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1 Resumen.

El análisis sobre la in�uencia del estrés en el cuerpo humano ha estado tomando
relevancia en los últimos 90 años, ya que estamos in�uenciados directamente a
lo largo de nuestra vida y a cada hora del día, en este trabajo se caracteriza
a nivel estructural y molecular la in�uencia del estrés �siológico, así como la
suplementación con astaxantina en el hueso cortical de ratones CD-1.
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2 Introdución.

Las consecuencias que se generan por estar sometido a estrés �siológico por
periodos prolongado puede variar, dependiendo de factores individuales, por
ejemplo, disposición biológica o física. Por lo tanto el estudio de la in�uencia del
estrés es un espectro bastante grande englobando la repercusión en los diferentes
sistemas del individuo como el suprarrenal, el neurológico y óseo.
El presente trabajo se centrará en el sistema óseo, ya que hay pocos estudios

sobre la in�uencia del estrés en él, es de vital importancia el caracterizar las
afectaciones a nivel molecular y estructural de este sistema, a si como también
el uso de antioxidantes para retrasar el proceso oxidativo que se genera por estrés
�siológico, porque dentro de sus funciones del sistema oseo está la protección
de órganos principales de golpes externos, al igual le proporciona movimiento
al cuerpo y sostén mediante la incorporación de tejido muscular, a su vez los
órganos como corazón, estómago e hígado se sostienen del tejido muscular.
El retraso del proceso oxidativo en los diferentes sistemas se logra con una

implementación en la dieta de antioxidantes, dentro de estos destacan tres:
vitaminas, compuestos fenólicos y los carotenoides, en este último encontramos
inmerso la astaxantina un potente antioxidante.
El estudio de las afectaciones a nivel estructural en el hueso se llevará a cabo

mediante la técnica de medición de microdureza, que consiste en hacer pequeñas
indentaciones sobre el material para conocer su comportamiento mecánico me-
diante la utilización de una carga o fuerza, con ello se mide su capacidad de
estabilidad-comportamiento-respuesta que es in�uenciada por la fuerza de sus
enlaces atómicos y su naturaleza. El análisis mediante espectroscopia con in-
frarrojo (técnica que se utiliza para el análisis de un componente en mezclas
con propiedades �sicoquímicas muy similares mediante las vibraciones de los
átomos de sus moléculas), se puede medir de manera directa las repercusiones
en la estabilidad del material (como las propiedades mecánicas), de igual forma
se puede realizar el análisis de las diferentes moléculas del hueso que pueden ser
modi�cadas por condiciones de estrés �siológico y el uso de astaxantina. Con
dicho análisis se tiene un mejor entendimiento de los cambios principales de la
estructura ósea al ser in�uenciadas bajo estos parámetros.
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3 Antecedentes.

3.1 Hueso.

El hueso es tegido conjuntivo especializado, cuyas propiedades físicas, permite
que pueda ser analizado a diferentes escalas dependiendo de nececidades y fun-
ciones especi�cas [1,2] (�gura 1a ). Para trabajar con este tipo de sistema
se tiene que delimitar el área a analizar, puesto que cambia totalmente sus
propiedades físicas como forma, tamaño y estructura en cada una de las escalas.

Figura 1a. Organización jerárquica estructural del hueso: Macro
estructural; hueso cortical y esponjoso, Micro estructural; osteones con

sistemas Haversianos, Submicro estructural laminillas; Nano
estructural; Conjuntos de �bras de �brillas de colágeno;

(Subnanoestructural) cristales minerales óseos, moléculas de colágeno y
proteínas no colágenosas [1].

La característica que distingue el tejido óseo de otros tejidos conjuntivos
es la mineralización de su matriz, que produce un tejido muy duro capaz de
proporcionar sostén y protección.
La ubicación de los tejidos óseos compacto y esponjoso varía de acuerdo

con la forma del hueso, estos se encuentran en partes especí�cas de los huesos,
entonces es útil, describir brevemente las clases de huesos [71]. Según su forma,
los huesos se pueden clasi�car en cuatro grupos:

� Huesos planos, que son delgados y anchos (p. ej., los huesos del calvario
(calota craneal) y el esternón). Están formados por dos capas relativa-
mente gruesas de tejido óseo compacto con una capa intermedia de tejido
óseo esponjoso.
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� Huesos irregulares, que poseen una forma que no permite clasi�carlos den-
tro de ninguno de los tres grupos anteriores; la forma puede ser compleja
(p. ej., vértebra) o el hueso puede contener espacios aéreos o senos (p. ej.,
etmoides).

� Huesos cortos, que tienen sus tres dimensiones casi iguales (p. ej., los
huesos carpianos de la mano).

� Huesos largos, que tienen una longitud mayor que las otras dos dimen-
siones y consisten en una diá�sis y dos epí�sis (p. ej., fémur, tibia y los
metacarpianos).

Los huesos largos tienen un cuerpo ( �gura 1b), llamado diá�sis y dos ex-
tremos expandidos que reciben el nombre de epí�sis. La super�cie articular de
la epí�sis está cubierta de cartílago hialino. La porción dilatada del hueso en-
tre la diá�sis y la epí�sis se denomina metá�sis, ademas, la diá�sis se extiende
hasta la línea epi�saria y una gran cavidad ocupada por la médula ósea, llamada
cavidad medular, forma la parte interna del hueso, en ésta, casi todo el espesor
del tejido óseo es compacto; a lo sumo, sólo una pequeña cantidad de hueso
esponjoso rodea la cavidad. En las epí�sis sucede lo contrario. Allí, el hueso
esponjoso es abundante y el hueso compacto apenas forma una delgada cubierta
externa [71].

Figura 1b. Estructura tipica de un hueso
largo [71].
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3.1.1 Nivel macro-estructural.

El hueso esponjoso (calloso) y cortical (compacto) a este nivel (cm) puede difer-
enciarse, con magnitudes variantes que depende de cada ser vivo y tipo de
hueso, por ejemplo un hueso largo como el fémur de ser humano tiene una parte
densa-compacta en el exterior con una capa interior porosa-esponjosa [2,7]. Los
huesos planos como las vertebras presenta una estructura en sándwich (capas
densas corticales afuera y una delgada estructura esponjosa de refuerzo dentro).
Aunque ambos tipos de hueso contienen una parte cortical y esponjosa con un
grado de porosidad o densidad [2, 3,4] (Figura 2).

Figura 2. Jerarquía de diferentes tipos (fémur y vertebra) de
hueso del ser humano a nivel macro- estructural, en donde se
muestra la estructura de hueso cortical y esponjoso. Imágenes

SEM [2].

En general, el material del hueso esponjoso (trabecular) es mucho más activo
metabólicamente que el hueso cortical, y por lo tanto es en promedio es "más
joven" teniendo una biomecánica diferente [2,28](�gura 3).
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Figura 3. Comparación biomecánica
del hueso trabecular y cortical [28].

