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Resumen
La reparacion tisular cutdnea es una respuesta compleja ante una lesién y consta de 3
fases: inflamacion, proliferacion y remodelacion. El estrégeno, principal hormona
circulante femenina, tienen un gran efecto sobre la reparacidn tisular cutanea, debido a
gue modula la respuesta inflamatoria, acelera la reepitelizacién, inducen la formacion del
tejido granuloso y modifican la protedlisis, por lo cual la falta de estrégenos, que se da en
las mujeres posmenopausicas, se considera responsable de una mala cicatrizacion tisular.
La terapia de reemplazo de hormonas conlleva una serie de efectos indeseables, si bien
los beneficios suelen superar los riesgos, los resultados no son regulares, y el tratamiento

no es recomendable para mujeres mayores a los 60 afos.

Varias investigaciones realizadas en los ultimos afos se han enfocado en la produccidn
de péptidos funcionales de coldgeno para uso oral. Queda determinar si el uso de
péptidos hidrolizados de coldgeno, posee un efecto sobre la reparacién tisular. Por esta
razén, el objetivo de este estudio es determinar el efecto de la administracién oral de
péptidos hidrolizados de colageno de escamas de anchoveta sobre diferentes parametros

de la reparacion tisular en un modelo de ratas hembras ovariectomizadas.

Para este estudio se utilizaron 96 ratas hembras de 12 semanas de edad de la cepa
Holtzman. Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en 8 grupos, 2 SHAM, 2 controles
ovariectomizados y 4 ovariectomizados tratados con estradiol, y 3 diferentes dosis de
péptidos hidrolizados de colageno (OVX+PC1, OVX+PC2, y OVX+PC3). Se realizaron dos
tipos de laceraciones (incision y escisién) para evaluar la cicatrizacién tisular. Se tomaron
fotos los dias 0, 3, 5, 7, 10 y 14 post-laceracion para realizar un andlisis macroscépico;
después de 7 u 14 dias los animales fueron sacrificados y se recolecté la piel del area

dorsal para los andlisis histolégicos y proteicos.

El estudio demostré que la administracién oral de péptidos hidrolizados de coldageno
acelerd la reparacidn tisular en ratas hembras ovariectomizadas, disminuyé la inflamacion,
mejoro la deposicion y organizacidon de fibras de colageno, asi como se dio un aumento de

las mismas ddndole una mayor fuerza al cierre de herida. Por otro lado, se demostré que
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para el tratamiento de incisiones la mejor dosis fue de 4000 mg.kg'1 de péptidos
hidrolizados de coldageno (OVX+PC3) mientras que para el modelo de escisién fueron los
tratamientos con 2000 mg.kg™? y 4000 mg.kg™ de péptidos hidrolizados de colageno
(OVX+PC2 y OVX+PC3). Estos tratamientos fueron incluso mejores que el uso de

estrégeno, mostrando un patrdn de reparacion similar al SHAM.

En conclusion, el uso oral de péptidos hidrolizados de coldgeno resulta ser un tratamiento

beneficioso para la reparacién tisular en un modelo de ovariectomia.



Abstract

Cutaneous wound healing is a complex response to injury and consists of 3 phases:
inflammation, proliferation and remodeling. Estrogens, the main female circulating
hormone, have a great effect on cutaneous tissue repair, because they modulate the
inflammatory response, accelerate re-epithelialization, induce the formation of granular
tissue and modify the proteolysis, so the lack of estrogen, which occurs in
postmenopausal women, is considered responsible for poor tissue healing. Hormone
replacement therapy carries a number of undesirable effects, although the benefits often
outweigh the risks, the results are not regular, and treatment is not recommended for

women over 60.

Several investigations carried out in recent years have focused on the production of
functional collagen peptides for oral use. It remains to be determined whether the use of
hydrolyzed collagen peptides of anchovy has an effect on tissue repair. For this reason,
the aim of this study is to determine the effect of oral administration of hydrolyzed
collagen peptides from anchovy scales on different parameters of tissue repair in a model

of ovariectomized female rats.

For this study 96-week-old female rats of the Holtzman strain were used. Rats were
randomly assigned to 8 groups, 2 SHAMs, 2 ovariectomized controls and 4 ovariectomized
treated with estradiol and 3 different doses of hydrolyzed collagen peptides (OVX+PC1,
OVX+PC2, y OVX+PC3). Two types of lacerations (incision and excision) were performed to
evaluate wound healing. Photographs were taken on days 0, 3, 5, 7, 10 and 14 post-
laceration to perform a macroscopic analysis. After 7 or 14 days the animals were
humanly killed and the skin was collected from the dorsal area for histological and protein

analysis.

The study demonstrated that oral administration of hydrolyzed collagen peptides
accelerated tissue repair in ovariectomized female rats, decreased inflammation,

improved deposition and orientation of collagen fibers, and increased collagen fibers,



giving greater strength to the wound closure. On the other hand, it was demonstrated
that for the treatment of incisions the best dose was 4000 mg.kg-1 of hydrolyzed collagen
peptides (OVX + PC3) whereas for the excision model the treatments with 2000 mg.kg-1
and 4000 mg.kg-1 of Hydrolyzed collagen peptides (OVX + PC2 and OVX+PC3). These
treatments were even better than when estrogen was administrated, showing a healing

pattern similar to the SHAM.

In conclusion, the oral use of hydrolyzed collagen peptides proves to be a beneficial

treatment for wound healing in a model of ovariectomy.



. Introduccion

La reparacion tisular cutdnea es una respuesta compleja ante una lesién y consta de 3
fases: inflamacion, proliferacion y remodelacion (Reinke et al 2012). La primera fase,
inflamacién, es importante ya que se encarga de eliminar los agentes extrafios que
podrian ingresar al organismo durante la lesién (Mukai et al 2014). Asi mismo, esta fase se
produce en paralelo con la hemostasia, la cual es la encargada de generar
vasoconstriccién y formar el tapdn plaquetario para evitar que se siga generando un

sangrado (Atala et al 2010).

La fase proliferativa se encarga de revestir la zona lesionada, a esto también se le conoce
como reepitelizacién (Sinno et al 2013). En esta fase, las células principales son los
gueratinocitos, ya que son considerados como mediador en la sintesis de coldageno,
fibronectina y otras sustancias basicas necesarias para la cicatrizacion (Madden et al 1971)
y por ende, participan en la formacién de la nueva matriz extracelular (MEC) (Barker et al

2011).

La fase final es conocida como la fase de la remodelacion. Esta fase esta caracterizada por
la transicién del tejido granuloso, formado durante la fase proliferativa, a la formacién de
la cicatriz madura. Este tejido granuloso esta caracterizado por una alta densidad de
fibroblastos, granulocitos, macrofagos, capilares y coldageno poco organizado (Gurtner et

al 2008).

Uno de los cambios importantes que se da en la fase de la remodelacién es la del
colageno, en donde el coldgeno tipo 3 (producido en la fase proliferativa) sera sustituido
por el colageno mas fuerte, es decir, el tipo 1 (Reinke et al 2012). El coldgeno es la
principal proteina estructural fibrosa insoluble que se encuentra en la matriz extracelular
de la piel junto con la elastina y el acido hialurdnico (Sibilla et al 2015). Asi mismo, es la
proteina mas abundante en los mamiferos llegando a constituir entre el 25% y el 35%

del contenido proteico animal (Ricard-Blum et al 2011). En el cuerpo humano es el



principal constituyente de muchos tejidos como la piel la cual posee el 74% de esta

proteina

El estrégeno, principal hormona circulante femenina, tiene un gran efecto sobre la
reparacion tisular cutdnea (Thornton et al 2002), debido a que modulan la respuesta
inflamatoria, acelera la reepitelizacién, inducen la formacién del tejido granuloso vy
modifican la protedlisis (Emmerson et al 2012) en las células de la piel, sobre todo en los
queratinocitos. Asi mismo, la ausencia de niveles de estrégenos en mujeres
posmenopausicas estd asociada con una reduccién del grosor de la piel en un 1% por ano

(Brincat et al 1987a).

La menopausia es un proceso natural que se da en las mujeres y esta relacionado con la
pérdida de la funcién ovdrica (Von Mach-Szczypioski et al 2016), en donde la produccién
de estrégenos disminuye significativamente. La falta de estréogeno en las mujeres
posmenopausicas se considera responsable de una serie de eventos relacionadas con el
envejecimiento, incluida la mala cicatrizaciéon de heridas (Archer at al 2012). Ademas,
estos efectos también pueden incluir la aparicién de arrugas, sequedad, atrofia, laxitud y

atrofia vulvar (Hall et al 2005).

Con el fin de solucionar estos problemas, actualmente se proponen diferentes
tratamientos como la administracion de terapia hormonal de reemplazo (HRT, por sus
siglas en inglés) o el uso de moduladores de receptores de estrégenos (SERMs). Sin
embargo, ambas soluciones poseen desventajas (Gennari et al 2010). Los principales
riesgos del tratamiento con HRT son la enfermedad trombo embolica (VTE por sus siglas
en ingles), ataques cardiacos, cancer de mama, cancer endometrial y problemas en la
vesicula biliar. Estas son las razones por la cual diversos estudios, incluyendo la iniciativa
de la salud de la mujer (WHI) y el estudio de millon de mujeres (MWS) han expresado su

preocupacion y controversia sobre el uso del HRT (Beral et al 2003).

Si bien los beneficios suelen superar los riesgos, los resultados no son regulares, y el

tratamiento no es recomendable para mujeres mayores a los 60 afios. Y en el caso que se



presenten sintomas de menopausia prematura o temprana, el limite del tratamiento se
reduce a un maximo de 51 afios (Rossouw et al 2002). Por otro lado, la posible duracién
del tratamiento, que conlleva a su vez al incremento del nivel de los riesgos previamente
mencionados, hace que el uso del HRT no sea la solucién mas efectiva a largo plazo, lo que

hace necesario la blisqueda de mejores alternativas.

En los ultimos afios se ha investigado la produccién de péptidos funcionales de coldgeno
mediante hidrolisis enzimatica, enfocandose en su consumo oral, los cuales han
demostrado una excelente absorcion y metabolismo de esta proteina. Asi mismo,
presentan propiedades antiinflamatorias (Zhang et al 2007), actividad protectora de la
piel, contra el dafio causado por la radiacion ultravioleta (Hou et al 2009), actividad
antimicrobiana (Gémez-Guillen et al 2010), capacidad antioxidante (Lin et al 2012),
capacidad antitumoral (Liang et al 2010) y capacidad de estimular la cicatrizaciéon de
heridas y la angiogénesis (Zhang et al., 2011a; Zhang et al, 2011b). Ante esta situacion se
propone el uso de péptidos de colageno de escamas de Anchoveta como una alternativa
viable para el tratamiento de la reparacion tisular cutdanea en ratas hembra

ovariectomizadas.

II. Marco tedrico

Piel

La piel es el sistema de 6rganos mas grande del cuerpo. Es la barrera principal que no solo

nos protege del entorno sino también desempefia un papel fundamental en la proteccién

contra las fuerzas mecanicas y las infecciones, desequilibrio de liquidos, y la desregulacion

térmica (Sorg et al 2007). Asi mismo, la piel es un tejido heterogéneo que posee otra

importante funcién, ser un érgano endocrino (Thornton et al 2002).
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La piel se compone de tres capas superpuestas: (1) la capa superficial conocida como
epidermis, la cual funciona como una barrera al medio externo, (2) la capa mas densa,
conocida como dermis, la cual se compone de tejido conectivo y ademas proporciona a la
piel sus propiedades mecanicas y por ultimo, (3) la hipodermis, la cual estd formada por

tejido adiposo.

La epidermis estd formada por células denominadas queratinocitos, debido a la capacidad
de estas células de sintetizar queratina, por lo cual la epidermis tendrd un epitelio
gueratinizado estratificado el cual se intercala con foliculos pilosos y glandulas sebaceas y
sudoriparas (Martin et al 1997, Watt et al 2011). Seguidamente viene la dermis, la cual
posee dos subdivisiones: dermis papilar superior y dermis reticular inferior, las cuales se
distinguen dependiendo de la densidad de sus fibras de coldgeno. Esta capa estd ademas
compuesta por fibroblastos, macrdfagos, linfocitos, células plasmaticas, eosindfilos vy
monocitos. Los fibroblastos seran los encargados de sintetizar y liberar precursores de
colageno, elastina y proteoglicanos para construir la matriz extracelular. Por ultimo, la
hipodermis o también conocida como tejido subcutaneo, estd formado de tejido
conectivo laxo y es donde los lipocitos sintetizan y almacenan grasa (Watt et al 2011; Xue

et al 2015).

