidos en el presente documento a corto 

plazo la mejor dosis resulto ser la correspondiente a 2 g.kg-1 debido a que no solo 

produjo un incremento significativo del área trabecular a nivel del fémur (p<0.01) y de 

la de segunda vértebra lumbar (p<0.05), sino que también mejoró significativamente 

las características biomecánicas del hueso mejorando su resistencia a las fracturas a 

través de un incremento de la carga máxima tolerada y elasticidad (P=0.021 and P<0.01 

respectivamente). 

 

La anchoveta es un recurso marino cuyo aprovechamiento principal se ha orientado 

para la elaboración de harina de pescado para consumo animal. Con el desarrollo de 

este proyecto, se espera dar un mayor valor agregado a la anchoveta, permitiendo esta 

vez que las personas sean las que directamente aprovechen sus beneficios. 



 

 

x 

 

Abstract 

 

Introduction:  In the present study, we evaluated physical parameters of the bone after 

ovariectomy and the effect of treatments with estradiol as a positive control and 

hydrolyzed anchovy collagen peptides (HACP) in three different doses.  

 

Results: Supplementing the diet with 1g.kg-1, 2g.kg-1, and 4g.kg-1 of HACP reversed 

significantly the effect of the estrogen deficiency over the femoral ash content and the 

trabecular bone area of the femur (p<0.01) and the second lumbar vertebra (p<0.05). 

The maximum stress and elastic modulus, in the 2g.kg-1 of HACP group were 

significantly higher than in the control OVX+VH group (P=0.021 and P<0.01 

respectively).  

 

Conclusion: The daily supplementation of the diet with hydrolyzed anchovy collagen 

peptides reverts the bone loss found on ovariectomized rats. 
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1 INTRODUCCION  

 

El metabolismo óseo comprende mecanismos de remodelación ósea basados en el 

mantenimiento de un balance entre la tasa de degradación y la de formación el hueso. 

 

Su regulación se basa en la actividad de una unidad básica multicelular compuesta por 

osteocitos, osteoblastos y osteoclastos cuyo desempeño es regulado por fuerzas 

mecánicas, hormonas como el estrógeno, citoquinas y otros factores específicos (Datta 

HK, 2008). Alteraciones a cualquiera de estos niveles llevan a un desequilibrio entre 

los procesos de resorción y de formación ósea lo que a su vez genera trastornos como 

la osteoporosis. 

 

De acuerdo al instituto nacional de salud de los Estados Unidos la osteoporosis se 

define como un “trastorno esquelético sistémico caracterizado por masa ósea baja y 

deterioro de la micro arquitectura del tejido óseo, con el consecuente incremento de la 

fragilidad ósea y una mayor susceptibilidad a las fracturas” (NIH Consensus 

Development Panel on Osteoporosis Prevention, 2001). 

 

La osteoporosis post menopaúsica, generada por la deficiencia de estrógenos, afecta 

aproximadamente al 40% de las mujeres en este periodo de su vida (Unnanuntana et 

al., 2010) siendo responsable de más de 9.8 millones de fracturas al año a nivel mundial 

(Johonell & Kanis, 2006). En el mundo se calcula que más de 200 millones de mujeres 

tienen osteoporosis y que a partir de los 50 años 1 de cada 3 mujeres desarrolla una 
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fractura relacionada con este mal (Janiszewska et al., 2014), lo cual genera un aumento 

del gasto público destinado a la salud tanto preventiva como curativa y paliativa. 

 

La terapia hormonal de reemplazo con estrógenos es empleada habitualmente como un 

método eficaz de prevenir su aparición (Farzaneh & Zarghi, 2016), sin embargo, su uso 

prolongado ha sido relacionado con múltiples problemas sistémicos incluyendo trombo 

embolismo venoso, cáncer de mamas, alteraciones cardiovasculares y demencia (Kwun 

et al., 2012; Marjoribanks et al., 2017) por lo que profesionales de la salud buscan la 

implementación de tratamientos alternativos y el concepto de nutrición preventiva 

cobra importancia (Coxam, 2005) 

 

Frente a esta situación el colágeno hidrolizado de diferentes fuentes ha demostrado que 

representa una alternativa viable para el tratamiento de estas afecciones sin las 

desventajas generadas por los medicamentos (Han X., et al., 2009; de Almeida J., et 

al., 2010) ya que los aminoacidos que lo componen estimulan la formacion de nuevo 

colágeno en los fibroblastos. 

 

El presente estudio busca verificar que el colágeno hidrolizado de las escamas de 

anchoveta posee los mismos efectos positivos atribuidos al colágeno de otras fuentes. 
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2 PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN  

 

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 

La osteoporosis es una enfermedad esquelética multifactorial, que se caracteriza por la 

reducción de la masa ósea y la alteración de la micro arquitectura estructural del tejido 

óseo, dando lugar a una pérdida de resistencia mecánica y a un incremento significativo 

del riesgo de fracturas (Anonymous, 2002).  

 

La bibliografía a través de estudios in vivo (de Almeida Jackix et al., 2010; Guillerminet 

et al., 2012; Nomura et al., 2005), in vitro (Guillerminet et al., 2010; Kim et al., 2013; 

Tsuruoka et al., 2007) y ensayos clínicos  (Kumar et al., 2015; Zdzieblik et al., 2015) 

han demostrado el efecto positivo del colágeno hidrolizado de diferentes orígenes como 

porcino(Wu et al., 2004), aviar (Watanabe-Kamiyama et al., 2010) , o marino 

producido  de piel de salmón (Xu et al., 2010) o  bacalao (Han et al., 2009) sobre el 

metabolismo óseo. Productos derivados de colágeno como la gelatina o los péptidos 

hidrolizados de colágeno poseen propiedades bioactivas entre las que se encuentran la 

estimulación de la diferenciación de osteoblastos (Kim et al., 2013), mejoras en el 

proceso de absorción de calcio intestinal, y capacidades antioxidantes y anti-

inflamatorias. Sin embargo, quedaba por dilucidar si los péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta compartían estos efectos ya que el grado de hidrolisis (Finot, 

2000) y el perfil de aminoácidos de la materia prima influencian estas propiedades (Chi 

et al., 2015). 
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2.2 MARCO TEÓRICO  

 

2.2.1 COMPOSICIÓN ÓSEA  

  

La fuerza del hueso está determinada por su composición material y estructural 

(Turner, 2006). El hueso debe ser rígido y capaz de resistir la deformación, y soportar 

la carga; debe ser también flexible, capaz de absorber energía por deformación, 

acortarse y ensancharse cuando es comprimido y alargarse y estrecharse en tensión sin 

romperse. Si el hueso es frágil, la energía impuesta durante la carga podría ser liberada 

por fallas estructurales, iniciada por micro rupturas hasta su completa fractura (Belill 

et al., 2014). El esqueleto está formado por dos tipos de tejido óseo, los cuales se 

diferencian en función a su estructura y distribución. 

 

Los huesos largos están compuestos por un cilindro hueco, o diáfisis; una zona 

intermedia o metáfisis por debajo de las placas de crecimiento y epífisis redondeadas 

por encima de las placas de crecimiento. La diáfisis se compone principalmente de 

hueso cortical, mientras que la metáfisis y las epífisis están compuestas por hueso 

esponjoso rodeado por una capa relativamente delgada de hueso cortical (¡Error! No 

se encuentra el origen de la referencia.) (Clarke, 2008). 

El hueso cortical o compacto representa aproximadamente el 80% del peso esquelético. 

Se caracteriza por su alta densidad y una porosidad menor al 10% lo que permite poseer 

una gran resistencia frente a fuerzas de compresión contribuyendo significativamente 

al rol estructural del hueso. Su diseño cilíndrico permite un incremento de la resistencia 
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y flexibilidad sin incrementar la masa ósea lo que resulta en huesos largos con la fuerza 

y rigidez necesaria para brindar soporte a los músculos y lo suficientemente ligeros 

para permitir el desplazamiento de manera energéticamente eficiente (Weatherholt et 

al., 2012). 

 

El hueso trabecular o esponjoso pese a su gran porosidad  (>50%) proporciona al hueso 

la capacidad de distribuir la energía y soportar la carga en regiones cercanas a las 

articulaciones (Weatherholt et al., 2012) 

 

En general el hueso está formado por tejido conectivo mineralizado, que consiste 

principalmente de una matriz extracelular compuesta por colágeno tipo I, proteínas no 

colagénicas, y agua (Boskey A. , 2013) en la cual se encuentran adheridas células 

especializadas: osteoblastos, osteoclastos y donde residen los osteocitos (Jähn & 

Bonewald, 2012). 

 

La fase inorgánica, la cual constituye aproximadamente el 60% del hueso contiene 

principalmente cristales de hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2), los cuales encierran a 

las fibras de colágeno, lo que proporciona al hueso sus propiedades de rigidez, 

flexibilidad y fuerza (Feng, 2009). El componente estructural de la fase orgánica (≈30% 

del hueso) es el colágeno tipo 1 en un 90%, el 10% restante está conformado por 

proteínas no estructurales, incluyendo osteonectina, osteocalcina, fosfoproteínas, 

sialoproteínas, factores de crecimiento y proteínas de la sangre (Young, 2003). 
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La estructura cilíndrica o diáfisis se compone principalmente de hueso cortical mientras 

que las epífisis + metáfisis están formadas en gran medida por hueso esponjoso o 

trabecular. Adaptación de una imagen de una micro tomografía computarizada 

(Weatherholt et al., 2012) 

 

Estas proteínas no estructurales juegan un papel importante regulando el diámetro de 

las fibras de colágeno, desempeñando un papel como señalizadores celulares, actuando 

como factores de crecimiento o enzimas entre otras funciones especializadas.  

Figura 1 Estructura macroscópica de un hueso largo. 
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Su concentración depende de factores como la edad, ubicación, genero, etnicidad y 

estado de salud. En conjunto con el colágeno y la fibronectina son las responsables de 

las características del hueso ( Boskey, 2013).  

 

Los osteoblastos son células de origen mesodérmico cuya función primaria es la 

formación de hueso. Los osteoblastos derivan de células precursoras mesénquimales 

pluripotenciales que se diferencia en unidades formadoras de colonias de fibroblastos 

(CFU-F) y trabajan en grupos para secretar la matriz orgánica y luego mineralizarla por 

medio de una fase vesicular y una fibrilar  (Sandoval, 2005). 

La fase vesicular ocurre cuando los osteoblastos liberan vesículas matriciales cargadas 

de iones de calcio que se unen a los proteoglicanos de la matriz orgánica quienes luego 

serán degradados por acción enzimática liberando el calcio (H. Anderson, 2003). 

 

Por otro lado, los osteoblastos activos expresan altos niveles de fosfatasa alcalina la 

cual libera iones fosfato. Cuando el fosfato y el calcio se juntan dentro de las vesículas 

forman los cristales de hidroxiapatita los cuales son liberados mineralizando la matriz 

durante la fase fibrilar (Florencio-Silva et al., 2015). 