Por lo tanto, aunque el hueso esponjoso y cortical puede ser del mismo tipo de
material, la maduración del material óseo cortical puede alterar las propiedades
mecánicas a nivel micro-estructural [2].

3.1.2 Nivel micro estructural.

Al pasar al nivelmicro estructural el hueso cortical contiene una conformación
muy distinta al esponjoso ( �gura 4). El cual está formado por diferentes es-
tructuras como por periostio, �bras de sharpe y tipos de laminillas [7,8].

Figura 4a. Esquema de hueso cortical, sección transversal
[ 5].
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Figura 4b. Esquema de hueso cortical, corte lateral [ 5].

Las laminillas (lamelas) de �bras de colágeno con un ancho de diámetro de
3-7 �m, se agrupan en capas concéntricas (3-8 lamelas) alrededor de un canal
para formar la unidad básica que se conoce como osteón. El osteón parece un
cilindro de unos 200- 300 �m de diámetro y 3-5 �m de largo casi paralela [2,5]
a lo largo del eje del hueso y se le considera como la unidad básica del hueso
cortical [2] (�gura 5).

Figura 5. SEM de un osteón del fémur de un
humano [14].

.
Cada osteón tiene un sistema vascular central llamado Canal de Havers

con diámetro del orden de 50 �m, dentro del canal están algunos nervios y
el trasporte de sangre, linfa para la mineralización se hace por el interior del
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canal, teniendo un módulo elástico es de 12 �5.5 GPa de tensión y resistencia
de 120 y 102 MPa [1,6].
Los canales deVolkman son de un diámetro de 5-10 �m y estos enlazana

los canales haversianos por una red de vasos sanguíneos y linfáticos, tanto los
canales de volkman y los canalículos tienden a situarse en planos perpendiculares
a los canales de havers [5,6]. ayudando al remodelado y remineralización de
hueso cortical.

3.1.3 Nivel nano estructural.

A escala nanométrica se puede visualizar la construcción básica del tejido óseo
conformada de tres fases y/o pilares que son fase inorgánica, orgánica y liquida
[9,14]. En peso, el hueso es aproximadamente 60% inorgánico Hidroxiapatita
(HAP), 30% orgánico (colágeno) y 10% agua [9] (�gura 6).

Figura 6. Cristales de hidroxiapatita (izquierdo).
Fibras de colágeno (derecho) observadas por TEM

[15].

Fase inorgánica (mineral). La fase inorgánica del hueso consta de un min-
eral cerámico del tipo cristalino, más a menudo denominado hidroxiapatita
(HAP) ; Ca10 PO4 6 OH2 [9,10] que es una forma impura de fosfato cál-
cico natural con una estructura de tetraedros de iones de PO4 sostenidos por
iones de Ca10 interceptados y una columna con iones de OH para equilibrarla.
La HAP ósea no es HAP pura porque los diminutos cristales de apatita

forman placas de 2- 5 nm de espesor con 15 nm de ancho 20 a 50 nm de largo,
dentro de estas hay impurezas tales como potasio, magnesio, estroncio y sodio
en lugar de los iones calcio, carbonatos en lugar de los iones fosfatos y cloruros
o �uoruros en lugar de los iones hidroxilo con un pH promedio de 4.2 [10].
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Las propiedades de estas apatitas dependen fuertemente de la cristalin-
dad, composición química y de su morfología cristalina [11], por ejemplo se
ha demostrado que la hidroxiapatita carbonatada (CO3HAP) tiene mejor bio-
compatibilidad y propiedades osteoconductiva, utilizadose comúnmente para
reparar tejidos dañados y enfermos [12,13]. Otra propiedad importante de la
hidroxiapatita es su capacidad para unirse con alta a�nidad a moléculas biológi-
cas. Por ejemplo, hidroxiapatita se ha utilizado como una resina para puricación
cromatográ�ca de proteínas y plásmidos de ADN [11], esta a�nidad se debe a
la supercie mineral que contiene los iones positivo Ca2 y negativo PO43 capaces
de unirse electrostáticamente con moléculas biológicas básicas y ácidas, respec-
tivamente.
La HAP es sensible a cambios de pH (morfología cristalina), temperaturas

(cristalización) y a sustancias que promueven o inhiben el crecimiento de los
cristales. La HAP presenta cambios morfológicos cuando es tratado a diferentes
de pH (�gura 7) mostrando que la HAP es un material químicamente activo.

Figura 7. Imágenes SEM; a) nano-bastones pH 7.0; b) micro-esferas pH 5.0; c)
micro-�ores pH 4.5; d) micro-laminillas pH 4.0 [27].

El conocer como se reorganiza y estabiliza este mineral ayudara en concer las
propiedades mecánicas y físicas del hueso por ser un componente importante en
la formación de este tejido, en su análisis con FT-IR para la micro esfera de ph
5 �gura 8, indica la presencia de OH, H2O, HPO42 , PO

4
3 y CO

3
2 . Los picos en

3571 y 633 cm �1 pertenecen a OH- ions, y el pico 879 cm�1 es causado por los
grupos HPO42 , el ancho de banda para 3416 cm

�1es atribuida a las vibraciones
del grupo O-H del H2O que es absorbida [27].
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Figura 8. FT-IR, micro-esferas de Ca5(PO4)3OH; pH 5.0
[27].

En picos 1459 y 1415 cm�1 es formado por los grupos CO�23 con la presencia
de agua en ellos. Las bandas en el rango de 490-630 cm�1 (564, 603 cm�1)
pertenecen a las vibraciones de los enlaces de (PO4)�3. Las bandas (900-1107
cm�1) en 1094 y1032 cm�1son adscritas a las vibraciones de los enlaces de los
grupos PO4 [22,32], la banda adicional en 2925 y 2854 cm�1 son de los grupos
CH2, cadenas de surfactantes de materia orgánica ligada a las partículas de
HAP.
Para moléculas orgánicas cortas como el pirofosfato y citrato inhiben elcrec-

imiento de los cristales debido a que distorsionan la red cristalina, mientras que
para moléculas largar como proteínas afectar directamente a los enlaces cuando
los cristales crecen afectando no solo a las redes sino también las masa molar
[29].
La forma de la red cristalina de las HAP varía por diferentes factores, las

dos arreglos principales; monoclínica y hexagonal. La red monoclínica de HAP
es más estable termodinámicamente que HAP hexagonal, la mayor diferencia
entre estas dos, es la orientación de sus grupos hidroxilos. Mientras que la mon-
oclínica tiene sus grupos hidroxilos en una sola dirección, la hexagonal los tiene
distribuidos de de manera que se le facilite su interacción con otras molécu-
las. Esto nos lleva a que los cristales de la monoclínica son más difíciles de
disolver que la hexagonal y su crecimiento es más sistemático. La presencia de
estas dos fases tiene un relevante impacto en el control de biomineralización y
desmineralización.