Cuando se genera un dafio a nivel de este drgano se iniciara un proceso llamado
reparacion tisular, en el cual, se restauraran la barrera y las propiedades mecanicas de la
piel mediante las acciones de numerosos tipos celulares que experimentaran

proliferacién, diferenciacion, migracion y apoptosis para reconstruir el tejido dafiado.

Reparacion tisular

La reparacion tisular es una respuesta compleja ante una lesidon y esta cuidadosamente
regulada a nivel temporal y espacial (Mukai et al 2014). El modelo clasico de reparacion

tisular estd dado en tres etapas principales: inflamacion, proliferacién y remodelacion.
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(Mukai et al 2014, Atala. et al 2010, Reinke et al 2012, Zhou et al 2016). La desregulacién
de cualquiera de estas fases da como resultado una alteracion en la cicatrizacion,
teniendo como resultado la aparicién de Ulceras crénicas no-cicatrizantes, acumulacion de

tejido fibrotico excesivo, o el desarrollo de queloides (Mustoe et al 2006).

La fase inflamatoria es de esencial importancia, ya que se produce en paralelo con la
hemostasia (Atala et al 2010) y se describe como la etapa temprana de cicatrizacién
(Reinke et al 2012). La hemostasia se caracteriza por realizar vasoconstriccion y
coagulacién (Tsourdi et al 2013). La fase inflamatoria es considerada un periodo critico en
la reparacion tisular cutdnea, ya que es esencial para eliminar bacterias y crear un entorno
propicio para las siguientes fases (Mukai et al 2014). Asi mismo, implica la activacién del
sistema inmune innato, de los neutréfilos y macrdfagos los cuales migrardn rapidamente

a la piel lesionada (Eming et al 2014).

Esta primera fase tarda hasta 7 dias y es mediada a través de los leucocitos, especialmente
por los neutrdfilos, que transmigran junto con una creciente gradiente de quimioquinas
hasta su llegada al sitio de la lesién (Sinno et al 2013). Uno de los factores claves en la
transicion de la fase de inflamacién a la fase de proliferacién es la aparicién de los
macrofagos (Sindrilaru et al 2013); estos se forman a partir de monocitos estimulados por
fragmentos de proteina de la matriz extracelular, factor de crecimiento B transformante
(TGF-B) y proteina quimio-atrayente de monocitos (Leibovich et al 1975). Los macréfagos
realizan fagocitosis directa de bacterias y materiales extrafos; sin embargo, también
secretan numerosas enzimas y citoquinas, colagenasas que limpian la herida, interleucinas
y factor de necrosis tumoral (TNF) que estimulan fibroblastos y promueven la
angiogénesis, asi como también el TGF que estimula los queratinocitos (Brown et al 1999).
Los macréfagos también segregan el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que inician la formacién de tejido de
granulacion y por lo tanto inician la transicion a la fase proliferativa y la regeneracién de

los tejidos (Clark et al 1996).
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La prolongacién de la fase inflamatoria es perjudicial y puede dar lugar a la diferenciacién
y activacién desregulada de los queratinocitos, lo que impide el progreso a través de las
etapas normales de cicatrizacion de heridas (Mustoe et al 2006). Por otro lado, la
inflamacién severa también se ha asociado con un exceso de tejido fibréotico dando como

resultado fibrosis (Xue et al 2015).

Una vez que la inflamacion empieza a disminuir, la fase proliferativa se convierte en el
enfoque principal con la finalidad de desarrollar la nueva matriz extracelular en la zona
lesionada. A esto se le conoce como re-epitelizaciéon. La fase proliferativa dura
aproximadamente de 3 a 10 dias y tiene como objetivo restaurar la red vascular, también
conocida como angiogénesis, generar el tejido granuloso, y depositar el colageno (Sinno et

al 2013, Hunt et al 2000).

La reepitelizacion requiere de la migracién y proliferaciéon de los queratinocitos que se
encuentran en los extremos de la laceracidn, sobre la superficie no dafiada, con el objetivo
de restaurar la estructura y funcién de la zona afectada. Los queratinocitos comienzan a
proliferar aproximadamente 3 dias después de la lesidon (Jacinto et al 2001). La
reepitelizaciéon puede ser estimulada por una variedad de senales relacionadas con la
herida, por ejemplo, 6xido nitrico, que es principalmente sintetizado por los macréfagos
(Witte et al 2002). Por otro lado, durante la fase proliferativa, es también necesario
restablecer la red de vasos sanguineos, ya que tanto los nutrientes como el oxigeno son
necesarios durante la reparacién tisular. Este proceso de formacion de nuevos vasos
sanguineos es conocido como angiogénesis, y estd iniciado por factores de crecimiento
tales como el VEGF, (PDGF), factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) o la Serina
proteasa trombina en las heridas, que activan las células endoteliales de los vasos

existentes (Li et al 2013).

Los vasos sanguineos recién formados facilitan el ingreso de macrofagos y fibroblastos a la

zona de laceracion (Sinno et al 2013). Estos macréfagos seguiran suministrando factores
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de crecimiento los cuales estimulardn la angiogénesis y la formacidn de la cicatriz. A pesar
de la importante participacion de los queratinocitos y macréfagos durante la fase
proliferativa, para que se realice la formacion de la nueva matriz extracelular (MEC) se
requiere de la presencia de otro grupo celular denominado fibroblastos. Los fibroblastos
migran y se proliferan para formar el tejido granuloso, el cual estd caracterizado por
contener una alta densidad de fibroblastos, granulocitos, macréfagos, capilares y colageno
tipo 3 (Gurtner et al 2008). Ademas, los fibroblastos participan en la sintesis de colageno
tipo 3, fibronectina y otras sustancias bdsicas necesarias para la cicatrizacion (Madden et
al 1971). De esta manera, los fibroblastos representan la base para la nueva matriz del
tejido conectivo, el cual permitird un adecuado cierre de la herida y la restauracion de la

fuerza mecanica (Barker et al 2011).

La formaciéon de la MEC representa un paso importante ya que proporciona una
estructura para la adhesién celular, asi como también regula y organiza el crecimiento,
movimiento y la diferenciacién de las células que se encuentra en su interior (Barker et al
2011, Eckes et al 2010). Al final de la fase proliferativa, el nimero de fibroblastos maduros
comenzara a disminuir conforme estos se vayan diferenciando a miofibroblastos (Madden

et al 1971, Hinz et al 2007).

La tercera y Ultima fase de la reparacién tisular es conocida como la fase de la
remodelacidén. Esta fase estd caracterizada por la transicion del tejido granuloso a la
formacién del tejido cicatrizante. Durante la maduracion de la herida los componentes de
la MEC sufren ciertos cambios. Uno de estos cambios es que el colageno tipo 3 (producido
en la fase proliferativa) sera sustituido por el coldgeno mas fuerte, el tipo 1 (Reinke et al
2012). Este tipo de coldgeno tiene orientacidon paralela por lo cual serd diferente al
colageno que esta como entretejido en una dermis sana (Gurtner et al 2000). Otro cambio
es ocasionado por los miofibroblastos, los cuales causan contracciones en la herida gracias
a sus multiples adhesiones al colageno, lo que permite disminuir la superficie de la herida

en desarrollo (Sorg et al 2007). Esta ultima fase de la reparacién tisular es un trabajo
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continuo y dinamico llevado a cabo por diferentes y numerosos factores de crecimiento,
asi como las diversas células que han participado en las tres fases de la reparacién tisular

con el fin de proporcionar una remodelacién continua y eficiente.

La reparacion tisular cutdnea requiere de efectos coordinados de varios tipos de células,
incluyendo queratinocitos (Hopkinson et al 2014), fibroblastos (Wojtowicz et al 2014),
células inmunitarias, y fibroblastos. Una alteracidn en cualquiera de las fases de la
reparacién conduce a la formacién de heridas no-cicatrizantes y/o a la formacion de
excesivo tejido fibrético, lo cual puede conllevar a la formacién de queloides o cicatrices
hipertrdéficas. Es por ello que se requiere de un control de las tres fases para permitir una
rapida regeneracion de la piel dafiada y de esta manera restaurar la estructura y funcién

de la piel (Landen et al 2016).

Estrégenos y su efecto en la reparacion tisular cutdnea

Los estrégenos son esteroides C-18 caracterizados por la presencia de un anillo
aromatizado, un grupo hidroxilo fenélico en C-3, y por un grupo hidroxilo (estradiol) o un
grupo cetona (estrona) en C-17 (Carr et al 1998). Son hormonas biolégicamente activas
gue se derivan del colesterol y son liberados por la corteza suprarrenal, los testiculos, el
ovario y la placenta, tanto en humanos como en animales (Tresguerres, 1999). Los
estrégenos destacan por su importancia tanto en ciclos menstruales como en ciclos
estrales, por lo cual se consideran como hormonas sexuales femeninas primarias

(Farzaneh et al 2016).

Para poder ejercer sus efectos biolégicos, esta hormona se difunde facilmente a través de
la membrana celular y, dentro de la célula, se une y activa a los receptores de estrégenos
(ER) (Farzaneh et al 2016). Existen 2 receptores de estrégenos: ERa y ERB, miembros de la

superfamilia de los receptores nucleares de los factores de transcripcion (Jia et al 2015).
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Los estrogenos tales como el estradiol, la estrona y el estriol son hormonas
predominantemente femeninas, las cuales son importantes para mantener la salud de los
tejidos reproductores, glandulas mamarias, la piel y el cerebro (Ying et al 2002). Ademds,
son importantes para el funcionamiento de muchas estructuras en la epidermis y la
dermis incluyendo la vasculatura, los foliculos pilosos, las glandulas sebaceas, glandulas
ecrinas y melanocitos (Thornton et al 2002). Por otro lado, juegan un rol importante en
promover el proceso de reparacion tisular modulando la respuesta inflamatoria,
acelerando la re-epitelizacidn, induciendo la formacién del tejido granuloso y modificando
la protedlisis (Zhou et al 2016). Los estrégenos estan asociados a la sintesis de colageno,
aumentando el grosor de la piel y el contenido de agua dérmica (por medio de la
produccién del acido hialurdénico), por lo que se asocia estos efectos con su rol en la

cicatrizacion de heridas (Shah et al 2001).

Deficiencia de estrégenos en la reparacion tisular

La caida de los niveles de estréogeno en las mujeres durante la etapa post-menopadusica
trae consigo una serie de cambios y problemas tanto psicolégicos como fisiolégicos. Uno
de estos cambios se produce a nivel de la piel. La privacién de estrégenos en las mujeres
posmenopausicas se considera responsable de una serie de problemas relacionadas con el
envejecimiento, afectando también la cicatrizacion de heridas (Vlasta Perzelova et al
2016). La deficiencia de estrégeno trae como consecuencia una disminucién en la sintesis
del coladgeno lo cual conduce a una atrofia de la piel (Brincat et al 1987b), reduccién de la
elasticidad (Sumino et al 2004) y la reduccién del contenido de agua lo que causa un
aumento de la sequedad de la piel (Shah et al 2001, Bouloc et al 2017). Asi mismo,
también se ha demostrado que la cicatrizacion de heridas se reduce, debido a que la falta
de estrégenos induce a un aumento de las células inflamatorias (Millington et al 2006,

Videira et al 2003).
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Colageno

El colageno es la principal proteina estructural fibrosa insoluble que se encuentra en la
matriz extracelular de la piel junto con la elastina y el acido hialurdnico (Sibilla et al 2015).
Ademas, el colageno se encuentra en diferentes tejidos conectivos presentes en los
animales, principalmente en tejidos fibrosos como tendones y ligamentos, cérnea,
cartilago, huesos, vasos sanguineos, en el intestino y en los discos vertebrales (Sibilla et al
2015, Sandhu et al 2012). Esta proteina constituye la mayor parte del soporte estructural

del cuerpo y es la principal proteina del tejido conectivo (Deshmukh et al 2016).

La familia del colageno estd formada por 28 proteinas diferentes (Heino et al 2007), que
representan entre el 25% y el 35% de la masa total de proteinas de los mamiferos y
desempeiian un papel central en la estructura de varios tejidos, como la piel y los huesos

dando rigidez e integridad (Ricard-Blum et al 2011).