Cuando los osteoblastos quedan encasillados dentro de la matriz que han sintetizado se 

vuelven osteocitos. Estas células se encuentran dispersas a lo largo de toda la matriz y 

poseen una menor capacidad formadora de hueso que los osteoblastos, sin embargo, 

constituyen un 90% del total de células óseas adultas(Datta HK, 2008). Los osteocitos 

juegan un papel importante en el mantenimiento de la estructura del hueso 

interactuando entre ellos y con otras células por medio de una red que viaja por medio 
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de prolongamientos celulares al interior de canalículos fraguados en el espesor de la 

matriz (Sandoval, 2005) . Se teoriza que los osteocitos actúan como sensores de estrés 

mecánico y que su red de conexiones le permite transmitir las señales a las células 

responsables de la formación y el remodelamiento óseo.  

 

2.2.2 ESTRÓGENOS  

 

Los estrógenos son hormonas esteroideas derivadas del colesterol. En las mujeres, el 

estradiol (E2) ( ) es sintetizado principalmente en las células de la granulosa y la teca 

interna de los folículos en desarrollo.  

 

Los estrógenos poseen diversos efectos biológicos en animales y en humanos viéndose 

implicados en procesos de crecimiento, diferenciación celular y el metabolismo de 

diferentes tejidos blanco (Compston, 2001), gran parte de estos efectos son 

aparentemente mediados a través de dos sub tipos de receptores identificados como 

receptor de estrógenos alfa (ERα) y receptor de estrógenos beta (ERβ) 

(Katzenellenbogen et al., 2000). 
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Figura 2 Estructura química del estradiol. 

 

(Berg et al., 2012) 

 

 

En humanos ambos subtipos pertenecientes a la familia de receptores de hormonas 

esteroideas que incluye receptores para glucocorticoides, andrógenos, progesteronas y 

mineralocorticoides (Compston, 2001) se encuentran en diferentes células y tejidos 

controlando funciones fundamentales de varios órganos. ERα por ejemplo se encuentra 

expresado en las glándulas mamarias, el útero, los ovarios (células de la Teca), el hueso 

y el tejido adiposo entre otros; por su lado ERβ se observa más en células de la 

granulosa, el colon, el tejido adiposo y el sistema inmune (Farzaneh & Zarghi, 2016). 
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La osteoporosis es un problema serio asociado a la deficiencia de estrógenos en mujeres 

durante la etapa post-menopaúsica. Una serie de estudios revelan el rol de esta hormona 

en el mantenimiento de la homeostasis ósea, siendo la terapia hormonal de reemplazo 

con estrógenos la que habitualmente es utilizada como un método eficaz de prevenir su 

desarrollo (Farzaneh & Zarghi, 2016), sin embargo, su uso prolongado ha sido 

relacionado con múltiples problemas sistémicos incluyendo trombo embolismo 

venoso, cáncer de mamas, alteraciones cardiovasculares y demencia (Kwun et al., 

2012; Marjoribanks et al., 2017). 

 

a. Efecto de los estrogenos sobre el metabolismo oseo  

 

La regulación del metabolismo óseo se basa en la actividad de una unidad básica 

multicelular compuesta por osteocitos, osteoblastos y osteoclastos cuyo desempeño es 

regulado por fuerzas mecánicas, hormonas como la parathormona (PTH) o la hormona 

de crecimiento (GH), citoquinas y otros factores específicos (Datta HK, 2008). 

 

Los osteoclastos difieren dramáticamente de los osteoblastos y se caracterizan por su 

gran tamaño y por sus múltiples núcleos resultantes de la fusión de las células 

precursoras (Boyle, 2003). Se originan a partir de precursores hematopoyéticos de la 

línea monocito/macrófago. 

 

La deficiencia de estrógenos causa osteoporosis en mujeres durante la etapa post 

menopaúsica y contribuye al desarrollo de osteoporosis en hombres mayores.        
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La osteoporosis por deficiencia de estrógenos ha sido asociada a un incremento de la 

resorción ósea provocada por un aumento de la cantidad y actividad de osteoclastos en 

la medula ósea. 

 

Los estrógenos juegan un papel importante sobre el metabolismo óseo; por un lado,  

regulan negativamente la expresión de factores que estimulan el proceso de resorción 

ósea como la IL-1, la IL-6, TFN-α o el factor estimulante de colonias de macrófagos 

(M-CSF) y por otro lado estimulan en los osteoblastos la producción de factor del factor 

de crecimiento transformante beta (TGF-β) quien inhibe la resorción disminuyendo la 

actividad de los osteoclastos y aumentado su apoptosis (Cheung et al., 2003; Oursler et 

al., 1991), así mismo induce a su vez la diferenciación del precursor de los osteoblastos 

y promueve  la producción de fosfatasa alcalina (ALP), osteopontina, osteocalcina 

(OC) y osteoprotegerina (OPG) (Y. Wang et al., 2016) 

 

La OPG es miembro de la súper familia de receptores de factores de necrosis tumoral 

(TNF-R) y actúa uniéndose y neutralizando a su ligando el factor nuclear κ B (RANK-

L) quien junto con M-CSF es un factor necesario para la osteoclastogénesis  (Bord et 

al., 2003; LC et al., 1999). 

 

2.2.3 COLÁGENO 

 

El término genérico colágeno engloba a varias subfamilias clasificadas en base a sus 

estructuras primarias o formas de organización supramolecular (Exposito et al., 
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2002). A la fecha, se han identificado 28 tipos diferentes de colágenos reconocidos 

(8 de los cual han sido descubiertos recientemente y su función aún es desconocida) 

que son denotados asignándoles números romanos. 

 

En conjunto, las diferentes sub familias llegan a representar un 30% del contenido 

proteico total del cuerpo cuya principal característica es la presencia de una triple 

hélice que representa desde un 96% de su estructura para el colágeno tipo I hasta un 

10% en el colágeno tipo XII (Ricard-Blum, 2011). 

 

Se le considera la proteína más abundante en los mamíferos y una de las más 

importantes gracias a su papel en tejidos como la piel cuyas proteínas son 74% 

colágeno, los tendones y ligamentos donde representan el 90%, la córnea (64%), el 

cartílago (50%), el hueso cortical (23%), la aorta (12-14%), el pulmón (10%) y el 

hígado (4%).  

Al ensamblarse, sus fibras forman una matriz estructural básica que se reconoce 

como el principal componente de la matriz extracelular, proporcionando la forma y 

dotando de fuerza y flexibilidad a los tejidos. Su presencia está relacionada con 

procesos como: transmisión de fuerzas en tendones, lubricación en el cartílago, 

transmisión de luz en el cristalino y generación de barreras para la filtración de 

moléculas o separación de tipos celulares (Viguet-Carrin et al, 2006).  

 Los tipos de colágeno más abundantes y esenciales en el cuerpo humano están 

agrupados de acuerdo a su estructura física. Los principales tipos de colágeno del 

tejido conectivo son I, II, III, IV, V, VIII y IX. El tipo I es el colágeno principal de 
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piel y huesos, siendo el más abundante de todos, representando alrededor del 90% 

del colágeno total de cuerpo. El tipo II se encuentra en los cartílagos, mientras que 

el III se encuentra en la piel vasos sanguíneos y órganos internos. El tipo V se 

encuentra en huesos, piel, tendones, ligamentos y córnea. El tipo IX se encuentra a 

veces asociado con el tipo II y ofrece integridad estructural a los tejidos (Van der 

Rest & Garrone, 1991).  

 

a. Estructura y caracteristicas 

 

La súper familia del colágeno incluye proteínas de diferentes tamaños y formas 

caracterizadas por una molécula compuesta por tres cadenas de aminoácidos 

entrelazadas cuya estructura es estabilizada principalmente gracias a puentes de 

hidrógeno formados por los grupos hidroxilos de la hidroxiprolina (Shoulders & 

Raines, 2009). La hidroxiprolina es un aminoácido marcador específico para 

cualquier tipo de colágeno y es formado por una modificación post-traduccional en 

la que se hidroxila la prolina (Jenkins et al, 2003).  

 

 La secuencia de aminoácidos de las cadenas individuales es singular y característica 

pues presentan una repetición casi continua del trímero de aminoácidos Gly-X-Y 

donde X es generalmente prolina e Y es hidroxiprolina (Asghar & Henrickson, 

1982) y es este orden, con los residuos de glicina, el aminoácido más pequeño 

apareciendo en cada tercera posición de la secuencia y encasillado en el centro, lo 

que permite la cercana conexión de las cadenas poli peptídicas y la formación de lo 
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que se conoce como la triple hélice del colágeno como se aprecia en la figura 3 

(Schrieber & Gareis, 2007).  

 

Dependiendo del tipo genético del colágeno esta conformación fibrilar puede 

representar una parte mayor o menor dentro de la molécula (10% – 96%) sin 

embargo su presencia es necesaria para que una proteína sea denominada como 

colágeno (Fratzl, 2008).  Estas regiones son resistentes a la degradación por 

proteasas comunes y sólo son sensibles a colagenasas específicas. 

 

Las fuentes más abundantes de colágeno comercial son la de piel de cerdo (46%), 

de bovinos (29.4%) y huesos de ganado y cerdos (23.1%). El colágeno marino 

representó menos del 1.5% del total de colágeno (como gelatina principalmente) 

producido en el año 2007(Gómez-Guillén et al., 2009). Esto debido a aspectos socio 

- culturales, el desarrollo de enfermedades como Encefalopatías espongiformes 

transmisibles (TSE) como la encefalopatía espongiforme bovina (BSE), la 

enfermedad de pies y boca (FMD) en cerdos y ganado (Jongjareonrak et al., 2005) 

y el interés creciente de buscar nuevas alternativas en el aprovechamiento de los 

recursos marinos. 
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Figura 3 Representación de la triple hélice de colágeno. 

 

 (A) Estructura cristalina de la triple hélice del colágeno, formada a partir de la 

asociación de los trímeros (ProHypGly) -(ProHypAla) - (ProHypGly) (B) Vista axial 

de la triple hélice representada de tres maneras diferentes (C) Imagen de bola y palo de 

un segmento de la triple hélice del colágeno resaltando la escalera formada por los 

enlaces de hidrógeno. (D) Composición de los aminoácidos que forman las hebras 

observadas en la imagen C. (Shoulders & Raines, 2009) 
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La literatura científica hace referencia a diferentes fuentes alternativas y nuevas 

funcionalidades para el colágeno lo que representa un boom en los últimos 10 - 15 años, 

esto en parte debido al creciente interés para la valoración económica de sub- productos 

industriales y el manejo eco amigable de los desechos.  

 

Por otro lado, las diferentes propiedades biológicas de los péptidos hidrolizados de 

colágeno han generado su inclusión en productos de consumo masivo (agua 

embotellada, café, jugos de frutas, yogurt entre otros) aportando bienestar a sus 

consumidores. 