Fase orgánica. La fase orgánica del hueso consiste principalmente en colágeno
tipo I (90%) y otros tipos de colágeno menores (III y VI) al igual que una
variedad de 200 proteínas no colagenosas (PsNC) como la osteocalcina, la os-
teonectina, la osteopontina y la sialoproteína que representan el 10% restante.
La molécula de colágeno en el hueso tienen un diámetro aproximado de 1.5 nm
y una longitud de 300 nm [15].
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Las �brillas de colágeno tienen un rango de 20 a 100 nm de diámetro, lo que
sugiere que hay 200 a 800 moléculas de colágeno en una �brilla [16]. Cada �brilla
está construida por tres cadenas de polipetidos, formado una triple hélice con
cerca de1000 aminoácidos (Figura 9), ordenadas en paralelo entre sí de principio
a �n con un hueco o "zona de ori�cio" entre cada �brilla [17] (�gura 10).

Figura 9. Molécula de colágeno[16].

Figura 10. Ilustración (no a escala) ; A) trozos de �brillas
de colágeno superpuestas[17], B) conjunto de �brillas de
colágeno que asu vez forman canales[18], C) placas de

cristales en los canales[19].

Las moléculas de colágeno suelen asociarse entre sus extremos, ello mediante
enlaces (crosslinks) electrostáticos y/o covalentes (�gura 11,) lo que nos lleva a
un agrupamiento discontinuo entre las moléculas de colágeno en su eje longitudi-
nal. Los enlaces que provienen de las �brillas dan propiedades mecánicas como
fuerza y visco-elasticidad, además sé sabe que los crosslinks del colágeno son
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concentraciones de grupos prostéticos, especí�camente, residuos de peptidilo de
lisina (Lys), hidroxilisina (Hyl) e histidina (His) [21].

Figura 11. Esquema de enlaces cruzados en las �bras
de colágeno [21].

Un factor importante dentro de las propiedades del colágeno es el grado de
hidratación ya que le da propiedades visco-elásticas, in�uyendo en la desnatural-
ización y mineralización de la triple hélice de las �brillas, por ejemplo presentan
cambios de espacios entre �brillas no mineralizadas húmedas de 1.55 nm a 1.1
nm mineralizadas húmedas. La cantidad de agua que se almacena en cada �b-
rilla de colágeno es de 48% de su volumen y en la zona de traslapes es el 35%.
Las propiedades físicas del hueso, depende de dos aspectos muy importantes que
son la cantidad de colágeno y la cantidad de minerales que está inmerso en el
[21].

3.1.4 Proceso de mineralización.

La mineralización de tejido óseo ocurrede manera organizada ya que los min-
erales aparecen de forma especí�ca en las regiones de huecos y traslapes de las
�bras de colágeno, mineralizando esa zona, ocurriendo progresivamente la min-
eralización de la matriz principal, Haciendo la aparición de cristales en toda la
región de los huecos que posteriormente se solidi�cara en forma de fosfato de cal-
cio convirtiéndose en HAP ósea, dando como resultado una �brilla mineralizada
[30], �gura 12.
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Figura 12. Minerales presentes entre el espacio
intermolecular de las Fibras de colágeno [20].

Este grado de mineralización consta de dos fases: la primera llegara al 70%
de su tope dentro los primeros 13 días y el segundo con el 30 % restante lo
recabara al transcurso del tiempo [23,24].
Estas partículas (minerales) son muy pequeñas del orden de apenas unos

cuantos nanómetros, tanto el arreglo y densidad de estas in�uye en las propiedades
físicas del hueso [21] en los estudios mediante EDX o qBEI, los grados de asim-
ilación de esta mineralización en el tejido óseo depende de la especie, con una
variación entre 30 a 55 % o 50 a 74 % del volumen [21]. A pesar de que la
cantidad de minerales no es homogénea y que esta función ayuda al remodelado
de hueso (intercambio de tejido viejo por nuevo) el tejido óseo se mineraliza por
paquetes dependiendo de la edad del tejido (�gura 13) [22].

Fig.13.qBEI de hueso donde se
muestra el número de minerales
contenidos en porcentaje de

volumen [22].
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Otras moléculas como los biofosfanatos ayudan a incrementar el grado de
mineralización de los diferentes paquetes tras un cambio brusco ( fractura del
hueso) de las moléculas mineralizadas. La densidad de distribución del hueso
mineralizado (DDBM) es un método que reporta la edad y la forma de paquetes
de moléculas mineralizadas independientemente de la edad, el género y tipo de
hueso [25], cabe aclarar que estos cambios de mineralización ocurren in-vivo.
El tamaños de estos paquetes de mineralización van de rangos de 2 a 7 nm, una
longitud de 15 a 200 nm y un grosor de 10 a 80 nm, en forma de platos e incluso
también se reportan en forma de agujas [25].
Debido a la forma en que se da el proceso de la mineralización, ésta le

proporciona ciertas propiedades mecánicas al hueso que lo hace ser un sistema
anisotrópico ya que estas dependen del grado de remodelación y mineralización.
En estudios reportados[21, 28,29] concluyen que hay una relación entre el grado
de mineralización con la rigidez y esta a su vez con la susceptibilidad a romperse.
El método por el cual también se puede ver el grado de mineralización del tejido
es mediante espectroscopia IF-IR.
El tejido oseo es formado por celulas que al ser alteradas mediante estumulos

metabolicos como mala alimentación o estrés, propician el envejecimiento y
muerte de estas.

3.2 Estrés.

Desde un punto de vista biomédico, el estrés es el mecanismo general del or-
ganismo para adaptarse a in�uencias, cambios, exigencias y tensiones a los que
podría estar expuesto [31], también es llamado como conjunto de procesos cau-
sados por mantener la homeostasis [32], a esta adaptación se le atribuye el
término de Síndrome General de Adaptación (SGA) que son respuestas �siológ-
icas estereotipadas del organismo que se produce ante un estímulo estresante,
sin importar que lo provoca [33].
Ante cualquier estimulo que perturbe el estado de homeostasis del individuo,

se requiere la participación de corazón, músculos y cerebro, la participación de
todos estos órganos dan lugar a una serie de procesos �siológicos, como la ac-
tivación del sistema nervioso simpático, medula adrenal, sistema hipotalámico-
pituitaria-adrenal (HPA), también se presenta un incremento del metabolismo
basal mediado por la duración del factor estresante durante este proceso [32].
A través de la activación del sistema nervioso simpático se estimula la secre-

ción de hormonas simpato-neuronales y simpato-adrenomedulares (catecolami-
nas y glucocorticoides) [34].
Clínicamente el estrés se clasi�ca de acuerdo a:

� a). Generadores: Físico, psicológico, social, cambio repentino,cardio-
muscular, metabólico y químico.