Basandose en su estructura y organizacion tridimensional, la familia de proteinas de
colageno puede agruparse en colagenos formadores de fibrillas, colagenos asociados a
fibrillas (FACIT), coldgenos formadores de red, fibrillas de anclaje, colagenos
transmembrana (MACIT) y coldgenos de membrana basal (Kadler et al 1996, Gelse et al
2003). Una fibrilla de coldgeno esta formada de multiples triple-hélice, y multiples fibrillas
se unen para formar una fibra de coldgeno (Fig. 1.1). Generalmente las fibrillas de
colageno estdn hechas de diferentes tipos de coldgeno: coldgeno | y lll en la piel; Colageno
Il 'y lll en cartilago (Richard- Blum et al 2011). La diversidad de la familia del coldageno
(colageno |, Il, 1ll) estd determinada principalmente por la existencia de varias cadenas a

con diferentes numeros de aminoacidos.
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Figura 1.1 Estructura de las fibras de colageno (Sibilla et al 2015)

El colageno es sintetizado principalmente por las células mesenquimales y sus derivados,
tales como fibroblastos, condrocitos, osteoblastos, odontoblastos y cementoblastos vy
otras células tales como células epiteliales, células endoteliales, células musculares vy
células de Schwann (Nanci 2008). El coldgeno es producido principalmente por
fibroblastos en los tejidos conectivos (Wojtowicz et al 2014). Los diferentes tipos de
colageno vy las estructuras que forman tienen el propdsito de ayudar a los tejidos a resistir
el estiramiento. Los estimulos fisicos estan directamente relacionados con las
interacciones entre el colageno y los fibroblastos, dando lugar a la activacién de

fibroblastos para producir coldgeno (Sibilla et al 2015).
Colageno Hidrolizado

El colageno hidrolizado se compone de péptidos pequefios de bajo peso molecular (0,3 - 8
kDa), producidos a partir de coldgeno nativo que se encuentra en los huesos, la piel y el
tejido conectivo de los mamiferos. Al tener bajo peso molecular, el coldgeno hidrolizado
es facilmente digerible, absorbido y distribuido en el cuerpo humano. Cuando se
administra por via oral, el coldgeno hidrolizado llega al intestino delgado donde se

absorbe en el torrente sanguineo, tanto en forma de pequefios péptidos de colageno
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como en forma de aminodcidos libres. A través de la red de vasos sanguineos, estos
péptidos de colageno y aminoacidos libres se distribuyen por todo el cuerpo humano, en
particular en la dermis, donde se ha demostrado que pueden permanecer hasta 14 dias

(Naylor et al 2011).

En la dermis, el coldgeno hidrolizado tiene un mecanismo de doble accién: primero, los
aminodacidos libres proporcionan bloques de construccion para la formacion de fibras de
colageno y elastina; segundo, los oligopéptidos de coldgeno actian como ligando, los
cuales se unen a los receptores presentes en la membrana de los fibroblastos y estimulan

la produccién de nuevo colageno, elastina y acido hialurdnico (Sibilla et al 2015).

El colageno hidrolizado estd enriquecido en aminodcidos especificos: glicina, prolina e
hidroxiprolina. Cada aminoacido tiene una funcién particular. Por ejemplo, hidroxiprolina
se absorbe tanto en aminoacidos (forma libre) como en forma peptidica. Pro-
Hidroxiprolina o poli-hidroxiprolina es el principal péptido encontrado en el plasma
humano después de la ingestién oral de cualquier coldgeno hidrolizado (Watanabe-

Kamiyama et al 2010).

Gracias a su rapida absorcién y su accién directa en la dermis, este puede ser utilizado

como un tratamiento eficiente para la reparacidn tisular.

Pregunta de Investigacion

Los estrégenos son importantes para el funcionamiento de muchas estructuras en la
epidermis y la dermis incluyendo la vasculatura, los foliculos pilosos, las glandulas
sebdceas, glandulas ecrinas y melanocitos (Thornton et al 2002). Al tener una deficiencia

de estrégenos, esto generara cambios a nivel de la piel, disminuyendo su humedad,
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elasticidad y grosor (Brincat M, 2004) asi como incrementando el tiempo de cicatrizaciéon

de las heridas.

Con el fin de solucionar estos problemas, actualmente se proponen diferentes
tratamientos como la administracion de una terapia hormonal de reemplazo o, mas
recientemente, el uso de moduladores de los receptores de estrégenos (SERMs). Sin
embargo, ambas soluciones poseen desventajas. Los principales riesgos del tratamiento
con terapia de reemplazo hormonal son la enfermedad tromboembdlica (VTE por sus
siglas en ingles), ataques cardiacos, cdncer de mama, cdncer endometrial y problemas en
la vesicula biliar (Beral et al 2003). Ademads el uso de terapia de reemplazo hormonal
(HRT) en la cicatrizacién de heridas es complejo. Estudios con HRT en poblaciones con
deficiencia de estréogeno sugieren que el contenido de humedad, el grosor, el
envejecimiento propiedades y curacién de heridas puede mejorar, sin embargo, gran
parte de la evidencia es polémica. A la luz de los datos recientes sobre el uso de HRT, su

uso debe ser cuidadosamente evaluado por los médicos y sus pacientes (Hall et al 2005).

Frente a esta situacién se propone el tratamiento oral de péptidos de coldgeno
hidrolizado de escamas de anchoveta, ya que representaria una alternativa viable para el

tratamiento de la reparacidn tisular sin las desventajas generadas por los medicamentos.

Justificacion

Se ha demostrado en numerosos estudios que el coldgeno de mamiferos ha sido
ampliamente utilizado para la cicatrizacién de heridas de la piel. Sin embargo, el colageno
de mamiferos todavia presenta un riesgo de transmitir enfermedades animales, como la
encefalopatia espongiforme bovina y la fiebre aftosa (Matsumoto et al 2011). Ademas, la
aplicacion de coldgeno de mamiferos esta restringida por razones religiosas (Duan et al

209).

Recientemente, el coldgeno marino ha atraido gradualmente la atenciéon debido a su
abundancia y bajo costo. En el 2008 se utilizé el colageno de las escamas de pescado
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(Lates calcarifer) y se demostré que tenian suficiente resistencia a la traccion (2
MegaPascales(MPa)) para su uso como material en la reparacién tisular (Sankar et al
2008). Ademas, el colageno de los peces compuesto con elastina o extractos de plantas
mostré una buena biocompatibilidad con células de la piel (Muthukumar et al 2013,

Muthukumar et al 2014).

La anchoveta es un recurso extensamente explotado en nuestro pais; solamente entre los
meses de mayo y junio del aflo 2011 se pescaron mas de 2,6 millones de toneladas (fuente
IMARPE). El incremento de la produccién de harina de pescado para la produccion de
nutracéuticos, tales como los péptidos de coldgeno, beneficiaria considerablemente a la

poblacion.

Los péptidos hidrolizados de colageno deberian constituir un tratamiento inocuo y eficaz
para revertir los efectos generados sobre la reparacion tisular ante una deficiencia de
estrégenos en el periodo de la post-menopausia. Es por ello que el desarrollo de péptidos
de coldgeno a partir de escamas de anchoveta, a través de la empresa TASA (Tecnoldgica
de alimentos S.A), tiene la finalidad de elaborar un producto que cumpla con las
caracteristicas quimicas y funcionales requeridas por el mercado permitiendo a su vez que
la poblacidn se beneficie de una manera directa de la explotacidn de este recurso natural

rescatando un recurso actualmente desaprovechado y dandole un valor agregado.

lll. Hipotesis

El suplemento de la dieta con dosis diarias de 1g/kg, 2g/kg, 4g/kg de péptidos hidrolizados
de coldgeno de escamas de anchoveta revierte los efectos generados sobre la reparacion

tisular ante una deficiencia de estrégenos inducida por ovariectomia en ratas hembra.
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IV. Objetivo general:

Determinar el efecto de la administracién oral de péptidos hidrolizados de colageno de
escamas de anchoveta sobre diferentes pardmetros de la reparacién tisular en un modelo

de ratas hembras ovariectomizadas.

Objetivos especificos

° Determinar el efecto dosis-respuesta de la administracion oral de péptidos
hidrolizado de coldgeno de escamas de anchoveta sobre la reparacion tisular cutdnea en
ratas hembra intactas y ovariectomizadas que recibieron los diferentes tratamientos
orales administrados (vehiculo, estradiol, dosis 1 de péptido de coldgeno, dosis 2 de
péptido de colageno y dosis 3 de péptido de coldgeno).

° Comparar el efecto de la administracién oral de las 3 dosis de péptidos de
colageno de anchoveta sobre la tasa de cierre de heridas en ratas hembras
ovariectomizadas.

° Comparar el efecto de la administracidon oral de las 3 dosis de péptidos de
colageno de anchoveta sobre el grosor de herida en ratas hembras ovariectomizadas.

° Comparar el efecto de administracién oral de las 3 dosis de péptidos de colageno
de anchoveta sobre la hiperplasia epidérmica en ratas hembras ovariectomizadas

° Comparar el efecto de administracién oral de las 3 dosis de péptidos de colageno
de anchoveta sobre el patrén inflamatorio, a través de conteo de neutréfilos vy
macrofagos, en ratas hembras ovariectomizadas.

° Determinar la orientacién de las fibras de coldgeno en la zona lacerada de ratas
hembras intactas y ovariectomizadas que recibieron los diferentes tratamientos orales

administrados.
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° Determinar los niveles de hidroxiprolina en la zona lacerada de ratas hembras

intactas y ovariectomizadas que recibieron

administrados.

V. Materiales y métodos

5.1 Animales

diferentes tratamientos orales

Los animales fueron obtenidos del bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Se utilizaron 96 ratas hembra de la cepa Holtzman de 12 semanas de edad con un peso de

250 gr a 300 gr aproximadamente. Se dividieron aleatoriamente en 8 grupos de los cuales

se subdividieron en 16 subgrupos con 6 animales en cada subgrupo de acuerdo a la

siguiente tabla:

Tratamiento ; .,
Grupo de evaluacién Dia de evaluacion
administrado
Dia 7 (n=6)
Agua
1 Sham — control no lacerado
(vehiculo) Dia 14 (n=6)
Dia 7 (n=6)
Sham — laceracion dorsal Agua
2
(SHAM + VH) (vehiculo) Dia 14 (n=6)
Dia 7 (n=6)
Agua
3 OVX - control no lacerado
(vehiculo) Dia 14 (n=6)
4 OVX — laceracién dorsal Agua Dia 7 (n=6)
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(OVX + VH) (vehiculo) Dia 14 (n=6)
Dia 7 (n=6)
OVX - laceracion dorsal Estradiol (control
5
(OVX + E2) positivo) Dia 14 (n=6)
Dosis 1 de Dia 7 (n=6)
OVX - laceracion dorsal
6 péptido de
(OVX + PC1) Dia 14 (n=6)
colageno (PC1)
Dosis 2 de Dia 7 (n=6)
OVX - laceracion dorsal
7 péptido de
(OVX + PC2) Dia 14 (n=6)
colageno (PC2)
Dosis 3 de Dia 7 (n=6)
OVX - laceracion dorsal
8 péptido de
(OVX + PC3) Dia 14 (n=6)
colageno (PC3)

Antes de iniciar el protocolo experimental, los animales fueron aclimatados durante 7 dias

bajo las mismas condiciones de humedad y temperatura. Se respetd el ciclo de 12 horas

luz/oscuridad. Los animales tuvieron acceso a alimentacion balanceada y agua ad libitum.

Las jaulas utilizadas tuvieron una dimensiéon de 45 cm de largo x 20cm alto x 23 cm ancho.

Consideraciones éticas

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

administrativas para la investigacion, y los principios éticos de la experimentacién animal

del International Council for Laboratory Animal Science 1985 (ICLAS).

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

Cayetano Heredia (Codigo SIDISI: 100296).
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5.2 Ovariectomia

Para inducir la deficiencia de estrégenos, los animales fueron ovariectomizados a las 13
semanas de edad. Para la cirugia se anestesid a los animales con pentobarbital sédico (35
mg/Kg) diluido en 0.5 ml de agua destilada y se procedié a depilar un drea de 10 cm” en la
zona dorsal, la cual luego fue desinfectada con alcohol iodado y agua destilada. Una vez
comprobado el efecto de la anestesia, se realizdé una incisién dorsal, se expusieron los
ovarios a la cavidad abdominal, y se ligd la parte superior del oviducto para extraer los
ovarios. En el caso del grupo sham, los ovarios fueron expuestos a la cavidad abdominal y
luego fueron regresados a su posicidon original sin ser extirpados, con la finalidad de

someter al animal al mismo nivel de estrés que el resto y evitar variables confusoras.