 

b. Colágeno y el metabolismo oseo 

 

El colágeno constituye el principal componente estructural de la matriz extracelular de 

todos los tejidos conectivos incluyendo la matriz ósea donde representa el 90% del 

contenido proteico total habiéndose identificado que el 95 % del mismo es colágeno de 

tipo I, el cual influencia a través de la concentración, orientación, diámetro y 

distribución de sus fibras las propiedades mecánicas del hueso(Paschalis EP, 2003) .  

 

El hueso es un tipo de tejido conectivo especializado, ya que con el fin de cumplir con 

el rol de brindar soporte mecánico al cuerpo de manera resistente pero lo 

suficientemente ligera como para permitir la movilidad (Datta HK, 2008) , mineraliza 

su matriz por acción de los osteoblastos quienes regulan el proceso destruyendo 
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enzimáticamente pirofosfatos y proteoglicanos, inhibidores del proceso de 

mineralización (Addison WN, 2007),  y liberando vesículas matriciales cargadas de 

enzimas fosfohidrolasas como la fosfatasa alcalina, moléculas fijadoras de calcio (H. 

C. Anderson, 2003) y iones Ca2+ y PO4 3- quienes se unen a la matriz colágena 

dotándola de rigidez y fuerza (Tzaphlidou, 2008), pero permitiendo gracias al pequeño 

tamaño de los cristales minerales  que las fibras conserven cierta  elasticidad (Drezner, 

2006) 

 

En hueso tanto cortical como trabecular la matriz es muy densa y si bien las fibras de 

colágeno se organizan en capas concéntricas proveyendo máxima resistencia frente a 

un estrés por compresión o torsión su alineación no es tan uniforme como la que se 

encuentra en otros tejidos.  (Paschalis EP, 2003). 

 

De manera particular, el diámetro de las fibras ha demostrado poseer principal 

importancia sobre la fuerza biomecánica y la salud ósea (Tzaphlidou & Berillis, 2005).  

 

c. Propiedades mecanicas del hueso 

 

El hueso es un tejido complejo anisótropo y viscoelástico cuya principal función es 

resistir fuerzas mecánicas y fracturas brindando estructura y protección al cuerpo. Con 

este fin posee la habilidad de adaptarse continuamente frente a los cambios fisiológicos 

y mecánicos a los que es sometido (Viguet-Carrin et al., 2006). 
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La resistencia de los huesos no depende únicamente de la cantidad de masa ósea 

presente en ellos sino también de su geometría, su forma, la micro arquitectura de los 

huesos esponjosos, su metabolismo y tasa de regeneración, la concentración mineral y 

el colágeno (AL Boskey et al., 1999). 

 

El colágeno en particular posee un rol importante sobre la resistencia, habiéndose 

identificado por ejemplo que la integridad de sus fibras disminuye con la edad y que 

este cambio está asociado a la necesidad de menos fuerza para generar fracturas (X. 

Wang et al., 2002).  

 

Los principios de la mecánica clásica se aplican al estudio de la resistencia de los 

materiales a la fractura cuando son sometidos a una carga determinada (Guede et al., 

2013). Las propiedades mecánicas del hueso reflejan las características de este como 

un material en función a la manera como sus componentes se ordenan e interactúan y 

pueden ser evaluadas de diferentes maneas como por ejemplo a través de la compresión 

de las vértebras o el desarrollo de pruebas de flexión en tres o cuatro puntos sobre los 

huesos largos como el fémur o el humero (Viguet-Carrin et al., 2006).  

 

El resultado de estas pruebas es una curva  que grafica la relación carga-

desplazamiento, lo que permite determinar luego parámetros como la carga máxima 

tolerada y la rigidez de las muestras. Debido a que estos valores son sensibles a 

variables como las dimensiones de las muestras pueden ser normalizados de manera 

que la carga se traduce en esfuerzo y el desplazamiento se vuelve deformación ( ). 
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Los resultados dados por la curva estrés-deformación consideran la forma y el área de 

la región transversal del hueso evaluado sin embargo existen cambios no solo de un 

fémur al otro, sino que dentro de los mismos huesos el área y la forma varia a lo largo 

de la diáfisis por lo que los cálculos solo pueden ser aproximados  (Engesaeter et al., 

1978). 

 

Figura 4 Evaluación mecánica del hueso. 

 Adaptado de (Viguet-Carrin et al., 2006) 

    

 

2.3 JUSTIFICACIÓN  
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Alteraciones sobre el metabolismo óseo como la osteoporosis por deficiencia de 

estrógeno pueden ser consideradas como un problema de salud pública por el 

porcentaje de mujeres afectadas y su repercusión en las cargas económicas que generan 

su tratamiento. Es sabido que la mejor política es la de la prevención, y si bien la terapia 

hormonal de reemplazo es una de las principales estrategias de prevención, esta está 

asociada a una serie de efectos secundarios cuyo costo puede ser mayor que el beneficio 

generado, por lo tanto, es necesario encontrar un tratamiento inocuo y eficaz para 

combatir la osteoporosis generada por la pérdida de estrógenos en el periodo de la post-

menopausia.  

 

Así mismo es importante encontrar alternativas a la explotación de la anchoveta para 

la producción de harina de pescado que resulten rentables y permitan a la población 

beneficiarse directamente de la explotación de este recurso natural. 

 

2.4 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  

 

¿El suplemento dietético con péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta es capaz 

de revertir el efecto de la deficiencia de estrógenos inducida por la ovariectomía 

bilateral (OVX) sobre la estructura, la histomorgfología y la biomecánica ósea en ratas? 

 

2.5 HIPÓTESIS 
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El suplemento dietético con péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta es capaz 

de revertir el efecto de la deficiencia de estrógenos inducida por la ovariectomía 

bilateral (OVX) sobre la estructura, la histomorgfología y la biomecánica ósea en ratas. 

 

3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GENERAL  

 

Determinar el efecto del suplemento dietético de péptidos hidrolizados de colágeno de 

anchoveta a 3 diferentes dosis, comparado con estradiol sobre la estructura, la 

histomorfología y la biomecánica ósea en ratas ovariectomizadas. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Evaluar los efectos del suplemento dietético de péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta a 3 diferentes dosis sobre la estructura ósea del fémur 

en ratas ovariectomizadas, y compararlos con el tratamiento con el tratamiento 

estándar (estradiol).  

 Evaluar los efectos del suplemento dietéticode péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta a 3 diferentes dosis sobre el peso fresco del fémur en 
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ratas ovariectomizadas, y compararlos con el tratamiento con el tratamiento 

estándar (estradiol).   

 Evaluar los efectos del suplemento dietéticode péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta a 3 diferentes dosis sobre el peso seco del fémur en ratas 

ovariectomizadas, y compararlos con el tratamiento con el tratamiento estándar 

(estradiol).   

 Evaluar los efectos del suplemento dietéticode péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta a 3 diferentes dosis sobre diferentes propiedades 

biomecánicas del fémur en ratas, y compararlos con el tratamiento con el 

tratamiento estándar (estradiol).   

 Evaluar los efectos del suplemento dietéticode péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta a 3 diferentes dosis sobre el porcentaje del área 

trabecular de la segunda vértebra lumbar en ratas ovariectomizadas, y 

compararlos con el tratamiento con el tratamiento estándar (estradiol).   

 Evaluar los efectos del suplemento dietéticode péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta a 3 diferentes dosis sobre la concentración de diferentes 

marcadores del metabolismo óseo en suero de ratas, y compararlos con el 

tratamiento con el tratamiento estándar (estradiol).   

 

4 MATERIALES Y MÉTODOS 
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4.1 DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

El diseño utilizado es de tipo experimental y cuantitativo (según la clasificación en el 

Manual de Normas y Procedimientos para la elaboración del trabajo de investigación). 

 

En el presente estudio se comparó el efecto del consumo de péptidos de colágeno de 

anchoveta en ratas adultas ovariectomizadas (OVX) con: 

• Animales sanos (SHAM + VH) 

• Animales ovariectomizados y tratados con una terapia hormonal de 

reemplazo (OVX+E2) 

• Animales ovariectomizados y no tratados (OVX+VH) 

 

 El protocolo empleado se esquematiza en la ¡Error! No se encuentra el origen de la 

referencia. 

 

Figura 5 Línea de tiempo del proyecto 
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4.1.1 Grupos de tratamiento 

 

Durante el proyecto se distribuyó a los animales agrupándolos aleatoriamente de 

acuerdo a su condición (SHAM u OVARIECTOMIZADO) y a los diferentes 

tratamientos que les fueron asignados. La distribución se puede observar en la Tabla 1. 

 

Tabla 1- Distribución de los grupos de acuerdo a cirugía y tratamiento administrado. 

CÓDIGO CONDICIÓN TRATAMIENTO 

N 

MUESTRAL 

SHAM + 

VH 

SHAM Agua  12 

OVX + 

VH 

Ovariectomizado Agua 12 

OVX + 

E2 

Ovariectomizado Estradiol 12 

OVX + 

PHCA1 

Ovariectomizado 

Péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta (1g.kg-1) 

12 

OVX + 

PHCA2 

Ovariectomizado 

Péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta (2g.kg-1) 

12 

OVX + 

PHCA4 

Ovariectomizado 

Péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta (4g.kg-1) 

12 
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4.2 POBLACIÓN Y MUESTRA 

 

Con el fin de determinar el número mínimo de animales que son requeridos para 

evaluar de manera significativa cada variable objetivo se empleó la fórmula para 

comparación de dos medias, con las desviaciones y errores estándar obtenidos de un 

estudio similar (Gonzales et al., 2010):  

 

𝑛 =
2(𝑍𝛼 + 𝑍𝛽)2 ∗ 𝑆2

𝑑2
 

 

Donde: 

n = Sujetos necesarios en cada una de las muestras  

Zα = 1.96  

Zβ = 1.282  

S = Varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo de referencia = 0.085  

d = Valor mínimo de la diferencia que se desea detectar = (0.636 – 0.445) = 0.286  

Nivel de riesgo = 0.05  

Poder estadístico = 90%  

 

El tamaño de la muestra fue determinado para un nivel alfa de 0.05 y una potencia 

estadística de 90% buscando minimizar las posibilidades de error tipo I y error tipo II. 
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Los valores de S y d se obtuvieron en función a un estudio anterior en el cual se 

evaluaron las mismas variables(Gonzales et al., 2010). 

 

𝑛 =
2(1.96 + 1.282)2 ∗ 0.0852

(0.636 − 0.1145)2
 

 

Según la fórmula obtenemos como resultado una n = 5.14 animales por grupo. Sin 

embargo, se consideró una n=6 en caso de deceso de algún animal dentro del grupo. 

 

El tamaño de muestra determina el número mínimo de animales que son requeridos 

para el nivel de significancia y la potencia estadística de tal manera de minimizar las 

posibilidades de error tipo I y error tipo II. Debido al número de variables por analizar 

en este estudio se requirió 2 grupos para cada tratamiento por lo que la n final por 

tratamiento fue de 12. 