� b). Duración: Agudo y crónico. El estrés agudo es simple, intermitente y
de tiempo limitado de exposición, mientras que el crónico es una exposición
continuamente larga e intermitentemente.
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Durante el estrés crónico la activación simpática supone la secreción de cate-
colaminas a través del sistema neuronal. Estas hormonas-neurotransmisoras son
las encargadas de mantener la homeostasis.
La médula suprarrenal responde a diferentes factores estresantes como la in-

movilización, hipoglucemia, angustia emocional, shock y miedo [35], activando
respuestas como la dilatación de las pupilas, vasodilatación muscular y vasocon-
stricción cutánea [32].
Los efectos de estímulos estresores en los niveles de catecolaminas adrenomedu-

larias han sido determinados por estudio que exponen episodios de inmovi-
lización durante dos horas [36], presentando un decremento entre el 15%y el
20% del total de epinefrina (E) o adrenalina, sin cambios signi�cantes en nore-
pinefrina (NE) o noradrenalina.
La adrenalina es segregada por la médula suprarrenal, especialmente en casos

de estrés psíquico, crónico y/o por ansiedad, por otro lado la noradrenalina es
segregada por las terminaciones nerviosas simpáticas con un aumento de su
concentración en el estrés de tipo físico y en situaciones de alto riesgo o de
agresividad [32].
Ante numerosos estímulos estresantes físicos y emocionales se generan al-

teraciones; ciclo sueño/vigilia, alimentación y en neurotransmisores como la
adrenocórticotropa (ACTH), serotonina, NA, GABA y endor�nas. Estos neuro-
trasmisores estimulan al hipotálamo, especí�camente a los núcleos paraventric-
ulares, para que sinteticen y secreten la hormona liberadora de la corticotropina
(CRH) a la sangre. A través de la sangre, la CRH actúa sobre la adenohipó�sis
estimulando la síntesis y secreción de hormona adreno córticotropa (ACTH),
la cual entra al sistema sanguíneo y actúa sobre la zona fasicular de la corteza
suprarrenal, aumentando principalmente los niveles del gluco corticoide cortisol.
Cuando existe una repetición del mismo parámetro de estrés, los niveles de cate-
colaminas regresan a lo normal y restablecen un alto nivel basal (parámetros de
homeostasis) [37].
También se ha reportado que al aplicar diariamente por una persona y por

varias semanas el estrés mediante inmovilización en ratones, los niveles de cate-
colamina son elevados [38] pero a la inducción repetitiva con periodos de des-
canso estas se estabilizan [39], bajando los niveles deadrenalina y adrenocórti-
cotropa pero no bajando los niveles de noradrenalina [40]. En contraste, cuando
el estrés es producido por diferentes personas en el mismo ratón, la adrenalina
se incrementa igual que la noradrenalina, estas mismas son controladas por los
sistemas simpato-adrenomedular y simpato-neural [41].
Cuando el estrés induce una descarga hormonal de corticotropina proveniente

del núcleo paraventicular del hipotálamo, la ACTH es liberada de la glandula
pituitaria y glucocortoide, agudizando la hiperplasia en la zona de la corteza
adrenal, entonces el estrés crónico no solo afecta al ACTH sino también ala
corteza adrenal, cuando los animales son expuestos a un continuo o intensivo
estimulo estresante la glándula ACTH gradualmente regresa a su normalidad.
Además ante cualquier tipo de estímulos los niveles de glucocorticoides son altos
y por ende los individuos presentan un incremento de cortisol basal [42]. En
el sistema nervioso central - SNC produce catecolaminas al metabolisar estos
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proceso y la producion de estas son una fuente importante de radicales libres,
tal paso es catalizado por la monoamina al oxidarse (MAO), durante la ruptura
metabólica de serotonina y noradrenalina (NA), se produce peróxido (H2O2)
generando un estrés oxidativo [43] .

3.3 Radicales libres.

Los radicales libres (RL) son especies químicas con uno o dos electrón sin
aparear, el electrón desemparejado es altamente reactivo ya que busca empare-
jarse con un electrón libre, esto da lugar a la producción de otro RL. El radical
libre recientemente producido es inestable en la mayoría de los casos y como re-
sultado también puede reaccionar con alguna molécula para producir uno más.
De este modo, puede producirse una reacción en cadena de RL´s, dando lugar
a reacciones cada vez más perjudiciales. La mayoría de los RL que dañan los
sistemas biológicos son los del nitrogeno, hidrogeno y oxígeno ademas de otras
especies de oxígeno reactivo, que son subproductos formados en las células de
los organismos aeróbicos[72].
El daño celular producido por las especies reactivas del oxígeno ocurre sobre

diferentes macromoléculas:

1.- Lípidos. Es aquí donde se produce el daño mayor en un proceso que se
conoce como peroxidación lipídica, afecta a las estructuras ricas en ácidos
grasos poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana
celular produciéndose edema y muerte celular. La peroxidación lipídica o
enranciamiento oxidativo representa una forma de daño hístico que puede
ser desencadenado por el oxígeno, el oxígeno singlete, el peróxido de
hidrógeno y el radical hidroxilo. Los ácidos grasos insaturados son com-
ponentes esenciales de las membranas celulares, por lo que se cree son
importantes para su funcionamiento normal, sin embargo, son vulnerables
al ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxígeno [72].

Los factores que in�uyen en la magnitud de la peroxidación lipídica son:

a) La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente inicializador.

b) Los contenidos de la membrana en ácidos grasos poliinsaturados y su ac-
cesibilidad.

c) La tensión de oxígeno.

d) La presencia de hierro.

e) El contenido celular de antioxidantes (betacarotenos, alfatocoferoles, glu-
tatión).

f) La activación de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de reacción
como es el caso de la glutatión peroxidasa (GSH-Prx).
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Una vez que se inicia, el proceso toma forma de �cascada�, con producción de
radicales libres que lleva a la formación de peróxidos orgánicos y otros productos,
a partir de los ácidos grasos insaturados; una vez formados, estos radicales libres
son los responsables de los efectos citotóxicos [44].

2.- Proteínas. Hay oxidación de un grupo de aminoácidos como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina; además se forman entrecruzamientos de
cadenas peptídicas, y por último hay formación de grupos carbonilos.

3.- Ácido desoxirribonucleico (ADN). Ocurren fenómenos de mutaciones y
carcinogénesis, hay pérdida de expresión o síntesis de una proteína por
daño a un gen especí�co, modi�caciones oxidativas de las bases, delec-
ciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteínas, reordenamien-
tos cromosómicos y desmetilación de citosinas del ADN que activan genes.
El daño se puede realizar por la alteración inactivación/pérdida de algunos
genes supresores de tumores que pueden conducir a la iniciación, progre-
sión, o ambas de la carcinogénesis). Los genes supresores de tumores
pueden ser modi�cados por un simple cambio en una base crítica de la
secuencia del ADN.