Para mantener la hemostasis, se ligd la parte superior del oviducto con seda negra
(TAGUM, TAGUMEDICA S.A). Las capas de musculo y piel fueron suturadas con seda
negra. Las suturas se trataron con el antibiético Multimycin® en crema (Farmindustria
S.A.) que contiene neomicina, polimixina B y bacitracina, hasta que terminen de cicatrizar.

Las laceraciones fueron monitoreadas para evitar infecciones.

El tiempo de recuperacién post — ovariectomia fue de 4 semanas. Este tiempo permite
qgue los animales se recuperen y que los niveles basales de estréogeno disminuyan de

forma eficiente.

5.3 Realizacidn de laceraciones cutaneas

Después de 4 semanas de recuperacidon post-ovariectomia, los animales (17 semanas de
edad) fueron anestesiados por medio de una inyeccidn intraperitoneal con pentobarbital

sddico (Halatal, 35 mg /Kg) diluido en 0.5 mL de agua destilada. Una vez anestesiados, se

procedio a depilar la zona dorsal de las ratas y luego se delimitd el sitio donde fue
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realizada la laceracidn. El area quirurgica fue desinfectada con etanol 70% v/v (Et OH).

Cada animal recibio 4 laceraciones, 2 incisiones y 2 escisiones.

5.3.1 Incisiéon
Dos incisiones lineales de 1.5 cm de largo fueron realizadas a través de la piel hasta

el paniculo carnoso, en cada dorso del animal (Figura 5.3.1). Las laceraciones

fueron dejadas a cicatrizar mediante intencion secundaria.

Figura 5.3.1: Modelo de incisiéon

5.3.2 Escision

Dos secciones circulares de piel (1cm de didametro) fueron extirpadas al nivel del
paniculo carnoso, uno en cada dorso del animal (figura 5.3.2). Las laceraciones

fueron dejadas a cicatrizar mediante intencidn secundaria sin .
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Figura 5.3.2: Modelo escisién

Los animales fueron regresados a sus jaulas y examinados hasta que se

recuperaron de la anestesia. Las laceraciones fueron monitoreadas diariamente.

5.4 Tratamientos
5.4.1 Péptidos de colageno de anchoveta

Como materia prima se empleé escamas de anchoveta, las cuales fueron

recolectadas y lavadas repetidamente luego de lo cual fueron hidrolizadas

empleando una enzima endopéptidasa comercial durante 1 hora.

El hidrolizado resultante fue inactivado, filtrado, centrifugado, esterilizado, secado

y conservado en bolsas selladas al vacio.
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Las dosis administradas fueron calculadas en base al factor de correccion () para

cada especie, el cual considera el drea superficial del cuerpo y su peso promedio.

La dosis animal equivalente fue calculada empleando la siguiente formula:

Doénde:
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 entre 0.08 y 0.27 kg (Nair &

Jacob, 2016)

Aplicando la féormula obtenemos como resultado una dosis animal equivalente

diaria de 1027 mg. kg'l. En funcidén a este resultado y a estudios previos realizados

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

corresponden a 1000 mg. kg'l, 2000 mg. kg'1 y 4000 mg. kg'l.

5.4.2 Estradiol

La dosis se tomd en funcidon a estudios previos con resultados dptimos en los

mismos parametros con Progynova® 1mg (valerato de estradiol) (Bayer Schering

Pharma S.A.). La dosis diaria de Estradiol fue de 0.04 mg/kg.
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5.5.2 Administracion de tratamientos

Los tratamientos fueron administrados de manera oral mediante una sonda
orogastrica (2 milimetros), una vez al dia, durante 7 y 14 dias (dependiendo del

grupo), comenzando a partir de la generacion de la laceracién.
5.6 Evaluacién macroscopica
Las imagenes digitales de cada herida de piel dorsal fueron obtenidas utilizando una
distancia focal, apertura y tiempo de exposicién estandarizada, usando una cdmara Nikon
D5000, inmediatamente después de realizar la incision inicial y alos dias 3,5, 7,9, 11, 13 y
14 post-lesion.

5.6.1 Medicion macroscépica de incisiones

El area de las incisiones fue medida dentro de los margenes de la herida y el area

de pixeles fue calculado utilizando Adobe Photoshop CS6 (Figura. 5.6.1).

Se calculé el porcentaje de cierre de herida (%) con la siguiente férmula:

Area=pixe|es/reso|ucic’m2

Dénde:
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ADO: Area de la herida al dia 0
AD3,5,7,9, 11, 13,14: Area de la herida en dia 3, dia 5, dia 7, dia 9, dia 11, dia 13 o

dia 14

Figura 5.6.1 Medicion de drea de incisiones utilizando el programa Adobe

Photoshop CS6
5.6.2 Medicion macroscdpica de escisiones
El area de las escisiones fue medida dentro de los margenes de la herida y el area
de pixeles fue calculado utilizando Adobe Photoshop CS6. (Figura. 5.6.2)

Se calculé el porcentaje de cierre de herida (%) con la siguiente férmula:

Area=pixe|es/reso|ucién2
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Dénde:

ADO: Area de la herida al dia 0

AD3,5,7,9, 11, 13,14: Area de la herida en dia 3, dia 5, dia 7, dia 9, dia 11, dia 13 o
dia 14

File Edit Image Layer Type Select Filter 3D View Window Help

V Ant-alas Refine Edge...

DSC_0077.jpg @ 25% (RGB/8) *

P ) Doc: 68.7M/68.7M
“  Measurement Log

Record Measurements.

Figura 5.6.2 Medicion de drea de escisiones utilizando el programa Adobe

Photoshop CS6

5.7 Recoleccion de muestras

Después de 7 o 14 dias de tratamiento, dependiendo del grupo, los animales fueron

sacrificados por inhalacion de CO2. Se extirpd y disectd las muestras de las laceraciones
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cutaneas, las cuales estaban constituidas por la totalidad de la cicatriz de la herida con un

borde de 5 mm aproximadamente.

Las muestras de incisiones y escisiones fueron colectadas y divididas en dos, una parte
fue fijada en formol bufferado al 10% para su posterior andlisis histoldgico e
inmunohistoquimicos, mientras que la otra parte fue almacenada en aluminio a una

temperatura de -20°C para el posterior analisis proteico.

5.8 Analisis histolégico

5.8.1 Procesamiento de muestras

Las muestras fueron colectadas y fijadas en formol bufferado al 10%. Estas fueron
colocadas en cintas de tejido y se procesaron a través de varios pasos de
deshidrataciéon con etanol graduado. A continuacién, el etanol fue reemplazado
por histoleno para limpiar la muestra, y el bloque de tejido se infiltrd con una cera
de parafina mediante procedimientos estandar. Los tejidos embebidos en parafina
se seccionaron a un espesor de 5 um utilizando un micrétomo (Leica RM2135) y se

montaron en portaobjetos de vidrio.

5.8.2 Tincidon de muestras

Los portaobjetos que contenian las areas laceradas se colocaron en una estufa a
63°C por una hora para fundir la parafina. Luego, las secciones fueron
desparafinizadas con Xileno, rehidratadas con una inmersién secuencial de etanol
y fueron lavadas con agua. Las secciones fueron tefiidas con eosina & hematoxilina

0 con tincion tricromia de Masson.
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5.8.3 Analisis del grosor de la herida

El grosor de la herida se midi6 mediante microscopia déptica a 2.5x (microscopio
Leica DM) y fue calculado a través de la medicién de la distancia entre los dos

margenes de la dermis de tejido sano en la unién dermo-epidérmica.

Se analizaron 3 campos de cada corte histoldgico utilizando el programa Leica

Application Suite (version 4.8.0).

5.8.4 Analisis de la hiperplasia epidérmica

La hiperplasia epidérmica fue determinada calculando la distancia promedio entre
la capa granular de la epidermis y la unidn epidérmica-dérmica de cada herida. Se
analizaron tres campos de cada corte histolégico, y se realizaron 10 mediciones por
cada campo a un aumento de 10x (Microscopio Leica DM).

Las mediciones fueron obtenidas mediante el programa Leica Application Suite

(versién 4.8.0).

5.8.5 Analisis del patrén inflamatorio

El patrén inflamatorio se analizé mediante el conteo de neutrdfilos, macréfagos y
linfocitos. La cuantificacidon se realizé en secciones aleatorias dentro del drea de
laceracién, con el microscopio Leica DM a un aumento de 40x. Se evaluaron dos
campos por corte histolégico mediante la herramienta “conteo” del programa

Leica Application Suite (version 4.8.0).
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5.8.6 Analisis de la orientacion de fibras de colageno

La orientacidon de las fibras de coldgeno fue evaluada desde los niveles dérmicos
papilares superiores hasta los niveles reticulares profundos de la herida. Esta
orientacién fue analizada utilizando el siguiente sistema de puntuacién (Ashcroft et

al 1997a):

1 = fibras en forma de canasta normal
2 = fibras en forma de canasta> fibras paralelas
3 = fibras paralelas> fibras en forma de canasta

4 = fibras paralelas

5.9 Medicidn de niveles de hidroxiprolina

5.9.1 Procedimiento:

Las muestras de piel se conservaron en frio para homogenizar y pesar en celdas de
cuarzo del microondas. Se agregd 1.5 ml de 4acido clorhidrico 6N (0.1% de fenol) y
0.5 de tritdn 1%; después se colocd a hidrolizar en el digestor microondas. Los
viales fueron sonificados utilizando un sonificador con bafio maria a una
temperatura de 60°C hasta completar la disolucidn. Posteriormente se trasvasaron
a las fiolas correspondientes, se enjuagaron los viales con HCL 0.1 N y se enrazaron
con HCL 0.1N. Finalmente se agitd enérgicamente y se filtrd utilizando una jeringa

con filtro PTFE 0.2 um, en viales ambar de 2mL.

5.9.2 Desarrollo de color y medida

Se pipeted y se agregd agua destilada para completar 2mL. Paralelamente se corrid

la muestra control (2ml de agua). Se afiadié 1ml de solucion Oxidante a cada tuboy
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Ddnde:

h:

se agitd en un vértex por 10 seg. Se dejoé en reposo por 20 minutos a temperatura

ambiente.

A cada tubo se le afiadié 1mL del reactivo color, este se mezclé en un vértex por 10
segundos. Se colocd en bafio maria a 6012 °C por 15 minutos exactos. Finalmente,
se dejo enfriar bajo agua de cafio por aproximadamente 3 minutos. Se secaron los

tubos y se midié la absorbancia de las soluciones vs la muestra blanco a 562 nm.

5.9.3 Curva de calibracion

Se realizé la curva de calibracion para cada serie de medidas. Se transfirié 2 ml de
cada solucion estandar de trabajo. Se ploted en la curva estandar la absorbancia
en el eje Y versus cantidad de hidroxiprolina (ug) en el eje X (0.6; 1.2; 2.4; 3.6; 4.8;
6.0 ug).

5.9.4Método de Calculo y Férmula

o (hx0.0025)
Hidroxiprolina ( fiﬂﬂg de muestra) = vy

ug de hidroxiprolina en 2 ml, leidos en la curva de calibracién
Peso de muestra en(g)

Volumen en mL del filtrado tomados para reaccidn, para el paso de hidroxiprolina
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5.10 Analisis Estadistico

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (SEM). Los datos
recogidos se sometieron a un analisis estadistico estandar utilizando el paquete de
software estadistico SPSS. Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante
ANOVA de una via con un test post-hoc de Tukey. Las diferencias se consideraron

significativas con un p <0.05.
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VI. Resultados

6.1 Analisis macroscépico de incisiones:

La evaluacidon de incisiones se realizé en los dias 0, 3, 5, 7, 9, 11, 13,14 post lesion. En la
figura 6.1 se observa la progresién del cierre de herida en el grupo SHAM y en el grupo
ovariectomizado (OVX+VH). Se puede apreciar que en el grupo SHAM, a partir del dia 7 ya
no se observa la presencia de costra, y al dia 9 post-laceracion la herida se encuentra
cerrada. Por otro lado, en el grupo OVX+VH, la laceracién se encuentra aun abierta al dia 9
post-laceracidn. Si bien para el dia 11 la herida se encuentra cerrada, aln son notables los

bordes de la laceracion.