 

En total se emplearon 72 ratas hembras Holtzman de 3 meses de edad con un peso 

aproximado de 300 gr las cuales fueron adquiridas en el Bioterio Central de la 

Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los animales fueron distribuidos 

aleatoriamente en 6 grupos de estudio y mantenidos en un ambiente a temperatura 

constante con ciclos alternados de 12 hrs. luz/oscuridad agrupados a manera de seis 

animales por jaula dependiendo el tratamiento y contando con alimento balanceado 

(purina) y agua ad libitum. 
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4.3 CIRUGÍA 

 

Una semana luego de la llegada de los animales al bioterio para su aclimatación se 

procedió a realizar una ovariectomía bilateral en los animales correspondientes a los 

grupos “OVX”, “OVX+E2”, “OVX+PHCA1”, “OVX+PHCA2” y “OVX+PHCA4” 

con el fin de inducir la osteoporosis por perdida de estrógenos. Y se consideró un grupo 

SHAM como control. 

 

Para la cirugía se anestesió a los animales con 0.5 mL. de Pentobarbital sódico (35 

mg/Kg.) y se procedió a la depilación del área dorsal. Luego de la desinfección de la 

zona, se realizó una incisión dorsal que permitió la exposición de los ovarios, los cuales 

fueron devueltos a la cavidad abdominal en ratas del grupo “SHAM”; y extraídos en el 

resto de animales, grupos “OVX”. Para mantener la hemostasis se ligó la parte superior 

del oviducto con sutura de seda y seguidamente las capas de músculo y piel fueron 

suturadas.  

 

Las suturas fueron tratadas con el antibiótico Multimycin® en crema (Farmindustria 

S.A.) que contiene neomicina, polimixina B y bacitracina, hasta que terminaron de 

cicatrizar y fueron controladas para evitar infecciones.  

 

Durante el transcurso del estudió se observó que todas las heridas cicatrizaron 

correctamente, no habiéndose presentado ningún caso de infección. Cuatro semanas 

luego de la cirugía se dio inicio a los tratamientos respectivos. 
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4.4 LOS TRATAMIENTOS 

 

Los diferentes tratamientos fueron administrados diariamente por vía oral empleando 

una sonda oro gástrica N° 18 durante 12 semanas iniciando cuatro semanas post-

cirugía. 

 

 Los animales de los grupos “SHAM y “OVX” recibieron 1 ml de agua destilada como 

vehículo. Los animales del grupo “OVX+E2” recibieron 0.04 mg/kg de estradiol 

(Gonzales et al., 2010) reconstituido en 1 ml de agua destilada. Los animales de los 

grupos “OVX+PHCA1”, “OVX+PHCA2” y “OVX+PHCA4” recibieron péptidos 

hidrolizados de colágeno de anchoveta a razón de 1, 2 y 4 g.kg-1 de peso 

respectivamente, reconstituido en 1 ml de agua destilada. 

 

4.4.1 Péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta 

 

Los péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta fueron proporcionados por una 

empresa pesquera peruana para el desarrollo del estudio. 

 

La materia prima empleada para su elaboración fue escamas de anchoveta peruana 

(engraulis ringens), producto del proceso de pesca industrial.  
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Las dosis administradas fueron calculadas tomando en consideración el factor de 

corrección (km) para cada especie, basado en el área superficial del cuerpo y su peso 

promedio. La fórmula empleada para calcular la dosis animal equivalente (AED) fue: 

 

𝐴𝐸𝐷 (𝑚𝑔. 𝑘𝑔−1) =  𝐷𝑅𝐻 (𝑚𝑔. 𝑘𝑔−1) ∗
𝑘𝑚 ℎ𝑢𝑚𝑎𝑛𝑜𝑠

𝑘𝑚 𝑟𝑎𝑡𝑎𝑠
 

 

Donde: 

DRH = Dosis recomendada para humanos = 166.66 mg.kg-1 

km humanos = 37 tomando como referencia un peso de 60  (Nair  & Jacob, 2016) 

km ratas = 6 tomando como referencia un peso de 0.08 – 0.27 kg (Nair  & Jacob, 2016) 

 

Aplicando la fórmula obtenemos como resultado una dosis animal equivalente diaria 

de 1027 mg. kg-1. En función a este resultado y a estudios previos realizados con 

péptidos de colágeno se determinaron las 3 dosis evaluadas en el estudio que 

corresponden a 1000 mg. kg-1, 2000 mg. kg-1 y 4000 mg. kg-1. 
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4.4.2 Estradiol  

 

La dosis se tomó en función a estudios previos con resultados óptimos en los mismos 

parámetros con Progynova® 1mg (valerato de estradiol) (Bayer Schering Pharma 

S.A.). La dosis diaria de Estradiol es de 0.04 mg/kg, la cual se administró en un 1 ml 

de vehículo vía oral (Mödder et al., 2004). 

 

4.5 EUTANASIA  

 

Finalizado el tratamiento, 12 semanas después de la cirugía, se procedió a sacrificar a 

las ratas por inhalación de CO2.  

 

Empleando el método de punción cardiaca se procedió a recuperar la sangre de los 

animales con la ayuda de tubos BD Vacutainer® para suero recubiertos con activador 

de coagulación. Treinta minutos luego de la extracción la sangre coagulada fue 

centrifugada a 10 000rpm durante diez minutos. El suero obtenido fue alicuotado y 

conservado a -20°C para su posterior análisis. 

 

Inmediatamente después del sacrificio los animales fueron pesados y se les extrajeron 

el hígado, los riñones, el útero, ambos fémures y la segunda vértebra lumbar (¡Error! 

No se encuentra el origen de la referencia.). 
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Figura 6  Esqueleto de rata. 

 

Se indican con flechas oscuras las vértebras lumbares L2-L4 analizadas. (Stromberg, 

1976) 

 

4.6 CARACTERIZACIÓN DE LOS PEPTIDOS HIDROLIZADOS DE 

COLÁGENO DE ANCHOVETA 

 

4.6.1 Análisis Proximal 

 

Como parte de la caracterización de los péptidos de colágeno de realizó un análisis 

proximal donde se evaluó: 

 

-Contenido de proteína total con el método ISO 5983-2-2009 (ISO 5983-2, 2009) 

donde la muestra es digerida con ácido sulfúrico. Usando como catalizador sulfato de 

potasio y cobre el nitrógeno orgánico es trasformado en sulfato de amonio y por la 

adición de álcali es liberado como amoniaco (NH3).  
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El porcentaje de proteína total es calculado de acuerdo a la siguiente formula: 

 

%𝐍𝐢𝐭𝐫ó𝐠𝐞𝐧𝐨 =
(GM − BK)𝑥1.4007𝑥0.2𝑥𝐹𝑠.

Wm
 

Donde: 

GM =Gasto en la muestra 

BK =Blanco de muestra 

Fs =Factor de Solución del HCl 0.2N 

Wm =Peso de Muestra 

                   

   % Proteína = %Nitrógeno x 5.55 

 

-Contenido de ceniza con el método ISO 5984-2002 basado en la calcinación de 

la muestra a 600°C, obteniéndose el contenido de materia inorgánica presente. El 

porcentaje de ceniza total es calculado de acuerdo a la siguiente formula: 

 

%C =
P2   − P1

Pm
× 100 

    Donde: 

 %C    =Contenido de ceniza en porcentaje 

  Pm =Peso de la muestra en gramos  

  P1 =Peso del crisol vacío en gramos  
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  P2  =Peso del crisol más residuo en gramos. 

 

-Contenido de humedad con el método NTP 209.085 1981 (Rev. 2012) estimado 

en base a la pérdida de masa bajo determinadas condiciones de secado. El porcentaje 

de humedad es calculado de acuerdo a la siguiente formula: 

 

%H =
m1  − m2

Wm
× 100 

    

Donde: 

H         = Humedad en porcentaje 

Wm     = Peso muestra inicial 

m1     = Peso placa + peso muestra inicial 

m2       = Peso placa + peso de muestra final 

 

-Contenido de grasa con el método NTP 204.033 1985 (Rev. 2010) donde los 

lípidos son extraídos con la ayuda de un solvente el cual es luego evaporado empleando 

un rota vapor. 

 

4.6.2 Análisis Microbiológico 

 

Con el fin de evaluar las características microbiológicas de la muestra se realizó el 

recuento de aerobios mesofilos totales según ICMSF 2da Edición. 1983 el recuento de 
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unidades formadoras de colonias de Mohos y Levaduras ICMSF 2da Edición. 1983, el 

procedimiento para la Detección de Salmonella spp. según ISO 6579:2002/ Cor 1: 2004 

y el recuento de coliformes totales (NMP) ISO/TS 16649-3. 2005. 

Estos análisis fueron realizados por un laboratorio externo. 

 

4.6.3 Análisis de distribución de peso molecular 

 

Con el fin de determinar la distribución del peso molecular de las muestras y la 

efectividad del proceso de hidrólisis las muestras fueron evaluadas con la técnica de 

SDS-PAGE de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli, 1970; He, 2011), para lo cual 

10 mg de colágeno fueron disueltos en 1.0 ml de buffer de carga (Tris-HCl. pH 6.8) y 

expuestos a 100°C durante 5 minutos para luego tomar 20 µl y cargarlo en los geles 

junto con un marcador de peso molecular de amplio espectro (Bio-Rad). Finalizada la 

corrida se procedió a la tinción de las bandas con azul de Coomassie R250 y a su 

análisis empleando el software Totallab Quant comparando la muestra con el estándar. 

 

4.6.4 Composición de aminoácidos 

 

La muestra de hidrolizado de colágeno de anchoveta fue enviada a un laboratorio 

externo con el fin de obtener un perfil de aminoácidos completo empleando 

cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC) 
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4.7 PARÁMETROS FÍSICOS DE FÉMUR  

 

Los fémures derechos de 6 animales de cada grupo de interés fueron aislados y pesados 

empleando una balanza analítica. Posteriormente, fueron colocados en crisoles y 

llevados a la mufla (Barnstead Thermolyne modelo FA8020-33) para ser deshidratados 

a 600ºC por 24 h; el peso de la ceniza fue evaluado empleando una balanza analítica. 

 

4.8 FUERZA DE FRACTURA 

 

Para evaluar las características mecánicas de los huesos se realizó una prueba de flexión 

en tres puntos con la ayuda de un analizador de textura CT3 marca Brookfield con una 

capacidad de 15000 gramos (compresión/tensión) y el software “TexturePRO CT 

V1.8”.  

 

Luego de la muerte de los animales se procedió a evaluar la fuerza de fractura tolerada 

por el fémur izquierdo en un ensayo de 3 puntos donde este fue colocado de manera 

horizontal sobre un soporte de dos puntos separados por 20 mm (¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.). La carga fue colocada en el centro del hueso a 

una tasa de 0.5 mm/s hasta que el hueso se fracturó; la máxima carga tolerada fue 

expresada en Newtons y el desplazamiento/rigidez se expresó en mm. 
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Figura 7 Imagen del equipo analizador de textura CT3 marca Brookfield al momento 

de realizar la prueba de flexión en tres puntos sobre el fémur derecho de una rata. 