Los radicales libres (radicales de hidroxilo y peróxido) y las formas alta-
mente reactivas del oxígeno, son producidos en el cuerpo durante las reacciones
metabólicas normales del ser vivo, esto también se produce durante el estrés �-
siológico, contaminación del aire, el tabaco, la exposición a productos químicos
o la exposición a rayos ultravioleta (UV) estos tambien llamados pro-oxidantes
[71]
Los fagocitos también pueden generar un exceso de radicales libres. Los

radicales pueden dañar el ADN, las proteínas y las membranas lipídicas. El
daño oxidativo por los radicales se ha relacionado con el envejecimiento, la
aterogénesis, lesión por isquemia-reperfusión, retinopatía infantil, degeneración
muscular, carcinogénesis y osteoporosis [44].

Existen varios sitios de producción de especies reactivas de oxígeno (ROS):
transporte de electrones mitocondrial, ácido graso peroxisomal, citocromo P-450
y células fagocíticas [45] ademas que el estres tambien produce ROS, creando
una descompensacion de Antioxidantes- RL´s.

3.4 Antioxidantes.

Un antioxidante es una sustancia quimica, presente a bajas concentraciones con
respecto a las de un sustrato oxidable (biomolécula), retardando o previendo la
oxidación de sustrato.
El antioxidante al interactuar con el RL le cede un electrón oxidándose a su

vez y transformándose en un RL débil no tóxico y que en algunos casos como
la vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por la acción de otros
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antioxidantes. No todos los antioxidantes actúan de esta manera, los llamados
enzimáticos catalizan o aceleran reacciones químicas que utilizan sustratos que
a su vez reaccionan con los RL [72].
Existen dos tipos de antioxidantes: exógenos o antioxidantes que ingresan

a través de la cadena alimentaria y endógenos que son sintetizados por la célula
(Tabla 1. 1.)

Tabla 1.1 . Tipos de antioxidantes

Varios tipos de antioxidantes estimulan la oxidación de los lípidos, esto puede
tener mérito en mejorar el síndrome metabólico [47, 48,49]. Un tratamiento
antioxidante exogenos (naturales y/o sintéticos) tiene por lo tanto gran promesa
en el alivio de algunos de los efectos producidos por el estrés oxidativo [46]. Los
antioxidantes naturales presentes en los vegetales y en algunos animales han
sido estudiados por su papel en la protección de diversas enfermedades como
ciertos tipos de cáncer, enfermedades del corazón y la degeneración muscular
relacionada con la edad. Evidencia experimental sugiere que estos compuestos
son importantes en la protección de macromoléculas biológicas contra el daño
oxidativo [50,51].
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Una dieta en antioxidantes carotenoides (Tabla1. 2), pueden ayudar a pre-
venir enfermedades humanas. Los carotenoides son potentes antioxidantes bi-
ológicos que interaccionan con el electrón libre del oxigeno [52,53].

Tabla 1. 2. Presencia de carotenoides en algunos
alimentos [54].

La astaxantina es el principal pigmento carotenoide encontrado en animales
acuáticos como el salmón, trucha, besugo, camarones, langosta y huevos de peces
aun que también están presentes en aves como los �amencos y codornices [55].
Además la astaxantina está estrechamente relacionada con otros carotenoides,
tales como b-caroteno, zeaxantina y luteína.
En estudios relacionados con la luteína y la densidad ósea en ratones [70], se

encontró un aumento signi�cativo en masa ósea femoral en ratones tanto in vivo
como in vitro, derivado de un aumento en la producciónde osteoblastos maduros
concluyendo que los antioxidantes carotenoides como la luteína promueve una
mineralizaciónósea y por ende cambia las propiedades físicas intrínsecas del
hueso como la rigidez, �exibilidad y dureza.
Por lo tanto la presencia del hidroxilo en cada anillo de ionona (�gura 14)

en los carotenoides, explica algunas características únicas, como la capacidad
de esteri�cado o mayor actividad antioxidante [56], atribuyéndole muchos de los
factores metabólicos y �siológicos funcionales de los carotenoides.
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Figura 14. Estructura de diferentes carotenoides [56].

La metodología para evaluar componentes inorganicos de la matríz ósea se
realizara mediante la microdureza.

3.5 Microdureza.

Algunas de las propiedades mecánicas más importantes de un material son la
resistencia, ductibilidad, rigidez yla dureza [58]. Para poder caracterizar cada
una de ellas se requiere aplicar técnicas muy especi�cas dependiendo de var-
ios aspectos o consideraciones, por ejemplo, es indispensable primero tomar en
cuenta la respuesta de los materiales a las fuerzas aplicadas, esto es:
1.- Tipo de enlace (tablas 2 y 3).
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2.- Disposición estructural de los átomos o moléculas.
3.-Tipo y número de imperfecciones, que están siempre presentes en los sóli-

dos.

Tabla 2. Tipos de enlaces atómicos primarios (químicos) [59].

Tabla 3. Tipos de enlaces atómicos secundarios [59].

La energía de enlace presente en cada una de las tablas 3 y 4 es la energía
mínima que se requiere para formar o romper el enlace, en consecuencia los
materiales que tienen una energía de enlace grande también tiene una resistencia
y una temperatura de fusión alta.
Hay otras propiedades que se pueden considerar en la relación entre fuerza-

distancia y energía, por ejemplo el módulo de elasticidad E de un material,
que es la pendiente de la curva de esfuerzo- deformación en la región elástica
(�gura15), este módulo es llamado también como �modulo de Young�.
Una pendiente grande en módulo de elasticidad se relaciona con una mayor

energía de enlace y un mayor punto de fusión, esto equivale a una mayor fuerza
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necesaria para estirar el enlace; en consecuencia, el material tiene un módulo de
elasticidad grande [60].

Figura 15. Curva fuerza- distancia para dos materiales,
donde se observa la relación entre enlazamiento atómico y
modulo de elasticidad, con una pendiente df/da muy
pronunciada que determina un modulo grande [60].

Tabla 4. Fortaleza del hueso y otros materiales comunes
[61].