SHAM

OVX
+VH

Figura 6.1 Macrofotografias de las laceraciones realizadas en los grupos SHAM Y OVX+VH.

Progresion de laceraciones evaluadas al dia 0, 3,5, 7,9, 11, 13 y 14 post-laceracién.
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Cuando los animales ovariectomizados son tratados con estrégeno, se observa que las
laceraciones tienen un comportamiento similar al observado al grupo OVX+VH (Figura
6.2). Por otro lado, la administracion de las tres dosis de coldgeno demuestra tener un
patrén de cicatrizacion mas uniforme comparado al tratamiento con el control positivo
(OVX+E2). Comparando las tres dosis de colageno administrada, se puede observar que el
cierre de la herida se da en el dia 9 post-laceracion en los grupos OVX+PC1 y OVX+PC3, y

en el dia 7 en el grupo OVX+PC2.

OVX+
E2

OovX
PC1

OovX
PC2

OovX
PC3

Figura 6.2. Macrofotografias de las laceraciones realizadas en los animales

ovariectomizados tratados con estradiol (OVX+E2) y las tres dosis de colageno (OVX+PC1,
OVX+PC2 y OVX+PC3). Progresién de laceraciones evaluadas al dia 0, 3,5,7,9, 11y 14

post-lesién.
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Estas observaciones fueron confirmadas en el anadlisis cuantitativo de la tasa de cierre de
heridas (figura 6.3). Al dia 3 post-laceracion, el grupo SHAM logra una tasa de cierre de
herida cercana al 50% (47.7+6.2%), el cual se mantiene constante al dia 5 post-laceracion,
y aumenta significativamente al dia 7 (p<0.05) y dia 9 (p<0.05) post-laceracién, donde esta
cierra completamente. En cambio, en el grupo OVX+VH el area de las heridas son similares
en los dias 3 (33.414.9%) y 5 (42.6£3.2%) post-laceracidn, y recién a partir del dia 7 la tasa
de cierre de heridas aumenta significativamente (p<0.05) logrando una tasa de cierre de
herida superior al 50%. Sin embargo, la laceracion cierra completamente recién al dia 11
post-laceracion. Comparando entre ambos grupos, el area de la herida es mucho menor
en el grupo SHAM a los dias 3, 5, 7 y 9 post-laceraciéon (p<0.005). No se encuentran

diferencias significativas entre ambos grupos a partir del dia 11 post- laceracién.

La administracién de estrégeno a los animales ovariectomizados (OVX+E2) demuestran un
patron similar al observado en el grupo OVX+VH, donde recién al dia 7 post-laceracién la
tasa de cierre de heridas aumenta significativamente (p<0.05) logrando una tasa superior
al 50% (55.9+5.7%). De la misma manera, recién al dia 11 post-laceracién la laceracién
cierre completamente. No se encuentran diferencias significativas entre el grupo OVX+E2

y OVX+VH.

La administracion de la primera dosis de coldgeno (PC1) muestra una tasa de cierre de
heridas similar al observado en el grupo OVX+VH en los dias 3 y 5 post-laceracién. Sin
embargo, logra un aumento de la tasa de cierre de heridas superior al 50% al dia 7 post-
laceracién (p<0.005 respecto al OVX+VH) con un subsecuente aumento al dia 9 post-
laceracién (p<0.005 respecto al OVX+VH), donde la laceracién cierra por completo. La
administracion de PC2 muestra una tasa de cierre de heridas similar al OVX+VH al dia 3
post-laceracion. Sin embargo, al dia 5 post-laceracién aumenta la tasa de cierre de heridas
logrando una tasa superior al 50% (p<0.05), la cual se mantiene similar al dia 7 post-
laceracién, aumentando nuevamente al dia 9, donde las laceraciones cierran por

completo. Comparado al OVX+VH se observa que la administracion de PC2 presenta una
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menor area de heridas en los dias 5 y 9 post-laceracion (p<0.05). La administracién de PC3
muestra una tasa de cierre de heridas superior al 50% desde el dia 3 post-laceracién, el
cual se mantiene constante al dia 5, con un posterior aumento al dia 7 y 9 post-laceracion
(p<0.05). Las laceraciones se consideran completamente cerradas a partir del dia 9 post-
laceracién. Comparado al grupo OVX+VH, se observa que la administracion de PC3
presenta una menor area de heridas en los dias 3, 5, 7 y 9 post-laceracion (p<0.001). No se
encontraron diferencias significativas en la tasa de cierre de heridas entre el grupo SHAM

y las tres dosis de colageno administradas.

Al comparar la eficacia de las tres dosis de colageno administradas se observa que no
existen diferencias significativas entre PC1 y PC2. Sin embargo, la administracién de PC3
presentd una menor area de herida comparado a PC1 en los dias 3 (p<0.05) y 5 (p<0.01)

post-laceraciéon, y comparado a PC2 en los dias 3 (p<0.001) y 7 (p<0.005) post-laceracion.
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Figura 6.3 Evaluacién de la tasa de cierre de heridas (incisiones) en los dias 3, 5, 7, 9, 11,
13y 14 post-laceracion. Tasa de cierre de heridas al dia 0 equivale al 0%. Datos
expresados como promedio £ SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados con vehiculo;
OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados con la
primera dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno; OVX+PC2, ovariectomizados con la
segunda dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno; OVX+PC3, ovariectomizados con la
tercera dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno. a, p<0.005 respecto al grupo SHAM; b,

p<0.005 respecto al grupo OVX+VH; ¢, p<005 respecto al grupo OVX+PC3.

6.2  Analisis microscopico de incisiones:

Las laceraciones fueron analizadas de forma microscdépica a los dias 7 y 14 post-laceracion.
La medicion del grosor de herida nos permite evaluar el cierre de la laceracién de forma
macroscopica, donde una herida con un grosor menor a 2000 um es considerada como
cerrada. Al dia 7 post-laceracidn se observa que el grupo SHAM presenta un grosor menor
a 2000 um (1751.9+176 um) mientras que el grupo OVX+VH presenta un grosor de
2120.5£212.4 um. Sin embargo, no se encuentran diferencias significativas entre ambos
grupos. Por otro lado, los grupos ovariectomizados tratados con estradiol, PC1, PC2 y PC3
presentan un menor grosor de herida comparado con el grupo OVX+VH (p<0.05). Al dia 14
post-laceracion, todos los grupos disminuyen el grosor de herida (p<0.01). Nuevamente,
los grupos tratados con E2, PC1, PC2 y PC3 presentan un menor grosor de herida en

comparacion del OVX+VH (p<0.05).
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Figura 6.4 Analisis microscépico del grosor de herida (incisiones) al dia 7 y 14 post-lesion.
Datos expresados como promedio + SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados con
vehiculo; OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados
con la primera dosis de péptidos hidrolizados de colageno; OVX+PC2, ovariectomizados
con la segunda dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno; OVX+PC3, ovariectomizados

con la tercera dosis de péptidos hidrolizados de colageno. a, p<0.05 respecto a OVX+VH.

La evaluacion microscdpica del grosor epidérmico en la zona de incision se puede observar
en la figura 6.5. Al dia 7 post-laceracion, comparando al grupo SHAM vs OVX+VH se
observa que el grupo OVX+VH presenta un notable incremento del grosor epidérmico. Se
puede observar ademas la presencia de debris en los grupos OVX+VH y OVX+E2, mientras
que los grupos tratados con las tres dosis de colageno ya muestran un desarrollo de la
capa cornea (CC), similar al observado en el grupo SHAM. Al dia 14 post-laceracién se
observa en todos los grupos una notable recuperacién del grosor de la epidermis. Entre
los grupos de tratamiento, las laceraciones tratadas con las tres dosis de colageno
(OVX+PC1, OVX+PC2 y OVX+PC3) presentaron un menor grosor epidérmico respecto a las

laceraciones tratadas con vehiculo (OVX+VH).
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GROSOR EPIDERMICO

DIA 7

DIA 14

SHAM

OVX+VH

OVX+E2

OVX+PC1

OVX+PC2
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Figura 6.5 Microfotografias representativas de las laceraciones al dia 7 y 14 post-
laceracion. Observado a un aumento de 10x, tincion eosina & hematoxilina. Las lineas
negras indican el grosor de la epidermis (hiperplasia epidérmica). D, debris; CC, capa

cornea.

El andlisis cuantitativo del grosor de la epidermis indica que todos los grupos presentan un
aumento del grosor epidérmico producto de la laceracidon, comparado con el grosor
normal de la piel (p<0.001; grosor de epidermis no lacerada, 21.08 um para animales
SHAM y 37.7 um para animales ovariectomizados). Al dia 7 post-laceracion, se observé
que el grupo SHAM presenté un menor grosor epidérmico en comparacién con el grupo
OVX+VH (p<0.001). El tratamiento de los animales ovariectomizados con estradiol y las
tres dosis de coldgeno disminuyen significativamente el grosor epidérmico en
comparacion al vehiculo (p<0.001). Esta restauracion del grosor epidérmico fue incluso
mas eficiente que la observada en el grupo SHAM (p<0.005, Figura 6.6). No se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con estradiol y las tres dosis

de colageno administradas.

Al dia 14 post-laceracién, todas las laceraciones disminuyeron el grosor epidérmico

(p<0.001). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes

grupos de tratamiento.
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Figura 6.6 Analisis microscépico del grosor epidérmico de la zona de laceracién (incisiones)
al dia 7 y 14 post-lesion. Datos expresados como promedio + SEM. OVX+VH,
ovariectomizados tratados con vehiculo; OVX+E2, ovariectomizados tratados con
estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados con la primera dosis de péptidos hidrolizados de
colageno; OVX+PC2, ovariectomizados con la segunda dosis de péptidos hidrolizados de
coldgeno; OVX+PC3, ovariectomizados con la tercera dosis de péptidos hidrolizados de

coldgeno. a, p<0.005 respecto al SHAM+VH; b, p<0.001 respecto al OVX+VH.

Las microfotografias del conteo de células inflamatorias (Figura 6.7) muestran que la
laceracidén de la piel incrementa el nimero de neutréfilos y macréfagos en la zona de
laceracién. Al dia 7 post-lesidon todos los tratamientos muestran una mayor cantidad de
células inflamatorias al ser comparadas con piel sana (no lacerada). Al dia 14 post-lesién

se observa una disminucion del nimero de células inflamatorias en comparacion al dia7.
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OVX+PC2

OVX+PC3

Figura 6.7 Microfotografias representativas de células inflamatorias al dia 7 y 14 post
laceracion. Observado a un aumento de 40x, tincion eosina & hematoxilina. Los circulos

negros representan los macréfagos, los circulos rojos representan a los neutréfilos.