 

 

 

Para poder comparar la carga y rigidez de los diferentes grupos los valores se 

normalizaron como esfuerzo y deformación respectivamente, estandarizando de esta 

manera los resultados al considerar las diferencias en la distribución de la masa del 

hueso generadas por los diferentes tratamientos. 
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Para determinar la distribución de la masa se consideró al fémur como un cilindro 

elíptico hueco y se calculó su momento de inercia (I) (Guede et al., 2013): 

 

𝐼 =
𝜋

64
[(𝑋1𝑌1

3) − (𝑋2𝑌2
3)] 

 

Donde: 

I =Momento de inercia para una elipse hueca 

X1 =Diámetro externo mayor de la sección transversal en el punto de aplicación de 

la fuerza 

Y1 = Diámetro externo menor de la sección transversal en el punto de aplicación 

de la fuerza 

X2 = Diámetro interno mayor de la sección transversal en el punto de aplicación de 

la fuerza 

Y2 = Diámetro interno menor de la sección transversal en el punto de aplicación de 

la fuerza 

 

El esfuerzo (σ) fue calculado empleando la teoría de flexión de vigas y asumiendo que 

el fémur posee un comportamiento elástico lineal para un ensayo de tres puntos 

aplicando la siguiente formula (Guede et al., 2013): 

 

𝜎 =
𝑃𝐿𝑐

4𝐼
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Donde: 

P = Carga aplicada (N) 

L =Distancia entre los soportes (mm) 

c =1/2 del diámetro externo menor (mm) 

I =Momento de Inercia de la sección transversal elíptica 

 

La deformación (ε) fue calculada de acuerdo a la siguiente formula (Guede et al., 2013): 

 

𝜀 = 𝛿 (
12𝑐

𝐿2
) 

 

Donde: 

ε = Deformación  

δ =Desplazamiento que sufre el cuerpo sobre el que se ejerce la fuerza (mm) 

c =1/2 del diámetro externo menor (mm) 

L =Desplazamiento (mm) 

 

La elasticidad de los huesos fue calculada de acuerdo a la fórmula (Guede et al., 2013): 

 

𝐸 =
𝑃𝐿3

48𝐼𝛿
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  Donde: 

P = Carga aplicada (N) 

L =Distancia entre los soportes (mm) 

I =Momento de Inercia de la sección transversal elíptica 

δ =Desplazamiento que sufre el cuerpo sobre el que se ejerce la fuerza (mm) 

 

4.9 EVALUACIÓN HISTOMORFOMÉTRICA 

 

Durante la recolección de las muestras pata posterior derecha fue desarticulada a nivel 

de la cadera, la rodilla y el tobillo; para el análisis histológico el fémur fue removido, 

despojado de todo tejido blando y fijado en buffer formol fosfato 0.1M durante 24 h 

para luego ser descalcificados, deshidratados y embebidos en parafina con el fin de 

obtener 2 secciones: un corte longitudinal y uno transversal del hueso, las cuales fueron 

examinadas al microscopio habiendo sido teñidas con hematoxilina y eosina y tinción 

tricromica de Masson para evaluar la distribución del colágeno dentro de las mismas.  

 

La cabeza del fémur y la segunda vértebra lumbar fueron evaluadas para determinar la 

calidad del hueso, sus medidas y la densidad trabecular del mismo ( ).  

La sección transversal del fémur fue analizada para determinar a partir de ella el 

momento de inercia de las muestras. Con este fin se midió la longitud de los diámetros 

externos (x1 e y1) e internos (x2 e y2) del hueso y su grosor el cual se consideró como 

un promedio de diez lecturas tomadas alrededor de la muestra ( ). Los cortes fueron 
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analizados al microscopio (10X) con el programa Leica Application Suite para 

Windows. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tinción eosina & hematoxilina. Aumento 2.5X. Representación del método para la 

cuantificación del área trabecular. Se calculó el área dentro del recuadro negro, las 

fechas indican las cavidades intratrabeculares cuyas áreas fueron cuantificadas con un 

aumento de 10X 

Figura 8 Corte longitudinal de fémur de rata. 
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4.10 MARCADORES BIOQUÍMICOS EN SUERO 

 

Con el fin de evaluar marcadores del metabolismo óseo en las muestras de suero 

recolectadas de los diferentes grupos estudiados se emplearon kits comerciales 

específicos para rata de acuerdo a las recomendaciones indicadas por los fabricantes. 

Tinción eosina & hematoxilina. Aumento 2.5X. Representación del método para: A- 

Evaluación de los diámetros externos (x1 e y1) e internos (x2 e y2) del hueso. B- Grosor 

del área cortical del fémur. Se cuantificó la longitud de las líneas en micras a un 

aumento de 2.5X. 

 

Figura 9 Corte transversal de fémur de rata. 
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IL-6 (Rat IL-6 Quantikine ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), IL-1β 

(Rat IL-1-beta Quantikine ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), TNF-

α (Rat TNF-alpha Quantikine ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), 

Osteocalcina (OC Rat-Mid ELISA; Nordic Bioscience Diagnostics, Herlev, Denmark), 

Telopeptido C-terminal del colágeno tipo I (RatLaps™ CTX-I EIA; Nordic Bioscience 

Diagnostics, Herlev, Denmark). 

 

4.11 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

Los datos fueron analizados con el programa “IBM SPSS statistics 24” para determinar 

las diferencias y correlaciones entre las variables y los diferentes grupos. Para el 

análisis de homogeneidad de varianzas se usó la prueba de Levene. 

 

Para variables homogéneas, las diferencias entre medias las cuales son expresadas 

como media +/- desviación estándar para las diferentes variables y tratamientos se 

determinaron por el análisis de varianza (ANOVA) y la diferencia entre par de medias, 

por las pruebas de Tukey y DSM. Se considera como estadísticamente significativo un 

valor de p<0.05. 
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4.12 CONSIDERACIONES ETICAS 

 

Los procedimientos se realizaron de acuerdo a las condiciones científicas, técnicas y 

administrativas para la investigación; y los principios éticos de la experimentación 

animal del International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS). 

 

Este estudio ha sido aprobado por el comité de ética animal de la Universidad Peruana 

Cayetano Heredia (Código SIDISI: 64996). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 CARACTERIZACION DE LOS PEPTIDOS HIDROLIZADOS DE 

ANCHOVETA 

 

De manera previa al inicio del tratamiento los péptidos hidrolizados de escamas de 

anchoveta fueron analizados para verificar su composición, origen e inocuidad.  

Gracias a los resultados del análisis proximal y el perfil de aminoácidos fue posible 

concluir que el tratamiento administrado consistió en colágeno hidrolizado en polvo 

(tablas 2, 3) y que su consumo no supone ningún riesgo por contaminación (tablas 4 y 

5)  

Tabla 2. Análisis proximal de los péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta 

Parámetro Resultado 

Contenido de proteína 0.929 

Contenido de lípidos 0.0022 

Contenido de Ceniza 0.0158 

Contenido de Humedad 0.043 

 

Tabla 3 Perfil de aminoácidos de los péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta 

Parámetro Resultado (%) 

Hidroxiprolina + Prolina 20 

Aminoacidos escenciales 17 

Arginina 8 

Alanina 10 

Glicina 26 

Acido glutámico 9 

Otros 8 
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Tabla 4 Análisis microbiológico a los péptidos hidrolizados de colágeno de 

anchoveta 

Parámetro Resultado 

Conteo aerobios totales 580 fcu/g  

Salmonella Neg.  

E. coli Neg.  

Hongos y Levaduras < 10 fcu/g 

 

Tabla 5 Análisis de metales pesados a los péptidos hidrolizados de colágeno de 

anchoveta 

Parámetro Resultado 

Hg < 0.03 ppm 

Pb < 0.5 ppm 

As < 0.5 ppm 

Cd < 0.5 ppm 

Cr < 1 ppm 

Cu 0.44 ppm 

Zn 3.27 ppm 

 

 

5.2 PESO DE LOS ANIMALES 

 

Durante el desarrollo del estudio no se observó diarrea en ninguno de los animales. En 

los meses de tratamiento todos los grupos aumentaron de peso, sin embargo, el 

incremento fue significativamente mayor al presentado por el grupo control SHAM en 

todos los grupos ovariectomizados (p<0.05) a excepción del grupo tratado diariamente 

con una dosis de 1 g.kg-1 de péptido colágeno hidrolizado de anchoveta 

(OVX+PHCA1) (Tabla 6). 
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Tabla 6 – Efecto de los tratamientos sobre el peso corporal de los animales tratados.  

 Peso inicial 

(g) 

Peso final 

(g) 

Delta peso 

(g) 

Media ± 

SEM 

Media ± 

SEM 

Media ± 

SEM 

Tratamiento 

SHAM 165.0 ± 3.1 236.4 ± 3.1 70 ± 3.6 

OVX + VH 182.3 ± 3.9 266 ± 7 * 83.8 ± 7.5  

OVX+E2 173.3 ± 4.9 263.5 ± 6.3* 90.2 ± 4.5* 

OVX+PHCA1 181 ± 3.8 259.1 ± 10.5 77 ± 10.5 

OVX+PHCA2 171.3 ± 4 275 ± 4.9 * 102.3 ± 6.9 * 

OVX+PHCA 4 181.1 ± 3.8 283 ± 5.9 * 101.9 ± 7.8 * 

*P < 0.05 vs. grupo SHAM 

 

Con respecto al peso de los órganos se observó que todos los grupos ovariectomizados 

presentaron un menor peso uterino en comparación al grupo control SHAM (p<0.05). 

 

Por otro lado, se encontró que todos los grupos ovariectomizados presentaron 

hiperplasia a nivel hepático y renal a comparación del grupo control SHAM (p<0.05) 

excepto el tratado con estradiol (tabla7). 
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Tabla 7 Efecto de los tratamientos sobre el peso de los órganos de los animales 

tratados. 

  Riñones (g) Hígado(g) Útero(g) 

Media ± 

SEM 

Media ± 

SEM 
Media ± SEM 

Tratamiento 

SHAM 1.46±0.03 7.92±0.21 0.43±0.03 

OVX + VH 1.59±0.04 7.8±0.39 0.06±0.00a 

OVX+E2 1.54±0.04 7.76±0.61 0.15±0.01a,b 

OVX+PHCA1 1.72±0.07a,c 8.37±0.52 0.14±0.02a,b 

OVX+PHCA2 1.74±0.04a,c 9.12±0.34 0.11± 0.01a 

OVX+PHCA 4 1.74±0.03a,c 9.64±0.19a,b,c 0.07 ± 0.01a,c 
aP < 0.05 vs. grupo SHAM 
bP < 0.05 vs. grupo OVX+VH 
cP < 0.05 vs. Grupo OVX+E2 

 

 

5.3 EFECTO SOBRE LA ESTRUCTURA OSEA 

 

5.3.1 Fémur 

 

No se encontró diferencia significativa (p>0.05) a nivel del peso del fémur fresco. 