Las fuerzas entre los enlaces moleculares ( fuerzas de atracción y repulsión
entre los átomos que las componen), son las que determinan el comportamiento
elástico del material. La elasticidad es entonces la capacidad de un material para
absorber energía en el límite elástico, representando la relación entre la energía
que se pierde al recuperarse su estado antes de la deformación, y la energía
necesaria para producirla. En los materiales elásticos perfectos esta proporción
debe ser igual a uno, pero en los materiales reales, siempre existe alguna cantidad
de energía que se disipa en forma de calor, por fricción interna del material. Para
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tener una gran elasticidad, el material debe poseer una notable resistencia al
esfuerzo mínimo de deformación y un modulo de elasticidad bajo [59].
Las pruebas de microdureza miden la resistencia de la super�cie de un mate-

rial a la penetración (indentación) con un objeto duro, a lo cual es una medida
cualitativa de la resistencia del material, el principio de la microindentación con-
siste en aplicar un carga(10-1000 gf) y posteriormente medir las dimensiones de
la impresión que queda en el material una vez que se ha retirado [60,61].
La microdureza del material se de�ne entonces como la relación entre la carga

de microindentación, el parámetro representativo de el área de la impresión
residual y la geometría del indentador( �gura 16).

Figura 16. Calculo del área de
indentación [63].

Para calcular la profundidad de indentación se utiliza la relación ( �gura 17)
:

Figura 17. Cálculo de profundidad de
indentación [63].
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Como ya se mención, la geometría del indentador tiene un factor importante
por ejemplos en la prueba de microdureza Knoop (�gura 18).

Figura 18. Geometría del indentador knoop .
Dm: diagonal menor, DM: Diagonal mayor, � :
ángulo asociado a la diagonal mayor (172.5�), � :
ángulo asociado a la diagonal menor(130�) [63].

El cálculo de la dureza Knoop (HK) se considera apartir de la longitud del
guión impreso en el material y la carga ( �gura 19).

Figura 19. Ecuación para el Cálculo de dureza tipo knoop [63].
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Para nuestro caso, las pruebas de indentación se utilizan para mapear las
propiedades biomecánicas del hueso cortical, el subyacente como el hueso tra-
becular que está cerca de las articulaciones diartrópicas o hueso adyacente a
los implantes. Las propiedades biomecánicas de hueso en estas regiones son
clínicamente importantes en los estudios de la progresión de la osteoartritis y el
reemplazo de la articulación artroplastica. La dureza del hueso se estima como
la carga máxima dividida por el área de la sección transversal del indentador
(tabla 5).

Tabla 5. Algunas propiedades del hueso.

Se utilizara el estudio mediante IR para analizar los componentes tanto
organicos como inorganicos del hueso.

3.6 Infrarrojo.

La espectroscopia infrarroja es sin duda una de las técnicas analíticas más im-
portantes disponibles para los cientí�cos de hoy. Una de las grandes ventajas
de esta espectroscopia es que prácticamente cualquier muestra en cualquier es-
tado puede ser estudiada (líquidos, soluciones, pastas, polvos, películas, �bras,
gases) prácticamente todas las super�cies pueden ser examinadas con una elec-
ción juiciosa de la técnica de muestreo. La espectroscopia infrarroja es una
técnica basada en las vibraciones de los átomos de una molécula.
Un espectro de infrarrojo se obtiene comúnmente pasando radiación dein-

frarrojo a través de una muestra y determinando qué fracción de la radiación
incidente se absorbe a una energía en particular, la energía de un pico en el
espectro absorción corresponde a la frecuencia de una vibración de una parte
de una muestra molécula [57].
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El espectro infrarrojo abarca los rangos de infrarrojo medio (2.5-25 mi-
crómetros = 4000-400 cm�1) y el infrarrojo lejano (25 -1000 micrómetros =400-
10 cm�1) es en estas regiones en donde la mayoría de las moléculas presentan
una absorción o emisión por el cambio de bandas debido a la interacción con
la radiación del campo. La cantidad de energía absorbida o emitida es equiva-
lente a la diferencia de energía entre los estados de baja vibración y los estados
electrónicos base de la molécula [57].
Para sacar los espectros, se requiere una mínima cantidad de muestra por lo

cual es una medición no destructiva, facilitando así la evaluación espectral de
los compuestos, por lo tanto es una información concentrada de la composición,
constitución de algunas propiedades físicas de la muestra [57].

3.6.1 Absorción infrarroja.

La espectroscopia infrarroja está basada en el fenómeno de absorción infrarroja
por vibraciones moleculares. Para que sea posible la absorción de la energía
infrarroja por parte de una sustancia, es necesario que la energía que incide sobre
ella sea del mismo valor que la energía de vibración que poseen las moléculas de
la sustancia [57].
En una molécula existen diferentes átomos que forman distintos enlaces, en

el espectro de infrarrojo aparecerán bandas de absorción a distintos valores de
frecuencia y de longitud de onda [57].
Por ejemplo, la región situada entre 1400 y 4000 cm�1, es de especial utilidad

para la identi�cación de la mayoría de los grupos funcionales presentes en las
moléculas orgánicas. Las absorciones que aparecen sobre esta zona, proceden
fundamentalmente de las vibraciones de estiramiento. La zona situada a la
derecha de 1400 cm�1 es por lo general compleja, debido a que en ella aparecen
vibraciones de estiramiento de �exión. Cada compuesto tiene una absorción
característica en esta región, es por ello que se le denomina como la región de
las huellas dactilares [57].
El momento dipolar eléctrico de una molécula puede cambiar durante la

vibración. Es decir la interacción de radiación infrarroja con la molécula puede
ser entendida en términos de los cambios dipolares moleculares asociados con la
vibración o rotación de estas ( �gura 20).
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Figura 20. El momento
dipolar de la molécula
cambia conforme los

enlaces se expanden o se
contraen [57].

Los átomos en las moléculas se mueven relativamente de un lado a otro, la
longitud de los enlaces puede variar de un átomo a otro. Por lo que también se
toma en cuenta que puede moverse también fuera del plano [57].

3.6.2 Modos vibraciones.

La interacción de radiación infrarroja con la materia puede ser entendida en
términos de los cambios de los dipolos moleculares asociados con las vibraciones
y rotaciones [57].
Por ejemplo para modelos básicos de las moléculas, puede verses como un

sistema de masas unidas por enlaces con ciertas propiedades. Para el primer
caso de moléculas diatómicas se tiene tres grados de libertad: traslacional y dos
grados de libertad rotacional, para esta molécula solo hay una vibración posible
correspondiente al estiramiento o contracción de los enlaces [57]. La vibración
puede involucrar algún cambio en la longitud del enlace (estiramientos) o elán-
gulo de enlace (�gura 21), también existe más movimientos llamados �exión
(�gura 22).
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Figura 21. Modos de vibración [57].

Figura 22. Vibración de �exión, donde + y �se re�ere a
vibraciones Perpendiculares al plano [57].

En moléculas poliatómicas que contienen N átomostendrán 3N grados de
libertad, tabla 6. Los grupos de moléculas triatómicas pueden ser distinguidas
en dos grandes grupos, lineal y no lineal (�gura 23) [57].