El analisis cuantitativo de las células inflamatorias demostré que la laceracidon de la piel
incrementd el numero de neutréfilos en la zona lacerada en todos los grupos (comparado
a valor de neutréfilos en piel no lacerada, 3.67+0.51para animales intactos y 10+0.75para
animales ovariectomizados). Al dia 7 post-laceracidn, todos los grupos de evaluacién
presentaron valores incrementados de neutréfilos en comparacién con piel no-lacerada
(p<0.05). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos. Al dia 14 post-laceracion, el grupo SHAM fue similar a los valores basales de
neutrdfilos en la zona de laceracidn. El resto de grupos ovariectomizados mantuvo auln
valores elevados de neutrofilos (p>0.05) sin diferencias significativas entre ellos (Figura

6.8).
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Figura 6.8 Conteo de neutrdfilos en la zona de laceracién al dia 7 y 14 post-lesién. Datos
expresados como promedio + SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados con vehiculo;
OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados con la

primera dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno; OVX+PC2, ovariectomizados con la

segunda dosis de péptidos hidrolizados de colageno; OVX+PC3, ovariectomizados con la

tercera dosis de péptidos hidrolizados de colageno. a, p<0.05 respecto a Sano

La laceracion de la piel incrementé el niumero de macroéfagos en la zona lacerada en todos
los grupos (comparado a valor de macréfagos en piel no lacerada, 5.41+0.86 para
animales intactos y 13.5+0.52 para animales ovariectomizados). Al dia 7 post-laceracion,
todos los grupos de evaluacién presentaron valores incrementados de macréfagos en

comparacion con piel no-lacerada (p<0.005). No se encontraron diferencias significativas
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entre el SHAM vy el OVX+VH. Sin embargo, el numero de macréfagos fue
significativamente menor en los animales ovariectomizados cuando estos recibieron
tratamiento con estradiol (p<0.001), PC1 (p<0.005), PC2 (p<0.005) y PC3 (p<0.05). Al dia
14, los grupos SHAM y OVX+VH disminuyeron el nimero de macréfagos en la zona de
laceracion (p<0.01). No se encontraron diferencias entre los diferentes grupos de
tratamiento. Sin embargo, el nimero de macréfagos retornd a valores basales en los

grupos SHAM y OVX+PC3 (Figura 6.9).
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Figura 6.9 Conteo de macrofagos en la zona de laceracion al dia 7 y 14 post-lesion. Datos
expresados como promedio + SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados con vehiculo;
OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados con la

primera dosis de péptidos hidrolizados de coldageno; OVX+PC2, ovariectomizados con la

segunda dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno; OVX+PC3, ovariectomizados con la
tercera dosis de péptidos hidrolizados de colageno. a, p<0.05 respecto a sano; b : p<0.05

respecto a OVX+VH y ¢, p<0.05 respecto al mismo tratamiento al dia 7
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6.3  Analisis macroscopico de escisiones:

Al igual que en la evaluacion de las incisiones, la progresion del cierre de heridas en las
escisiones se realizd en los dias 0, 5, 7, 9, 11y 14 post lesidon. En las macrofotografias
(Figura 6.10) se observa la progresion del cierre de herida en el grupo de animales intactos
(SHAM) y en el grupo ovariectomizado (OVX+VH). Al dia 11 el grupo SHAM muestra un
mayor cierre de herida que el grupo OVX+VH, quien aun muestra la presencia de costra
sobre la herida. Al dia 14 post-laceracion se observa que el grupo SHAM presenta una
cicatriz casi imperceptible, mientras el grupo OVX+VH aun cuenta con la presencia de

costra.

do d3 ds d7 d? dll di3 dl4

Figura 6.10 Macrofotografias de las heridas de los grupos SHAM y OVX+VH. Progresién de
heridas evaluadas al dia 0, 3,5, 7,9, 11, 13 y 14 post-laceracion.

La figura 6.11 muestra la progresion del cierre de heridas en los diferentes grupos
ovariectomizados que recibieron tratamiento. Se puede observar que los diferentes
tratamientos aceleran el cierre de las heridas comparado con el grupo que solo recibié
vehiculo. Al dia 11 post-laceracion, se observa que los grupos que recibieron los
tratamientos con el péptido de colageno, PC2 y PC3 muestran una menor area de herida

en comparacion con los otros tratamientos. Finalmente, para el dia 14 post-laceracion, se
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observa que, si bien todas las heridas se encuentran cerradas en su totalidad, los

tratamientos con PC2 y PC3 presentan una cicatriz casi imperceptible.

Figura 6.11 Macrofotografias de las heridas de los grupos OVX+E2, OVX+PC1, OVX+PC2y

OVX+PC3. Progresion de heridas evaluadas al dia 0, 3,5, 7, 9, 11, 13 y 14 post-laceracion.

El analisis cuantitativo de las escisiones, calculado a través de la tasa de cierre de heridas
demostrd que al dia 3 el grupo SHAM presentd una tasa de cierre de heridas cercana al
50% (49.4+4.3%), en comparacién del grupo OVX+VH el cual fue significativamente menor
(36.5%6.1%, p<0.05). El grupo SHAM mantuvo una tasa similar al dia 5 post-laceracion, con
un posterior aumento significativo al dia 5, 7, 9 y 11 post-laceracion (p<0.01). Por otro
lado, el grupo OVX+VH aumenté significativamente la tasa de cierre de heridas del dia 3 al
dia 5, superando el 50%, y un posterior aumento al dia 7 y 9 post-laceracién. En ambos

grupos, la herida se considerd cerrada en el dia 11 post-laceracion (Figura 6.12).
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La administracion de los diferentes tratamientos a los animales ovariectomizados no
produjo ningun efecto al dia 3 post-laceracién, con excepcién del grupo OVX+PC3. Este
grupo tuvo valores similares al SHAM, los cuales se mantuvieron constantes al dia 5 post-
laceracion y con un aumento significativo a los dias 5, 7 y 9 post-laceracion (p<0.001). Al
comparar los diferentes grupos tratamiento se observé que al dia 3 post-laceracién no se
encontraron diferencias significativas entre el OVX+VH y los tratamientos con E2, PC1, PC2
o PC3. Sin embargo, se observé que tanto OVX+PC2 y OVX+PC3 mostraron una mayor tasa
de cierre de heridas comparado con PC1 (p<0.001). Al dia 5 post-laceracidn, el tratamiento
con PC2 fue aquel que logré una mayor tasa de cierre de heridas en comparacién de
OVX+PC1 (p<0.001) y OVX+PC3 (p<0.05). No se encontraron diferencias significativas

posteriores a este punto.
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Figura 6.12 Evaluacién de la tasa de cierre de heridas (escisiones) en los dias 0, 3, 5, 7, 9,

11, 13 y 14 post-laceraciéon. Datos expresados como promedio + SEM. OVX+VH,
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ovariectomizados tratados con vehiculo; OVX+E2, ovariectomizados tratados con
estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados con la primera dosis de péptidos hidrolizados de
colageno; OVX+PC2, ovariectomizados con la segunda dosis de péptidos hidrolizados de
colageno; OVX+PC3, ovariectomizados con la tercera dosis de péptidos hidrolizados de
colageno. a, p<0.05 respecto a SHAM; b, p<0.05 respecto a PC2; ¢, p<0.001 respecto a
PC3.

6.4 Analisis microscopico de escisiones

El analisis histolégico de las laceraciones fue realizado al dia 7 y 14 post-lesién. Las
microfotografias de las laceraciones (Figura 6.13) muestran que el grupo SHAM presenta
un menor grosor de herida al dia 7 post-laceracién en comparacién del grupo OVX+VH. El
tratamiento de los animales ovariectomizados con estradiol no mostré un efecto en el
grosor de la laceracion al dia 7 post-laceracion. El tratamiento con las tres dosis de
colageno redujo el grosor de herida respecto a las laceraciones. Sin embargo, en este
punto todas las laceraciones aun se encuentran en fase proliferativa, con una formacién
incompleta del tejido granuloso. Al dia 14 post-laceracidn, el grosor de la herida del grupo
OVX+VH fue similar al grupo SHAM. Entre los grupos ovariectomizados, el tratamiento con

PC3 mostro tener un menor grosor de herida.

53



Grosor de herida

Dia 7 Dia 14

SHAM

OVX+VH

OVX+E2

OVX+PC1

OVX+PC2

OVX+PC3

54



Figura 6.13 Microfotografias representativas de las heridas al dia 7 y 14 post-laceracion.
Observado a un aumento de 40x, tincién eosina & hematoxilina. Las flechas negras

delimitan el grosor de la herida

El analisis del grosor de herida se realizé los dias 7 y 14 post-laceracion (Figura 6.14). Al dia
7 se puede observar que, similar a lo observado en el andlisis macroscopico, el grupo
SHAM posee un menor grosor de herida en comparacién al grupo OVX+VH (p<0.005).
Entre los grupos ovariectomizados se puede observar que los grupos OVX+PC1 y OVX+PC2

presentaron un menor de grosor de herida comparado al OVX+E2 (p<0.005).

Al dia 14 post-laceracidn, los grupos OVX+VH, OVX+E2, OVX+PC2 y OVX+PC3 disminuyeron
el grosor de herida en comparacion al dia 7 (p<0.001). El grosor del grupo SHAM vy
OVX+PC1 se mantuvo constante. No se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes grupos ovariectomizados. Sin embargo, los grupos OVX+PC2 y OVX+PC3

presentaron un menor grosor de herida comparado al SHAM (p<0.005).
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Figura 6.14 Analisis microscépico del grosor de herida al dia 7 y 14 post-lesién. Datos

expresados como promedio + SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados con vehiculo;

OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados con la
primera dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno; OVX+PC2, ovariectomizados con la
segunda dosis de péptidos hidrolizados de colageno; OVX+PC3, ovariectomizados con la
tercera dosis de péptidos hidrolizados de colageno. a, p<0.05 respecto al grupo SHAM; b,

p<0.05 respecto al grupo OVX+E2.

En la figura 6.15 se presentan las imagenes histolégicas donde se puede observar el grosor
epidérmico de las laceraciones realizadas al dia 7 y 14 post-lesién. Al dia 7 las laceraciones
tratadas con los tratamientos de coldgeno (OVX+PC1, OVX+PC2 y OVX+PC3) demostraron
tener un menor grosor epidérmico respecto a las laceraciones tratadas con estradiol
(OVx+E2) via oral. Al dia 14 los grupos OVX+E2, OVX+PC1 y OVX+PC2 mostraron tener una
disminucion del grosor epidérmico comparado con el dia 7, sin embargo el grupo

OVX+PC3 es el que tuvo un menor grosor epidérmico al igual que el grupo SHAM.

56



Hiperplasia epidérmica

Dia 7

Dia 14

Grupo SHAM

Grupo OVX+VH

Grupo OVX+E2

Grupo OVX+PC1

Grupo OVX+PC2

Grupo OVX+PC3

57




Figura 6.15 Microfotografias representativas de la zona de laceracion al dia 7 y 14 post-
laceracion. Observado a un aumento de 40x, tincion eosina & hematoxilina. Las lineas

negras indican el grosor de la epidermis (hiperplasia epidérmica).

El andlisis cuantitativo del grosor epidérmico mostré que al dia 7 post-laceracion no se
observaron diferencias significativas entre los grupos SHAM y OVX+VH (Figura 6.16). Sin
embargo, las heridas tratadas con estradiol (OVX+E2) presentaron un mayor grosor
epidérmico en comparacion con el grupo SHAM (p<0.001), OVX+VH (p<0.001), OVX+PC1
(p<0.001), OVX+PC2 (p<0.001) y OVX+PC3 (p<0.001). Entre las tres dosis de colageno
administradas, los grupos OVX+PC2 y OVX+PC3 mostraron un menor grosor epidérmico en
comparacion con el grupo OVX+VH (p<0.001), OVX+E2 (p<0.001), OVX+PC1 (p<0.01) e

incluso menor al grosor epidérmico del grupo SHAM (p<0.001).

En el dia 14 post-laceracidn, todos los tratamientos disminuyeron el grosor epidérmico
significativamente (p<0.001) a excepcién del grupo OVX+PC3. En este punto, los grupos
OVX+PC2 y OVX+PC3 siguieron presentando un menor grosor epidérmico en comparacion

con el grupo OVX+PC1 (p<0.05).
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Figura 6.16 Analisis epidérmico del grosor epidérmico al dia 7 y 14 post-lesién. Datos
expresados como promedio + SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados con vehiculo;
OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados con la
primera dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno; OVX+PC2, ovariectomizados con la
segunda dosis de péptidos hidrolizados de colageno; OVX+PC3, ovariectomizados con la
tercera dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno. a, p<0.001 respecto al grupo SHAM; b,
p<0.001 respecto al grupo OVX+VH; ¢, p<0.001 respecto al grupo OVX+E2; d, p<0.05
respecto al grupo OVX+PC1.