Sin embargo, al evaluar el porcentaje de ceniza entre los grupos se observa que 

la ovariectomía reduce (p<0.05) el contenido de ceniza del fémur comparada con 

el grupo control SHAM. Al comparar el efecto de los diferentes tratamientos solo 

el grupo al que se le administró 4g.kg-1 de péptidos de colágeno de anchoveta 

muestra una recuperación significativa (p<0.05) a este nivel ( ). 
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Al evaluar el grosor del fémur, midiendo la distancia entre el endostio y el 

periostio, no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre los grupos. 

 

Al analizar la masa ósea del hueso esponjoso encontramos que la deficiencia de 

estrógenos en el grupo no tratado (OVX+VH) redujo en un 45 % la masa ósea al 

compararlo con el control (SHAM), incrementando el área de las cavidades 

intratrabeculares.  

 

En la   y en la   se muestran cortes histológicos del fémur longitudinales y 

transversales respectivamente. Gracias al corte transversal podemos observar el 

efecto de la deficiencia de estrógenos sobre el hueso cortical a través de la 

aparición de cavidades en lo que debería ser hueso compacto.   
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Figura 10 Efecto de los diferentes tratamientos sobre el contenido de ceniza en el 

fémur. 

 

SHAM: control+agua; OVX+VH: ovariectomizadas+agua; OVX+E2: 

Ovariectomizadas tratadas con estradiol; OVX+ PHCA1: ovariectomizadas tratadas 

con 1g.kg-1de colágeno; OVX+ PHCA2: ovariectomizadas tratadas con 2g.kg-1de 

colágeno y OVX+ PHCA4: ovariectomizadas tratadas con 4g.kg-1de colágeno. Datos 

expresados como la media del porcentaje de ceniza ± SEM para cada grupo evaluado. 

N total = 35 
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Figura 11 Efecto de los diferentes tratamientos sobre el porcentaje del área trabecular 

del fémur. 

 

SHAM: control+agua; OVX+VH: ovariectomizadas+agua; OVX+E2: 

Ovariectomizadas tratadas con estradiol; OVX+ PHCA1: ovariectomizadas tratadas 

con 1g.kg-1de colágeno; OVX+ PHCA2: ovariectomizadas tratadas con 2g.kg-1de 

colágeno y OVX+ PHCA4: ovariectomizadas tratadas con 4g.kg-1de colágeno. Datos 

expresados como la media ± SEM del porcentaje del área trabecular media respecto al 

área total para cada grupo evaluado. N total=36. 
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Figura 12 Cortes longitudinales del fémur. 

 

Tinción eosina & hematoxilina. Aumento 2.5x, escala 100μm. SHAM: control+agua; 

OVX+VH: ovariectomizadas+agua; OVX+E2: Ovariectomizadas tratadas con 

estradiol; OVX+ PHCA1: ovariectomizadas tratadas con 1g.kg-1de colágeno; OVX+ 

PHCA2: ovariectomizadas tratadas con 2g.kg-1de colágeno y OVX+ PHCA4: 

ovariectomizadas tratadas con 4g.kg-1de colágeno. 
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Figura 13 Cortes transversales del fémur. 

 

Tinción tricromica de Masson. Aumento 40x, escala 500 μm. Las flechas amarillas 

señalan las regiones donde se perdió masa ósea. SHAM: control+agua; OVX+VH: 

ovariectomizadas+agua; OVX+E2: Ovariectomizadas tratadas con estradiol; OVX+ 

PHCA1: ovariectomizadas tratadas con 1g.kg-1de colágeno; OVX+ PHCA2: 

ovariectomizadas tratadas con 2g.kg-1de colágeno y OVX+ PHCA4: ovariectomizadas 

tratadas con 4g.kg-1de colágeno. 
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5.3.2 Vertebra 

 

Al analizar la masa ósea del hueso esponjoso de la segunda vértebra lumbar 

encontramos que la deficiencia de estrógenos en el grupo no tratado (OVX) redujo en 

un 36% la masa ósea al compararlo con el control (SHAM), incrementando el área de 

las cavidades intratrabeculares ( ). 

 

El suplemento de la dieta con, 2 g.kg-1 y 4g.kg-1 resulto en una recuperación 

estadísticamente significativa de la masa ósea (p<0.05)  ( ). El tratamiento con estradiol 

no logró recuperar la masa ósea de manera significativa(p>0.05). 
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Figura 14 Efecto de los diferentes tratamientos sobre el porcentaje del área trabecular 

de la segunda vértebra lumbar. 

 

SHAM: control+agua; OVX+VH: ovariectomizadas+agua; OVX+E2: 

Ovariectomizadas tratadas con estradiol; OVX+ PHCA1: ovariectomizadas tratadas 

con 1g.kg-1de colágeno; OVX+ PHCA2: ovariectomizadas tratadas con 2g.kg-1de 

colágeno y OVX+ PHCA4: ovariectomizadas tratadas con 4g.kg-1de colágeno. Datos 

expresados como la media ± SEM del porcentaje del área trabecular media respecto al 

área total para cada grupo evaluado. N total=36. 
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Figura 15 Cortes transversales de la segunda vértebra lumbar. 

 

 

 

 

Tinción eosina & hematoxilina. Aumento 10x, escala 100 μm.  Las flechas indican 

la longitud del espacio inter trabecular, donde se ha perdido masa ósea. SHAM: 

control+agua; OVX+VH: ovariectomizadas+agua; OVX+E2: Ovariectomizadas 

tratadas con estradiol; OVX+ PHCA1: ovariectomizadas tratadas con 1g.kg-1de 

colágeno; OVX+ PHCA2: ovariectomizadas tratadas con 2g.kg-1de colágeno y 

OVX+ PHCA4: ovariectomizadas tratadas con 4g.kg-1de colágeno.  
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5.4 ANÁLISIS BIOMECANICO DEL FÉMUR 

 

El ensayo de flexión en tres puntos realizado sobre el fémur derecho de seis animales 

de cada grupo revela que la carga tolerada al ejercer una fuerza de compresión en un 

ángulo de 90° es menor en los fémures de los animales ovarectomizados al compararlos 

con los del grupo control. 

 

La administración de estradiol y péptidos hidrolizados de anchoveta en sus tres dosis 

producen un incremento sobre la carga tolerada por el fémur (p<0.05 para el grupo 

OVX+PHCA1) al compararlas con los resultados obtenidos en el grupo 

ovariectomizado + vehículo (Tabla 8). 

 

El valor de desplazamiento en esta prueba representa la deformación que presenta la 

estructura, en este caso el fémur por acción de la fuerza ejercida sobre él y es 

proporcional a la magnitud de la misma dentro del límite elástico. Para este parámetro 

no se identificó una diferencia significativa entre ninguno de los grupos estudiados. 

 

En base a los resultados de carga y desplazamiento determinados con la prueba de 

flexión en tres puntos y al momento de inercia (I) del hueso calculado en función a los 

valores obtenidos durante la evaluación histomorfométrica del hueso, considerando al 
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fémur como una elipse hueca se cuantificaron el esfuerzo (σ), la deformación (ε) y la 

elasticidad (E). 

Tabla 8. Valores de Carga y Desplazamiento obtenidos luego de la prueba de flexión 

en tres puntos. 

 

Carga (P) Desplazamiento(δ) 

Media ± SEM (N) Media ± SEM (mm) 

Tratamiento 

SHAM 118.68 ± 5.51 0.51 ± 0.01 

OVX+VH 107.99 ± 2.49 0.49 ± 0.03 

OVX+E2 123.47 ± 6.1* 0.49 ± 0.03 

OVX+PHCA1 125.34 ± 4.62* 0.52 ± 0.04 

OVX+PHCA2 112.25 ± 2.88 0.52 ± 0.03 

OVX+PHCA4 111.02 ± 4.12 0.45 ± 0.03 

* P < 0.05 versus OVX+VH 

 

Con respecto al esfuerzo encontramos que la ovariectomía disminuye la resistencia 

interna del fémur frente a una fuerza ejercida sobre él y que la administración diaria de 

péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta a razón de 2 g.kg-1 (OVX+PHCA2) 

incrementa de manera significativa este parámetro (p<0.01) ( ). 

 

El suplemento de la dieta con 2 g.kg-1 de péptidos hidrolizados de colágeno de 

anchoveta al día incrementó significativamente la elasticidad del fémur al compararlo 
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con los resultados obtenidos en el grupo control SHAM, el grupo OVX y las otras dos 

dosis de péptidos de colágeno evaluadas ( ). 

 

Figura 16 Efecto de diferentes tratamientos sobre la resistencia interna del fémur frente 

a una fuerza que actúa sobre él. 

 

SHAM: control+agua; OVX+VH: ovariectomizadas+agua; OVX+E2: 

Ovariectomizadas tratadas con estradiol; OVX+ PHCA1: ovariectomizadas tratadas 

con 1g.kg-1de colágeno; OVX+ PHCA2: ovariectomizadas tratadas con 2g.kg-1de 

colágeno y OVX+ PHCA4: ovariectomizadas tratadas con 4g.kg-1de colágeno. Datos 

expresados como Mega pascales (MPa), equivalentes donde 1MPa equivale a 1 N/mm2. 

Resultados calculados en base a una n de 34 muestras. 
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Figura 17 Efecto de diferentes tratamientos sobre la capacidad del fémur en recuperar 

su forma frente a una fuerza que actúa sobre él 

 

SHAM: control+agua; OVX+VH: ovariectomizadas+agua; OVX+E2: 

Ovariectomizadas tratadas con estradiol; OVX+ PHCA1: ovariectomizadas tratadas 

con 1g.kg-1de colágeno; OVX+ PHCA2: ovariectomizadas tratadas con 2g.kg-1de 

colágeno y OVX+ PHCA4: ovariectomizadas tratadas con 4g.kg-1de colágeno. Datos 

expresados como GigaPascales (GPa) para una n=34  

 

 

 



 

 

60 

 

5.5 MARCADORES BIOQUÍMICOS EN SUERO 

 

Los valores de TNF-α, IL-1β e IL-6 en las muestras fueron menores a los del límite de 

detección de los kits. 

 

El análisis de la concentración de Osteocalcina en suero reveló que la ovariectomía 

aumenta significativamente la presencia de este marcador al compararla con el grupo 

control SHAM (P<0.01) ( ). 

Los análisis realizados a la concentración del telopeptido C terminal del colágeno en 

suero no resultaron concluyentes. 
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Figura 18 Concentración de osteocalcina en suero (ng/ml). 