Figura 23.Grupos de moléculas
triatómicas.
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Tabla 6. Grados de libertad de moléculas [57].

En términos generales y para comprender más rápidamente a los sistemas
físicos se considera que una molécula diatómica solo tiene un modo de vi-
bración correspondiente a movimiento de estiramiento, para moléculas del tipo
triatómico no-lineal (A-B-A) tiene tres modos, dos que le corresponden por cada
movimiento de estiramiento y el resto de modos le corresponde a movimiento
de �exión. Una molécula triatómica del tipo no-lineal tiene 4 modos: dos que
tienen una misma frecuencia y dos más para el estado degenerado [57].
Algunos enlaces pueden estirarse en fase (estiramientos simétricos) o fuera

de fase (estiramientos asimétricos) (Figura 24).

Figura 24. Tipos de estiramiento [53].

El espectro infrarrojo puede ser dividido en tres principales regiones. In-
frarrojo lejano(< 400 cm�1), infrarrojo medio (4000�400 cm�1), infrarrojo cer-
cano(13 000�4000 cm�1) [64].

3.6.3 Infrarrojo medio.

El espectro del infrarrojo medio se divide en 4 regiones. Región de estiramiento
X�H (4000�2500 cm�1), enlace triple (2500�2000 cm�1), doble enlace (2000�
1500 cm�1), huella dactilar (1500�600 cm�1) ( �gura 25).
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Figura 25. Espectro de infrarrojo de hexilanima con regiones delimitadas
[57].

La vibracionesen la región (4000-2500 cm�1) le pertenecen a estiramientos de
pares como O�H, C�H y N�H, el estiramiento O�H se produce particularmente
con un rango de ancho de banda de 3700-3600 cm�1, para el estiramiento N�H
es usualmente observado entre 3400-3300 cm�1, el estiramiento de banda del
C�H como los compuestos alifáticos ocurre en el rango de 3000�2850 cm�1.
Si el enlace C�H es adyacente a un doble enlace o a un anillo aromático el
estiramiento C�H incrementa el número de onda y es absorbida entre 3100 y
3000 cm�1 [57].
El estiramiento de los triples enlaces se da en la región 2500-2000 cm�1,

por ejemplo los enlaces C�C absorben el IR entre 2300 y 2500 cm�1 mientras
que el grupo nitrilo (C�N) entre 2300-2200 cm�1. En ésta región se pueden
distinguir los estiramientos C�C ya que son normalmente muy débiles mientras
que el estiramiento C�N es medianamente intenso, además hay absorciones que
pueden cruzar se con algunos estiramientos de absorción del tipo X�H, donde
X es un átomo mas masivo que el fosforo o el silicio sucediendo particularmente
cerca de 2400 y 2200 cm�1 [57].
Las bandas de absorción en la región 2000�1500 cm�1 le pertenecen a esti-

ramientos de enlaces pares como C=C y C=O. El estiramiento del grupo car-
bonilo es una de las absorciones más fácil de reconocer en el espectro infrarrojo,
ya que es usualmente intensa en el espectro. El tipo de enlace C=O ocurre en
la región de 1830�1650 cm�1 pero si existe la presencia de algún metal en el
grupo carbonilo éste puede absorber sobre 2000 cm�1. El estiramiento C=C es
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muncho más débil y ocurre alrededor 1650 cm�1, pero esta banda es a menudo
ausente en espectro debido a la simetría del momento dipolar aun que también
en esta región ocurre el estiramiento C=N [57].
En principio el espectro de bandas bien comportadas es asignado por la

deformación en particular de las moléculas, sin embargo para un espectro en
donde las bandas que no son bien comportadas se debe a que hay varios números
de onda para moléculas similares, esta simplicaciones pueden ser vibraciones de
�exión perteneciente a la región 1500�650 cm�1 [57].

3.6.4 Puente de hidrogeno.

La presencia de puentes de hidrogeno en moléculas biológicas es de gran impor-
tancia debido a que la actividad del acido desoxirribonucleico (DNA) presenta
este tipo de enlace. Los puentes de hidrógeno se establecen entre un átomo
de hidrógeno que está unido a un elemento muy electronegativo y con radio
iónico pequeño (como el oxígeno y/o nitrógeno) el cual es atraído por un se-
gundo elemento con características similares de manera que el hidrógeno queda
compartiendo uno de sus electrones entre cada uno de los átomos. En estas
condiciones el átomo de H se encuentra sin uno de sus electrones y se comporta
como un H+. El puente de hidrógeno puede formarse entre moléculas diferentes
o iguales. Entre las interacciones débiles el puente de hidrógeno es una de las
más fuertes. Estas interacciones son fundamentales en el mantenimiento de los
niveles estructurales superiores de proteínas y ácidos nucléidos. Un ejemplo
se puede apreciar en el H2O y también entre grupos OH y NH2 en algunas
moléculas [57] (�gura 26).

Figura 26. Puentes de
hidrogeno en algunas
moléculas; a)agua, b)

OH-NH2 [57].

Los grupos OH son enlaces de hidrogeno que absorben a una frecuencia de
3500 cm�1. Si se analiza el espectro de un compuesto en que no hay uniones
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de hidrogeno, la absorción presenta un pico nítido centrado en esta frecuencia;
por el contrario, si hay enlaces de hidrogeno, el pico se ensancha considerable-
mente y el centro se desplaza a una frecuencia más baja. El ensanchamiento
del pico de absorción es característico del puente de hidrogeno [27]. Los en-
laces de hidrogeno tienen un importante efecto en la espectroscopia infrarroja
ya que éstos in�uyen en la rigidez y algunas otras alteraciones presentes en las
frecuencias de vibraciones.

3.6.5 IR- FT en el hueso.

Los espectros de infrarrojo (IR) proporcionan información cualitativa sobre to-
dos los componentes que tienen vibraciones IR activas, en el caso del hueso esto
incluye las proteínas, el fosfato mineral, los lípidos y carbonatos. La información
estructural relacionada con el mineral a menudo se obtiene mediante espectro-
scopia IR. El espectro de IR se puede usar para determinar la naturaleza de la
fase de fosfato de calcio presente, la cristalinidad de la apatita, la presencia de
hidróxido y el contenido de carbonato de los minerales [65] ( tabla7 y �gura 27).

Figura 27. Regiones del espectro de IR de hueso de ciervo; a y b(absorción
de fosfatos), c (absorción de proteínas y amidas I) y d (carbonatos) [65].
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Tabla 7. Regiones de absorción de diferentes moléculas
presentesen el hueso [66-69].
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4 Metodología.