El analisis cuantitativo de las células inflamatorias demostrd que, similar a lo observado
con las incisiones, el nimero de neutréfilos en la zona lacerada se encontrd incrementado
al dia 7 post-laceracién en todos los grupos (comparado a valor de neutrdfilos en piel no
lacerada, 3.67+0.51 para animales intactos y 10+0.75 para animales ovx). No se
encontraron diferencias significativas entre el grupo SHAM y OVX+VH. Comparando los

grupos de tratamiento, se observé que el grupo OVX+PC1 presentd una menor cantidad
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de neutréfilos en la zona de laceracién en comparacion del grupo OVX+PC2 (p<0.05).
Ninguno de estos grupos tuvo una diferencia significativa con el grupo SHAM o el grupo
OVX+VH (Figura 6.16). Al dia 14, el grupo OVX+PC2 disminuyd significativamente el
numero de neutroéfilos, en comparacién con el dia 7 (p<0.05). El resto de grupos mantuvo
un numero constante de neutrdfilos en la zona lacerada. No se encontraron diferencias

significativas entre los diferentes grupos de tratamiento (Figura 6.17).
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Figura 6.17 Conteo de neutrdfilos por seccidn en el area de laceracién al dia 7 y 14 post-
lesidn. Datos expresados como promedio + SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados con
vehiculo; OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados

con la primera dosis de péptidos hidrolizados de colageno; OVX+PC2, ovariectomizados
con la segunda dosis de péptidos hidrolizados de colageno; OVX+PC3, ovariectomizados

con la tercera dosis de péptidos hidrolizados de colageno. a, p<0.05 respecto a Sano; b,

p<0.05 respecto al grupo PC1 y ¢, p<0.05 respecto al mismo tratamiento en dia 7.
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La laceracidn de la piel incrementé el nimero de macréfagos en la zona lacerada en todos
los grupos (comparado a valor de macréfagos en piel no lacerada, 5.41+0.86 para
animales intactos y 13.5+0.52 para animales ovx). No se encontraron diferencias
significativas entre el grupo SHAM vy el grupo OVX+VH al dia 7 post-laceracién. Sin
embargo, entre los grupos ovariectomizados se observd que el grupo OVX+VH presentd
un mayor numero de macréfagos en la zona lacerada en comparacion al tratamiento con
E2 (p<0.05), PC1 (p<0.005) y PC3 (p<0.001). Ademads, el grupo OVX+PC3 presentd un
menor numero de macrofagos comparado al SHAM (p<0.05). Al dia 14 post-laceracion, los
grupos SHAM, OVX+VH y OVX+PC2 disminuyeron significativamente (p<0.005) el numero
de macréfagos en comparacion con el dia 7. Sin embargo, en este punto no se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos de tratamiento (Figura

6.18).
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Figura 6.18 Conteo de macréfagos por seccion en la zona de laceracién al dia 7 y 14 post-

lesidn. Datos expresados como promedio + SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados con
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vehiculo; OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados
con la primera dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno; OVX+PC2, ovariectomizados
con la segunda dosis de péptidos hidrolizados de colageno; OVX+PC3, ovariectomizados
con la tercera dosis de péptidos hidrolizados de colageno. a, p<0.05 respecto al grupo
sano; b, p<0.05 respecto al grupo SHAM; ¢, p<0.05 respecto al grupo OVX+VHy d, P<0.05

respecto al mismo tratamiento en dia 7.

La figura 6.19 sefiala las microfotografias de la infiltracién de células inflamatorias en la
zona de laceracion. Se puede observar que al dia 7 post lesién todos los tratamientos
muestran una mayor cantidad de células inflamatorias; sin embargo, el grupo OVX+PC3
muestra visiblemente una menor cantidad de inflamacidn en comparacidon con los otros

tratamientos.
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Figura 6.19 Microfotografias representativas de la infiltracion de células inflamatorias al
dia 7 y 14 post-laceracion. Observado a un aumento de 40x, tincién eosina &
hematoxilina. Los circulos negros representan los macréfagos, los circulos rojos

representan a los neutrofilos.

6.4 Orientacion de fibras de colageno:
La figura 6.20 muestra la orientacién de las fibras de colageno de piel sana (no lacerada)

en animales SHAM vy ovariectomizados. Se puede apreciar que, en ambos casos, la

orientacion de estas fibras es en forma de onda o de red.
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Figura 6.20 Microfotografias de piel sana (no lacerada) en animales SHAM y OVX.

Observado a una magnificacion de 40x. Tincién tricromia de Masson.

Las laceraciones generaron una alteracidn en la distribucidén y alteracién de las fibras de
colageno. Sin embargo, se observa que al dia 7 post-laceracién el grupo SHAM comienza a
reorganizar sus fibras de coldgeno en forma de red (Figura 6.21). El grupo OVX+E2 al igual
que el grupo OVX+VH el posee una orientacion paralela de fibras de colageno tipo 1 en

comparacion con los tratamientos de coldgeno.

Al dia 14 el grupo SHAM posee una mayor densidad de fibras y se sigue manteniendo la
orientacién en forma de Red, mientras que en el grupo OVX+VH muestra un aumento de
fibras con orientacion paralela. El grupo OVX+E2 al igual que el grupo OVX+VH muestra un
aumento de fibras y fibras paralelas. Los grupos tratamiento de colageno OVX+PC1,
OVX+PC2 y OVX+PC3 muestran tener una mayor densidad de fibras de colageno y una

orientacion en forma de red.
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Figura 6.21 Microfotografias de la zona de laceracién al dia 7 y 14 post-laceracion.

Observado a un aumento de 40x, tincidn tricromia de Masson.
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La orientacion de las fibras de coldgeno fue analizada de forma cuantitativa al dia 7 y 14
post-laceracion. Al dia 7 se observa un score mayor en el grupo OVX+VH y OVX+E2,
indicativo de la presencia de fibras de coldgeno orientadas en forma paralela. Sin
embargo, la administracién de las tres dosis de colageno (PC1, PC2 y PC3) disminuyd
significativamente el score (p<0.05), indicando que las fibras presentes en la zona de
laceracién son de predominancia en forma de canasta, similares a los observados en la

dermis de piel normal (Figura 6.22).

Al dia 14 post-laceracidn, se mantuvo el mismo patrén observado en el dia 7. Los grupos

OVX+PC1, OVX+PC2 y OVX+PC3 mostraron un menor score al ser comparados con OVX+E2
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Figura 6.22 Score de orientacion de fibras de colageno al dia 7 y 14 post-laceraciéon. Datos
expresados como promedio £ SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados con vehiculo;

OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PC1, ovariectomizados con la
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primera dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno; OVX+PC2, ovariectomizados con la

segunda dosis de péptidos hidrolizados de colageno; OVX+PC3, ovariectomizados con la

tercera dosis de péptidos hidrolizados de colageno. a, p>0.05 respecto al grupo OVX+VH;

b, p<0.05 respecto al grupo OVX+E2.

6.5 Contenido de Hidroxiprolina:

La evaluacién de los niveles de hidroxiprolina en la zona lacerada se realizé al dia 14 post-

lesién. En la figura 6.23 se observa que el grupo SHAM presenté mayor concentracion de

hidroxiprolina en comparacion del grupo OVX+VH (p<0.001). Dentro de los grupos

ovariectomizados se puede observar que la administracién de los diferentes tratamientos

(OVX+E2, OVX+PC1, OVX+PC2 y OVX+ PC3) incrementaron significativamente los niveles

de hidroxiprolina en comparacién al grupo OVX+VH (p<0.001). Los niveles de

hidroxiprolina fueron similares a los encontrados en el grupo SHAM.
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Figura 6.23 Evaluacién de niveles de hidroxiprolina en el sitio de laceracién al dia 14 post-

laceracion. Datos expresados como promedio £ SEM. OVX+VH, ovariectomizados tratados

con vehiculo; OVX+E2, ovariectomizados tratados con estradiol; OVX+PCl1,

ovariectomizados con la primera dosis de péptidos hidrolizados de coldageno; OVX+PC2,
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ovariectomizados con la segunda dosis de péptidos hidrolizados de colageno; OVX+PC3,
ovariectomizados con la tercera dosis de péptidos hidrolizados de coldgeno. a, p<0.001

respecto a OVX+VH.
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VIl. Discusion

La presente tesis fue disefiada para evaluar el efecto de la administracion oral de
péptidos hidrolizados de colageno de escamas de anchoveta sobre diferentes pardmetros
de la reparacion tisular en un modelo de ratas hembras ovariectomizadas. Los resultados
mas relevantes del estudio demuestran que la administracion oral de los péptidos
hidrolizados de colageno de escamas de anchoveta aceleran el proceso de reparacion de
la piel en ratas ovariectomizadas. Esto se aprecia en dos modelos diferentes de laceracién
cutanea, laceracion mediante incisién y laceracién mediante escisién. La incisién es un
corte limpio y parejo realizado sobre el tejido, mientras que la escision involucra remover
el tejido, similar a la realizacién de una biopsia. En ambos casos, los péptidos de colageno
lograron acelerar la tasa de cierre de heridas, disminuir el grosor de la herida, asi como
evitar la formacién de hiperplasia epidérmica, en comparacidn a animales tratados con un
vehiculo. Ademas, la administracion de péptidos de colageno logré incrementar el

contenido de hidroxiprolina en la piel lacerada de animales ovariectomizados.

El modelo de ovariectomia en animales es empleado frecuentemente para
investigar los mecanismos y las complicaciones relacionadas con la menopausia en seres
humanos (Turner et al 2011, Rodriguez et al., 2013; Stotzer et al 2015). Una de las
complicaciones observadas es el retraso del proceso de reparacidon tisular cutdnea,
asociado a la disminucion de la produccidon de estrégenos (Perzelovd et al 2016). Este
efecto lo hemos podido comprobar en la presente tesis, donde se observa que la
reparacion tisular cutanea es mas prolongada en animales ovariectomizados tratados con
vehiculo, en comparacién con animales SHAM ( ovarios intactos, se realiza para someter al
animal al mismo nivel de estrés que el resto), quienes logran tener un cierre de heridas

superior al 50% desde el dia 3 post-laceracion.

La reparacion tisular implica tres procesos, la inflamacién, la proliferacion y la
remodelacion (Mukai et al 2014). En el presente estudio se ha evaluado la fase

proliferativa (dia 7 post-laceraciéon) y de remodelacién (dia 14 post-laceracion) luego de
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realizar una herida por escisidn y otra por incision en animales SHAM y ovariectomizados.
La observacién de estas fases nos permite ver en especifico el proceso de proliferacién
celular tanto en la epidermis como en la dermis, lo que llevard a la formacion de la nueva
matriz extracelular y a la deposicién de fibras de colageno. Al utilizar el modelo de
ovariectomia, en donde no solo se genera un retraso de la reparacién tisular cutanea (Seif
et al 2014), sino que ademads existe una disminucién de la produccién de coldgeno (Calvin
et al 1998), nos permite evaluar productos o compuestos con propiedades que favorezcan
la reparacion tisular. En este estudio, se han utilizado los péptidos hidrolizados de
coldgeno como tratamiento, el cual segun la literatura incrementa la concentraciéon de
colageno en los tejidos, y ello lo hace de gran utilidad practica cuando se requiere
coldgeno para determinadas funciones del organismo, como es el caso en la respuesta a la

laceracion tisular.

La evaluacién del cierre de heridas, tanto a nivel macroscépico como microscépico,
demuestra que la extirpacion de ovarios, y la consecuente disminucién de los niveles de
estrégeno, retrasan el proceso de reparacién tisular, mediante el método de incision vy
escisidon, en ratas hembra. Estos resultados concuerdan con estudios previos donde existe
una asociacion entre los niveles de estrégeno y el proceso de cicatrizacion (Archer et al
2012, Emmerson et al 2012, Hall et al 2005, Thornton et al 2002, Zhou et al 2016), el cual
es cualitativamente similar al observado en mujeres posmenopdusicas (Ashcroft y

Ashworth, 2003).

En ambos modelos de laceracion, la administracidon oral de estradiol, asi como de
las tres dosis de péptidos de coldgeno, revirtieron los efectos de la ovariectomia sobre Ia
cicatrizacion de la piel. La principal diferencia entre ambos modelos de laceracién utilizada
es que, mientras que la incisién es un corte limpio, la escisidon requiere remover parte del
tejido. Por ende, el cierre de las laceraciones realizadas mediante incisiones requiere un
menor tiempo para cicatrizar mientras que, aquellas laceraciones realizadas mediante
escisiones requieren de un mayor tiempo debido a que el area de laceracién es mas

grande y el proceso de reparacién requiere de la retraccion de los bordes de la herida, con
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la subsecuente formacion del tejido extirpado. Es por ello, que en el caso de las incisiones
podemos ver un cierre total de la herida a partir del dia 9 post-laceraciéon, mientras que,
en el caso de las escisiones, esta se observa a partir del dia 11. A pesar de esta diferencia
en el tiempo de cierre de heridas, se puede concluir que la administracion de péptidos de
colageno acelera el proceso de reparacidn tisular, presentando un menor grosor de herida
en comparacién al grupo ovariectomizado tratado con vehiculo e incluso al grupo
ovariectomizado tratado con estradiol. Entre las tres dosis de péptidos evaluadas, se
puede concluir que aquella que presentd un mejor efecto fue la tercera dosis (OVX+PC3),
la cual tuvo una accién similar al grupo SHAM, disminuyendo el grosor de heridas
realizadas por incisién, mientras que la segunda y tercera dosis fueron mas efectivas que

el SHAM, disminuyendo el grosor de heridas realizadas por escision.