 

SHAM: control+agua; OVX+VH: ovariectomizadas+agua; OVX+E2: 

Ovariectomizadas tratadas con estradiol; OVX+ PHCA1: ovariectomizadas tratadas 

con 1g.kg-1de colágeno; OVX+ PHCA2: ovariectomizadas tratadas con 2g.kg-1de 

colágeno y OVX+ PHCA4: ovariectomizadas tratadas con 4g.kg-1de colágeno. Datos 

expresados como ng/ml de suero para una n de 36 muestras. 
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6 DISCUSIÓN 

 

Es sabido que los estrógenos poseen diversos efectos biológicos en animales y en 

humanos relacionados en procesos de crecimiento, diferenciación celular y el 

metabolismo de diferentes tejidos objetivos (Compston, 2001). Además de su 

influencia sobre el sistema reproductivo y el metabolismo óseo el estradiol desempeña 

un papel modulador de la ingesta de alimentos. 

 

 La ovariectomía bilateral, reduce significativamente los niveles de estradiol, así mismo 

produce un incremento rápido de la ingesta de alimentos lo cual promueve un rápido 

aumento de peso y del tejido adiposo en ratas hembras (Eckel, 2011). En este estudio, 

todos los grupos de ratas ovariectomizadas a excepción del grupo tratado diariamente 

con una dosis de 1 g.kg-1 de péptido colágeno hidrolizado de anchoveta: PHCA1 

presentaron un incremento en el peso corporal significativamente mayor al del grupo 

control (SHAM) (p>0.05).  Esta diferencia se puede deber a que el suplemento de la 

dieta con proteína de acuerdo a lo reportado por estudios previos (Geraedts et al., 2011; 

Hutchison et al., 2015) estimula la liberación de la hormona colecistoquinina (CCK) 

por las células del duodeno y el péptido similar al glucagón tipo 1 (GLP-1) por las 

células L del intestino; ambas hormonas implicadas en el control de la ingesta de 

alimentos.  Sin embargo, un reciente estudio (Nobile et al., 2016) encontró que este 

efecto anorexigénico ocasionado por el consumo de proteína llega a un “plateau” que 

sería lo que ocurrió en nuestro caso para los grupos tratados con 2 g.kg-1 y 4 g.kg-1 de 
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péptido colágeno hidrolizado de anchoveta, en estos grupos las calorías aportadas por 

las altas dosis de proteína administradas superarían el efecto inhibidor del apetito 

causado por el aumento de las hormonas antes citadas generando un incremento del 

peso corporal aún mayor al observado en el grupo OVX no tratado (OVX+VH). Esto 

explicaría también la hiperplasia renal observada en los grupos que recibieron un 

suplemento proteico. 

 

La osteoporosis es una enfermedad esquelética multifactorial, que se caracteriza por la 

reducción de la masa ósea y la alteración de la micro arquitectura estructural del tejido 

óseo, dando lugar a una pérdida de resistencia mecánica y a un incremento significativo 

del riesgo de fracturas (Anonymous, 2002).  

 

El modelo de ratas ovariectomizadas es el más empleado durante la investigación de la 

osteoporosis por deficiencia de estrógenos, frecuente durante la etapa post-

menopaúsica. La ovariectomía genera un cambio a nivel del metabolismo óseo 

provocando que la tasa de resorción supere la de formación generando pérdida de masa 

ósea. Se ha reportado que se pueden observar diferencias estadísticamente 

significativas a nivel femoral desde el día 30 luego de la operación y el día 60 para el 

caso de la vértebra lumbar (Lelovas et al., 2008). En el presente estudio se evaluaron 

parámetros físicos del hueso después de la ovariectomía y el efecto de los tratamientos 

con estradiol como control positivo y péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta 

en tres diferentes dosis. 

 



 

 

64 

 

En los últimos años se ha observado un creciente interés por la valorización de 

subproductos industriales, siendo la industria pesquera una gran fuente de materias 

primas en este sentido. Las fuentes más abundantes de colágeno son la piel de cerdo, 

cuero bovino y, de cerdo y vacuno huesos, sin embargo, el uso industrial de colágeno 

de origen marino está creciendo en importancia. 

 

La superficie de una escama de pescado es una capa ósea conformada por fibras de 

colágeno tipo I orientadas aleatoriamente y un gran número de cristales de 

hidroxiapatita (Ca10(O4)6(OH)2). Finas capas de las fibras de colágeno se apilan para 

formar una base fibrilar bajo la capa ósea (Okuda et al., 2011).La dirección de las fibras 

en cada capa difiere del resto, proveyendo gracias a esta estructura supramolecular 

jerárquica la gran fuerza mecánica que poseen las escamas. Los peces presentan 

colágeno no solo en sus escamas sino también en la piel, huesos, aletas y cartílago, sin 

embargo, las escamas al no ser consideradas un alimento por su gran contenido de 

minerales son el principal foco de los estudios destinando a emplear colágeno con 

varios propósitos como la producción de alimentos, productos nutracéuticos, 

biomateriales médicos y otros usos industriales promoviendo un uso más efectivo de 

los recursos biológicos marinos.  

 

La anchoveta peruana (Engraulis ringes) es una especie decrecimiento rápido y sus 

hábitos altamente gregarios permiten la formación de enormes y extensos cardúmenes 

en periodos de alta disponibilidad lo cual facilita que sus capturas sean de gran 
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magnitud. En el Pacífico Sudeste su distribución geográfica abarca el litoral peruano y 

chileno(IMARPE, 2007). 

   

Si bien existen reportes de colágeno extraído de diferentes especies marinas, de su 

caracterización y la evaluación de sus propiedades, éste es el primero en describir el 

colágeno de tipo I de anchoveta peruana (Engraulis ringes) y desarrollar y evaluar el 

posible efecto de su consumo sobre la salud.  

 

Los péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta evaluados provienen en su 

totalidad de escamas de anchoveta cuya composición natural consiste en un 56% agua, 

22.5 % ceniza y 18.5% proteína la cual ha sido identificada previamente como colágeno 

tipo I. El producto final luego del proceso de lavado, desmineralización, extracción y 

secado por atomización posee un 93% de proteína, un 5% de humedad y un 2% de 

ceniza. 

 

 El colágeno tipo 1 se caracteriza por su conformación de dos cadenas tipo α y una 

cadena tipo β con un peso molecular promedio de alrededor de 110 kDa, luego del 

proceso de hidrolisis el 90% de los péptidos evaluados tienen un peso molecular menor 

a 10 kDa, diferentes estudios han demostrado que los hidrolizados poseen una mejor 

digestibilidad y mejores características hipo alergénicas que la proteína completa 

(Ballmer-Weber et al., 2016; Jung et al., 2016) aportando, dependiendo de sus 

características, efectos adicionales a los nutricionales como por ejemplo capacidad 

antioxidante (Mendis et al., 2005; Nagai et al., 2006; Phanturat et al., 2010; Senphan 
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& Benjakul, 2014) y antiinflamatoria (Hartog et al., 2013) lo cual resulta importante 

para el tratamiento de enfermedades como la osteoporosis post-menopaúsica(Dou et 

al., 2016; Law et al., 2016). 

 

Luego del colágeno, el segundo componente principal de las escamas de pescado, al 

igual que en el hueso es la hidroxiapatita (Pon-On et al., 2016b) por lo que se podría 

pensar que parte de ese contenido de calcio y fosforo de las escamas estaría pasando al 

hidrolizado y produciendo un efecto positivo sobre el hueso al suplementar la dieta con 

este producto(Pon-On et al., 2016a), sin embargo al analizar el proximal de los péptidos 

hidrolizados de anchoveta encontramos que solo contiene un 1.58% de ceniza y que el 

contenido de calcio aportado por su consumo diario aún para la mayor de la dosis ( 

4g.kg-1 ) no llega a 2 mg por lo que concluimos que cualquier efecto encontrado luego 

de la administración de los péptidos hidrolizados de anchoveta debe ser atribuido a la 

porción proteica de este suplemento. 

 

Con respecto al perfil de aminoácidos, se determinó que los péptidos son ricos en 

glicina (≈26% del contenido proteico total), prolina e hidroxiprolina (≈20% del 

contenido proteico total), el consumo del di péptido Prolina-Hidroxiprolina ha sido 

asociados con la estimulación de la formación de colágeno por los fibroblastos y con 

un incremento en la diferenciación de los osteoblastos regulando la expresión de los 

factores de transcripción Runx2, Osterix, y Collα1 (Kimira et al., 2014).  Del mismo 

modo el di péptido Glicina-Hidroxiprolina también proveniente del hidrolisis del 

colágeno ha demostrado tener un efecto estimulando la diferenciación de fibroblastos 
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in vitro (Shigemura et al., 2011; Sugihara et al., 2012). Estos resultados nos estarían 

dando una luz respecto a la manera en como el consumo de péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta podrían estar ejerciendo su efecto. 

 

En este estudio se evaluó el grosor del fémur como marcador del hueso cortical (hueso 

compacto), midiendo la distancia entre el endostio y el periostio. No se observaron 

diferencias significativas entre ninguno de los grupos (p<0.05), sin embargo, a nivel 

histológico se puede apreciar la aparición de pequeñas cavidades formando lagunas en 

lo que debería ser tejido compacto dado que la principal función del hueso cortical es 

la de soporte. Estos agujeros estarían indicando la perdida de tejido óseo la cual se ve 

reflejada también en el análisis del contenido de ceniza del fémur donde se encuentra 

que la disminución de estrógenos provocada por la ovariectomía reduce 

significativamente el contenido mineral del hueso (p<0.01) y que El suplemento de la 

dieta con una dosis diaria de 4g.kg-1 de péptidos de colágeno de anchoveta provoca una 

recuperación significativa a este nivel. El tratamiento con estradiol, El suplemento de 

la dieta con 1g.kg-1 y 2g.kg-1 de péptidos de colágeno de anchoveta también produjeron 

un incremento del contenido mineral del fémur, aunque en menor medida al 

compararlos con el grupo no tratado (OVX+VH). 

 

Al analizar la masa ósea del hueso esponjoso en una primera instancia a través de la 

cuantificación del porcentaje del área trabecular de la cabeza del fémur encontramos 

que la deficiencia de estrógenos en el grupo no tratado (OVX + VH) redujo en un 45 

% la masa ósea al compararlo con el control (SHAM), incrementando el área de las 



 

 

68 

 

cavidades intra-trabeculares, estos resultados concuerdan con lo reportado en base a 

estudios previos hallados en la bibliografía ((D'Elia et al., 2009) donde se señala que el 

hueso esponjoso o trabecular es más sensible que el cortical frente a cambios 

hormonales debido a que es más activo metabólicamente y participa en el proceso de 

regulación del calcio corporal (D'Elia et al., 2009).Todos los grupos tratados con 

péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta presentaron una recuperación 

significativa (p<0.05) de la masa ósea cuantificada a través de este parámetro, 

superando incluso cuantitativamente los valores observados para el grupo control. 

 

Así mismo, se evaluó la histomorfometria del hueso trabecular a nivel de la segunda 

vértebra lumbar donde encontramos que la deficiencia de estrógenos en el grupo no 

tratado (OVX+VH) redujo en un 36% la masa ósea al compararlo con el control 

(SHAM).  El suplemento de la dieta con 2 g.kg-1 y 4g.kg-1 resulto en una recuperación 

estadísticamente significativa de la masa ósea (p<0.05), superando incluso 

cuantitativamente los valores observados para el grupo control (SHAM). El grupo 

control positivo tratado con estradiol mostro una recuperación, sin embargo, los 

resultados no llegaron a niveles estadísticamente significativos (p>0.05). 

 

El éxito de la ovariectomía se aprecia en la atrofia encontrada en los huesos de los 

animales ovarectomizados y en la pérdida de masa ósea identificada y discutida 

anteriormente. Estos resultados concuerdan con lo señalado en otros reportes donde se 

indica que la deficiencia de estrógenos altera el metabolismo óseo normal 

incrementando la actividad osteoclástica (Li et al., 2011; Weitzmann & Pacifici, 
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2006)y a través de ella la resorción mediada por un incremento de la producción del 

factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) y de la sensibilidad de las células estromales 

frente a la presencia de IL-1β aumentando de esta manera la liberación de citoquinas , 

IL-6, y el factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) entre otros (Tella & 

Gallagher, 2014; Zhao, 2012).  Se ha comprobado también que estos cambios afectan 

la organización de las fibras de colágeno y reducen su diámetro (Wallace et al., 2010) 

lo cual está directamente relacionado con la fuerza necesaria para generar fracturas (X. 

Wang et al., 2002). 

 

Con el fin de evaluar la biomecánica del hueso se realizó un ensayo de flexión en tres 

puntos (Engesaeter et al., 2009; Guede et al., 2013) sobre el fémur derecho de seis 

animales de cada grupo.  Los resultados concuerdan con lo esperado donde la carga 

tolerada al ejercer una fuerza de compresión en un ángulo de 90° es menor en los 

fémures de los animales ovarectomizados no tratados (OVX+VH) (≈108 N) al 

compararlos con los animales del grupo control SHAM (≈119 N). Al considerar la 

forma y el área de la región transversal del hueso evaluado a través del cálculo de del 

segundo momento de inercia considerando la diáfisis del hueso como una elipse hueca 

se estimó el esfuerzo (σ), la deformación (ε) y el módulo de elasticidad o de Young (E) 

el cual representa la rigidez del material, en este caso la diáfisis compuesta 

principalmente por hueso cortical. 

 

El valor de desplazamiento para esta prueba representa la deformación que tolera la 

estructura, en este caso el fémur por acción de la fuerza ejercida sobre él y es 
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proporcional a la magnitud de la misma dentro del límite elástico. No se identificó una 

diferencia significativa entre ninguno de los grupos estudiados probablemente debido 

a que este valor depende de factores intrínsecos de cada individuo analizado por lo que 

para poder comparar la carga y el desplazamiento es necesario estandarizarlos como 

esfuerzo y deformación (Guede et al., 2013). 

 

El esfuerzo es la resistencia interna de un objeto frente a una fuerza que actúa sobre él, 

normalizando la variable “carga tolerada” (Guede et al., 2013)al considerar en su 

fórmula las medidas de la muestra evaluada con el fin de permitir la comparación de 

los diferentes grupos, ya que debemos reconocer que no todos los huesos son iguales y 

sus dimensiones varían no solo de un hueso a otro si no a lo largo de la diáfisis de una 

misma muestra. Al analizar esta variable encontramos que la perdida de estrógenos 

inducida por la ovariectomía bilateral disminuye a cabo de 4 meses la resistencia 

interna del fémur durante la prueba de flexión en tres puntos a la que fue sometido y 

que la administración diaria de péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta durante 

12 semanas a razón de 2 g.kg-1 (OVX+PHCA2) incrementa de manera significativa 

este parámetro (p<0.01) al comparar los resultados con los del grupo no tratado 

(OVX=VH).  Cabe mencionar que el tratamiento tradicional con estradiol a modo de 

terapia hormonal de reemplazo, con 1 g.kg-1   y con 4 g.kg-1   de péptidos hidrolizados 

de colágeno de anchoveta durante 12 semanas también presenta resultados positivos, 

aunque en menor medida. 
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El suplemento de la dieta con 2 g.kg-1 de péptidos hidrolizados de colágeno de 

anchoveta incrementó también significativamente la elasticidad del fémur al 

compararlo con el grupo control SHAM, el grupo OVX + VH, el tratamiento con 

estrógeno (OVX+E2) y las otras dos dosis de péptidos de colágeno evaluadas.  

 

La osteocalcina es una proteína de la matriz ósea secretada por los osteoblastos y 

constituye aproximadamente un 15% de las proteínas no colagénicas del 

hueso(Civitelli et al., 2009). El análisis de la concentración de osteocalcina en suero 

reveló que la ovariectomía aumenta significativamente la presencia de este marcador 

al compararla con el grupo control SHAM (P<0.01). Estos resultados concuerdan con 

lo reportado por Ce y su equipo (Ce et al., 2014) donde se explica esta diferencia en el 

hecho de que la deficiencia de estrógenos ocasionada por la ovariectomía bilateral en 

el caso de este estudio o por la menop    ausia reduce la absorción intestinal de calcio, 

esto disminuye la disponibilidad de calcio en sangre lo que a su vez estimula la 

resorción ósea e incrementa la disponibilidad de osteocalcina circulante (Ce et al., 

2014). Nuestros resultados de ceniza confirmarían esta teoría donde se observa una 

relación inversamente proporcional entre el contenido mineral del fémur y la 

concentración de osteocalcina en suero. 

 

En conjunto todos estos resultados sugerirían en que la administración 2 g.kg-1 de 

péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta incrementa significativamente la masa 

ósea trabecular a través de un aumento de las fibras de colágeno que conforman la 

matriz extracelular ósea. Los resultados del análisis biomecánico confirmarían esta 
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teoría ya que este tratamiento recupero la resistencia del fémur frente a una fuerza 

ejercida directamente sobre él, sino que también incremento su elasticidad.   

 

Con respecto a la administración oral de 1 g.kg-1 y 4 g.kg-1 péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta durante tres meses cabe mencionar que ambas dosis también 

resultaron efectivas para la recuperación del área trabecular tanto a nivel femoral como 

a nivel de la segunda vértebra lumbar mejorando significativamente los resultados 

presentados por el grupo control negativo (OVX+VH) y  por el tratamiento tradicional 

con estradiol (OVX+E2) y que  los parámetros de la evaluación biomecánica también 

reflejaron una tendencia positiva hacia la recuperación de la salud y la resistencia de 

los huesos frente a la flexión.  

 

La bibliografía a través de estudios in vivo (de Almeida Jackix et al., 2010; 

Guillerminet et al., 2012; Nomura et al., 2005), in vitro (Guillerminet et al., 2010; Kim 

et al., 2013; Tsuruoka et al., 2007) y ensayos clínicos  (Kumar et al., 2015; Zdzieblik 

et al., 2015) ha demostrado el efecto positivo del colágeno hidrolizado de diferentes 

orígenes como porcino (Wu et al., 2004), aviar (Watanabe-Kamiyama et al., 2010) , o 

marino producido  de piel de salmón (Xu et al., 2010) o  bacalao (Han et al., 2009) 

sobre el metabolismo óseo. Productos derivados de colágeno como la gelatina o los 

péptidos hidrolizados de colágeno poseen propiedades bioactivas entre las que se 

encuentran la estimulación de la diferenciación de osteoblastos, mejoras en el proceso 

de absorción de calcio intestinal, y capacidades antioxidantes y anti-inflamatorias. Sin 

embargo, quedaba por dilucidar si los péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta 
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compartían estos efectos ya que el grado de hidrolisis y el perfil de aminoácidos de la 

materia prima influencian estas propiedades. 

 

El suplemento oral diario de la dieta durante 12 semanas con péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta ha demostrado para todas las dosis evaluadas poseer efectos 

benéficos sobre la estructura, la histomorfología y la biomecánica ósea en ratas 

sometidas a una ovariectomía bilateral presentando resultados mejores que los 

encontrados en el grupo tratado de manera convencional con una terapia de reemplazo. 

 

 De acuerdo a los resultados mostrados y discutidos en el presente documento a corto 

plazo la mejor dosis resulto ser la administrada al grupo “OVX+PC2” (2 g.kg-1) debido 

a que no solo produjo un incremento significativo del área trabecular a nivel del fémur 

y de la de la segunda vértebra lumbar, sino que también mejoró significativamente las 

características biomecánicas del hueso mostrando una mejor resistencia a las fracturas. 

 

Durante el desarrollo del estudio la alimentación de las ratas fue ad libitum por lo que 

la hiperfagia inducida por la caída de estrógenos en los animales ovariectomizados 

sumada al suplemento de la dieta con proteína en los grupos OVX+PC1, OVX+PC2 y 

OVX+PC3 genero hiperplasia renal por lo que en futuros estudios sería importante 

considerar y controlar este factor. 

 

Estos resultados demuestran el potencial del suplemento oral de la dieta con péptidos 

hidrolizados de colágeno de anchoveta como una alternativa viable para el tratamiento 
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de la osteoporosis generada por deficiencia de estrógenos sin las desventajas atribuidas 

a la aplicación de los tratamientos convencionales. 
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7 CONCLUSIONES 

 

El suplemento oral diario de la dieta durante 12 semanas con péptidos hidrolizados de 

colágeno de anchoveta demostró para todas las dosis evaluadas poseer efectos 

benéficos sobre la estructura, la histomorfología y la biomecánica ósea en ratas 

sometidas a una ovariectomía bilateral. 

 

El suplemento de la dieta con péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta en sus 

tres dosis resulto en genero una recuperación del área trabecular a nivel del fémur y de 

la segunda vértebra lumbar.   

 

El suplemento de la dieta con 2 g.kg-1 de péptidos hidrolizados de colágeno de 

anchoveta incrementó significativamente la elasticidad del fémur al compararlo con el 

grupo control SHAM, el grupo OVX + VH, el tratamiento con estrógeno (OVX+E2) y 

las otras dos dosis de péptidos de colágeno evaluadas.  

 

La pérdida de estrógenos inducida por la ovariectomía bilateral disminuye al cabo de 

4 meses la resistencia interna del fémur durante la prueba de flexión en tres puntos, 

administración diaria de péptidos hidrolizados de colágeno de anchoveta durante 12 

semanas a razón de 2 g.kg-1 (OVX+PHCA2) incrementa de manera significativa este 

parámetro (p<0.01) 
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8 RECOMENDACIONES 

 

Durante el desarrollo del estudio la alimentación de las ratas fue ad libitum por lo que 

la hiperfagia inducida por la caída de estrógenos en los animales ovariectomizados 

sumada al suplemento de la dieta con proteína en los grupos OVX+PC1, OVX+PC2 y 

OVX+PC3 genero hiperplasia renal por lo que en futuros estudios sería importante 

considerar y controlar este factor. 
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