La piel es un tejido complejo, por lo tanto, al ocurrir una incisién o escisién se
confiere un dafio tanto en la capa epidérmica, la membrana basal que subyace a la
epidermis vy, la dermis, asi como en las células que conforman estas capas (Mc Neil et al
2005).Es por ello que es necesario determinar no sélo la tasa de cierre de heridas o el
grosor de la herida, sino ademas observar microscopicamente la formacién de las capas
gue conforman la piel, durante la fase proliferativa, asi como la estructura de la nueva
matriz extracelular, durante la fase de remodelacidn.

Los anadlisis histoldgicos al dia 7 post-laceracion muestran que, si bien la re-
epitelizacion ha comenzado en todos los grupos lacerados, aquellas laceraciones de
animales ovariectomizados tratados con vehiculo, asi como de los tratados con estradiol,
contaban aun con la presencia de debris. La presencia de debris acumulada es un
indicativo de la eliminacién de células inflamatorias que han finalizado de realizar su
funcién (Oxlund et al 1996). La presencia de debris al dia 7 post-laceracion nos lleva a
pensar que en estos dos grupos mencionados ha existido un incremento del patrén
inflamatorio, prolongando la fase inflamatoria. Al evaluar el grosor de la epidermis,
notamos que estos dos grupos presentan hiperplasia epidérmica, en donde se ha

generado una hiperproliferacion de queratinocitos, células que son capaces de generar
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una respuesta inmunitaria (Sugita et al 2007, Gréne et al 2002). Es por ello que la
presencia de hiperplasia epidérmica es considerada un indicativo de inflamacién de la piel
(Boruah et al 2013). Los animales tratados con los péptidos de colageno mostraron el
desarrollo de la capa cérnea muy similar al grupo SHAM. La capa cdrnea es una capa de la
epidermis, la cual nos indica que se estd dando una re-epitelizacién adecuada
(Christophers 1971). Los animales ovariectomizados tratados con vehiculo y con estradiol
no contaron con la presencia de la capa cérnea al dia 7 post-laceracién. Este hallazgo nos
indicaria que el consumo de los péptidos hidrolizados de coldgeno estaria acelerando el
proceso de reparacion tisular con una formacion apropiada de todas las capas de la
epidermis, sin producir una hiperproliferacion como la observada en el grupo
ovariectomizado tratado con vehiculo.

Para poder confirmar el efecto de la ovariectomia y los diferentes tratamientos
sobre el patron inflamatorio, se realizd un conteo de las dos principales células
inflamatorias presentes durante la reparacion tisular, los neutréfilos y macréfagos. En piel
sana se observé una minima cantidad de células inflamatorias. Sin embargo, cuando se
genera una laceracién, estas células inflamatorias migran a la zona lacerada con la
finalidad de eliminar agentes extrafios (Mukai et al 2014). Esto se observé al dia 7, en
donde se encontré una mayor cantidad de neutréfilos y macréfagos en comparacién con
los encontradas en una piel sana no lacerada. Este incremento en el numero de células
inflamatorias es normal y es requerido para formar el tejido de granulacién y generar
contraccion de la herida. Para ello los macréfagos producen factores de crecimiento (Clark
et al 1996), los cuales se encargaran de reclutar fibroblastos y activarlos para
diferenciarlos en miofibroblastos en el tejido de la herida (Sindrilaru et al 2013). Sin
embargo, si existe una sobre-poblacién de células inflamatorias, el proceso de reparacién
tisular se veria comprometido y generaria un retraso en el inicio de la fase proliferativa y
de remodelacion (Mustoe et al 2006, Xue et al 2015). Es por ello que se espera encontrar
una disminucién del numero de macroéfagos al finalizar la fase de proliferacién. Si bien
ninguno de los tratamientos tuvo un efecto sobre el nimero de neutrdfilos, la

administracion de estradiol, asi como de las tres dosis de péptidos de coldgeno, disminuyd
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el numero de macréfagos en la zona de laceracién de los animales ovariectomizados. Asi
mismo, la tercera dosis de péptido de coldgeno (PC3) disminuyé el nimero de macréfagos
desde el dia 7 post-laceracién en comparacién con el grupo SHAM, quien recién logré
regresar a valores basales a partir del dia 14 post-laceracidn. Estos resultados confirman
gue existe un incremento del patrén inflamatorio en animales ovariectomizados en
comparacion con los intactos, el cual se prolonga hasta la fase de remodelacién (dia 14
post-laceracion). Ademds, nos comprueba que el tratamiento con la tercera dosis de
péptido de coldgeno es eficaz para revertir los efectos de la ovariectomia, y de esa manera
facilitar la progresién de las fases de la reparacion tisular. Este resultado es consistente
con estudios previos que indican que la administracién de péptidos de coldgeno poseen
efectos antiinflamatorios (Hartog et al., 2013).

Si el incremento exacerbado de células inflamatorias es perjudicial para el
desarrollo de la fase proliferativa y de remodelacidn, se esperaria entonces encontrar una
alteracion en los componentes de la nueva matriz extracelular en animales
ovariectomizados. Este postulado lo comprobamos al evaluar las laceraciones realizadas
por escisidn, en donde el tratamiento con vehiculo en animales ovariectomizados no solo
genera una mayor area de herida, sino que ademads presenta un retraso de la formacién
del tejido granuloso. Sin embargo, el tratamiento con los péptidos de colageno favorecen
la formacion del tejido granuloso al dia 7 post-laceracién. Este tejido granuloso, si bien
aun estd incompleto en este momento, es aquel que dara lugar a la nueva matriz
extracelular. Esta observacién puede confirmarse al observar las laceraciones realizadas
por escisidn, en donde se analizan la orientacidn de las fibras de colageno depositadas en
la nueva matriz extracelular, asi como en la cantidad de hidroxiprolina presente en la zona
de laceracién.

La orientacién de las fibras de coldgeno nos permite determinar el grado de
madurez que estas presentan. De esta manera, una orientacion de fibras de colageno de
forma paralela a la capa basal de la epidermis nos indica una mala organizacién de la
nueva matriz extracelular, mientras que una orientacion de fibras de colageno en forma

de ondas o de canasta, nos indica una organizacién éptima, similar a la observada en una
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dermis sana (krieg et al 2011). Los resultados del presente estudio demuestran que la
ovariectomia altera la organizacién de estas fibras, orientandolas en forma paralela. Esto
es consistente con estudios previos en los cuales se observa que la ovariectomia altera las
fibras de coldgeno tipo | (Shah et al 2001). Si bien el tratamiento con estradiol no tuvo
efecto alguno sobre la orientacidn de las fibras de colageno, la administracidn oral de las
tres dosis de péptidos de colageno logré revertir este efecto, mostrando una
predominancia de fibras de coldgeno orientadas en forma de canasta.

La hidroxiprolina es un aminoacido especifico que posee el coldgeno, el cual deriva
de la prolina e hidroxilisina derivados de lisina (Koide et al 2005). Si la ovariectomia retrasa
la formacidon del tejido granuloso, asi como genera una alteracidon de las fibras de
coldgeno, se esperaria encontrar una menor cantidad de hidroxiprolina en las zonas
laceradas. Esto se confirma en nuestros resultados, donde los animales ovariectomizados
tratados con vehiculo presentan una menor concentracion de hidroxiprolina en piel al dia
14 post-laceracién.Todos los tratamientos administrados a los animales ovariectomizados
lograron revertir este efecto, incrementando los niveles de hidroxiprolina hasta obtener
niveles similares al grupo SHAM. Esto confirma estudios previos donde se demuestra que
los péptidos hidrolizados de coldgeno tienen efectos estimulantes sobre el colageno tipo |
y otras moléculas de matriz extracelular en fibroblastos humanos (Liang et al 2010, Zague
et al 2011). Esto permite que se incremente la integridad estructural de la piel
regenerada, favoreciendo la homeostasis, generando un apoyo estructural a la epidermis,
y evitando que exista una re-apertura de la herida (Krieg et al 2011).

El coldgeno es un componente necesario para la cicatrizacién normal de la herida,
el cual no sélo confiere fuerza e integridad a la matriz tisular, sino que también juega un
papel importante en la homeostasis y en la epitelizacion en las etapas posteriores de la
reparacion tisular (Roy et al 2012). Por lo tanto, estimular su sintesis cuando la reparacién
de la herida es defectuosa es beneficioso para promover la cicatrizacion de heridas (Zhang
et al 2011b). En este estudio se ha demostrado el efecto de la administracién oral de
péptidos hidrolizados de coldgeno de escamas de anchoveta sobre la reparacién tisular

cutanea. Varios estudios han demostrado que los péptidos hidrolizados de colageno
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pueden ser absorbidos por la via digestiva y distribuidos eficientemente a la dermis, la
capa mas profunda de la piel, donde pueden estimular la proliferacién de los fibroblastos
(Schwartz et al 2012, Sumida et al 2004, Koyama et al 2009, Proksch et al 2014), células
encargadas de la produccién de coldgeno. En el presente estudio se confirma la accién
sistémica de estos péptidos, y su accién dosis-dependiente, sobre la piel, utilizando un

modelo de animales ovariectomizados.

Una observacion interesante fue el efecto de la administracion de estradiol a los
animales ovariectomizados. Esta bien documentado que los estrégenos tales como el
estradiol mejoran la calidad de la piel y por la tanto la cicatrizacion (Zhou et al 2016, Son
et al 2005). Asi mismo, tienen acciones anti-inflamatorias bien documentadas (Ashcroft et
al 1997b, Ashcroft et al 2003c). Sin embargo, en este estudio se encontré que al dia 7,
donde se da la fase de proliferacién, el grupo que recibid el tratamiento con estradiol
(OVX+E2) no obtuvo una acelerada y 6ptima reparacién tisular al compararse con los
grupos tratados con péptidos de coldgeno. Es recién al dia 14 en donde se pudo apreciar
una diferencia con el grupo control (OVX-VH). No se descarta el efecto de la
administracion de estradiol, ya que posiblemente como lo describié Mukai y col. (2014),
los efectos del estradiol se intensifican a partir del dia 7 post-laceracién para adelante.
Estos resultados estarian demostrando que la accién de los péptidos de coldgeno es mas
rapida que la accidon de los estrégenos sobre la reparacion tisular en animales

ovariectomizados.

En resumen, los resultados encontrados en la presente tesis demuestran que la
administracion oral de péptidos hidrolizados de colageno acelera la reparacidén tisular en
ratas hembras ovariectomizadas, disminuye el patrén inflamatorio, mejora la deposicién
de fibras de colageno, asi como un aumento de las mismas ddndole una mayor fuerza al
cierre de herida. Por otro
lado, se demostrd que la accion del colageno se encuentra acelerado en comparacion con

el tratamiento de estradiol, por lo cual, este estudio demuestra que el uso oral de
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péptidos hidrolizados de coldgeno resulta ser un tratamiento beneficioso para la

reparacion tisular en un modelo de ovariectomia.

VIll. Conclusiones

° La reparacion tisular se ve retrasada ante la ausencia de estrégenos inducida por la

ovariectomia de ratas hembras.

° Los tratamientos de coldgeno poseen un mejor efecto que el tratamiento

convencional con estrégenos en los pardmetros medidos de grosor de herida, grosor

epidérmico y células inflamatorias

. El tratamiento con 4000 mg.kg™ péptidos hidrolizados de coldgeno (OVX+PC3) en

el modelo de incisidn es la mejor dosis con efectos en reducciéon de grosor epidérmico y

células inflamatorias (neutréfilos y macréfagos).

° Los tratamientos con 2000 mg. kg’ y 4000 mg. kg. péptidos hidrolizados de
colageno (OVX+PC2 y OVX+PC3) en el modelo de escision son las mejores dosis con
mejores efectos en reduccién del grosor de herida, hiperplasia epidérmica y

reduccion de células inflamatorias (neutréfilos y macréfagos).

IX. Recomendaciones

Se ha visto causa-efecto en el andlisis histolégico de los péptidos de colageno de
anchoveta, sin embargo esto podria complementarse con andlisis inmunohistoquimicos
con el propdsito de medir citoquinas y factores de crecimientos los cuales puedan estar
implicados en el proceso que tienen estos péptidos de colageno sobre la reparacién

tisular.
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Seria importante en el futuro realizar un estudio toxicoldgico con la finalidad de evaluar el

efecto que tiene estos péptidos de coldgeno de anchoveta sobre el organismo.
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