Se emplearon 8 ratones machos CD-1 de 9-10 semanas de edad con un peso de
30-35 gramos, obtenidos del Bioterio de la Universidad Autónoma Metropolitana
(UAM) Xochimilco, los cuales se distribuyeron en 4 grupos experimentales (n=
2) aleatoriamente de la siguente manera:

� Control

� Estrés crónico

� Esquema de suplementación de Astaxantina

� Estrés crónico y suplementación de Astaxantina

El trabajo experimental con los animales fue sometido a consentimiento para
su aprobación por parte comisión de bioética de la Facultad de Medicina UAE-
Mex.
Los especimenes de experimentación se mantuvieron en jaulas de acrílico

con agua y alimento con libertad, ademas estubieron a ciclos de luz-obscuridad
de 12 horas por 12 horas, acorde a los lineamientos bioéticos internacionales y
de la NORMA O�cial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. Para dar seguimiento,
los animales fueron rotulados y clasi�cados en grupos de trabajo anteriormente
mencionados.
Para el modelo de estrés por restricción de movimiento, se hiso de la siguiente

manera; Los ratones se colocaron en un tubo de acrílico de 2 pulgadas por 10
cm de longitud con adecuada ventilación, el cual limita el movimiento rotacional
de los animales, esta limitación fue por 3 horas por dia, dos veces a la semana,
durante 12 meses. La limitacíon del movimiento es limitado dentro del tubo
pero sin provocar inmovilidad. Los animales se mantuvieron en las mismas
condiciones que los animales control, antes y después del periodo de estrés.
En el esquema de suplementación con astaxantina se realizo mediante la

administración del fármaco vía oral a travez la sujeción de los animales de
experimentación, con cuidando para evitar el estrés por manipulación, la suple-
mentación se inició en los ratones desde las 10 semanas de edad hasta concluir
el proyecto, medinte una dosis de microperlas al 2% de astaxantina a razón de
4 mg/kg de peso, dos veces por semana. Para alcanzar su liposolubilidad, la
astaxantina previamente fue homogenizada en Tween 20 al 2%.
Una vez concluidos los 12 meses de seguimiento, se realizó la eutanasia de

los animales mediante cámara de CO2, con una presión de 20 mmHg y un �ujo
de 2 a 2.5 litros/minuto de dióxido de carbono (CO2) . cabe mencionar que
este método está avalado por la Asociación Americana de Medicina Veterinaria
ya que disminuye el efecto estresante en el roedor.
Posteriormente, se realizó un corte trasversal a la altura de los músculos

abdominales anteriores para estraer la estremidad derecha de cada animal y se
colocaron en una caja de Petri con 1 mililitro de solución salina.
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Las extremidades se almacenaron por separado en contenedores rotulados y
se �jaron en formol tamponado al 10% con pH neutro; para ajustar el formol al
10% con las siguientes caracteristicas de la solución :
- 100 ml de formol/ formaldehido (37-40% solución concentrada)
- 900 ml de agua destilada
- 4g/L NaHPO4 (fosfato de sodio monobásico)
- 6.5g/L Na2HPO4 (fosfato de sodio dibásico).

Las muestras de hueso cortical con las que se trabajó, se obtuvieron del
fémur (�gura 28); siendo este el dominante en el material óseo compacto.

Figura 28. a) Extremidad de ratón, b)obtención
del fémur.

La obtención de muestras adecuadas para el análisis de la microdureza así
como para el análisis de IR, representa una parte importante de esta tesis, ya
que con ello se facilitó el trabajo, al igual que la interpretación de los resultados
que se obtuvieron, como se explica a continuación.
El tejido graso fue removido con ayuda de un cepillo de cerdas suaves y jabón

neutro pH 7, la utilización de estos es el ideal para el limpiado de las muestras,
para la remoción de jabón y grasas se utilizó agua destilada ya que cuenta con
un pH 5.6. El proceso de limpiado se llevó a cabo mediante ciclos de abrasión
y enjuagues hasta que el hueso se encontrara limpio (Figura 29).
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Figura 29. Hueso limpio del
fémur.

Una vez que las muestras se limpiaron se procedió a medir y anotar la lon-
gitud de cada una (Figura 30).

Figura 30. Medición de la longitud del hueso.

Después de limpiar la parte exterior del hueso se procedió a realizar los
primeros cortes para retiran las epí�sis ya que solo se trabaja con la diá�sis,
estos cortes se hicieron con una navaja y con ayuda de una aguja se extrajo la
medula ósea o cualquier otro material (sangre, hueso esponjoso) que se encontró
dentro de éste ya que esto repercutía en el posterior análisis (�gura 31).
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Figura 31. Corte del fémur con
una navaja.

Posteriormente se etiquetaron las muestras con las características particu-
lares de cada una de ellas (control, estrés, astaxantina y estrés+astaxantina) y
se formaron dos grupos ( microdureza, IR ).

4.1 Microdureza.

Para la medición de microdureza del hueso se utilizó la resina e-poxi ya que es
un polímero termoestable que se endurece cuando se mezcla con un catalizador
o endurecedor, brindando una mejor super�cie de agarre al pulir, además se
crea una base más estable para la realización de las indentaciones.
Se preparó cantidad su�ciente de e-poxi: 5 partes de resina por una parte

de endurecedor, y se vació la mezcla en recipientes donde se encontraban las
muestras dejando endurecer por un periodo 48 horas. Para poder obtenerla
capsula de los recipientes una vez que esta se endurece fue necesario primero
humectar los recipientes en los cuales se vació la mezcla.
Para remover el excedente de resina sobre la super�cie del hueso, se utilizaron

lijas de agua con un tamaño de grano de 200-400 granos/pulgada2. Una vez que
se aproximo a la super�cie del hueso se continuó con lija de grano de 800-
1200 granos/pulgada2 y se �nalizo con la utilización de una lija de 1400-4000
granos/pulgada2.
El proceso de pulido �nal se realizo mediante la ayuda de una pulidora eléc-

trica BUEHLER, MetaServ 2000 y con una solución como lubricante-abrasivo
de 750 ml de agua destilada con 4 grs. de Alúmina Gamma de 0.05 micras.
Variando la velocidad de pulido de forma progresiva de 50 a 500 Rev./min.
Una vez terminado el pulido se procedió al proceso de indentación mediante

un indentador con punta tipo knoop, colocando la muestra (capsula) de bajo
de la punta tomando encuentra que estuviera alineada la parte donde está la
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muestra de hueso con la punta de indentador, para que la parte de hueso este
exactamente debajo de la punta (Figura 32).

Figura 32. Indentación de la muestras de fémur mus mussum
con ayuda del Microdurometro MICROMET 5101 �BUEHLER.

Se seleccionó el tiempo de indentación de 5 seg y una fuerza de 0.1 gf,
posteriormente se medio la región indentanda con ayuda del objetivo del mi-
crodurómetro (�gura 33) registrando las medidas en una bitácora haciendo un
total de 296 indentaciones por hueso (�gura 34).

.
Figura 33. Huella de indentacion en el hueso.
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Figura 34. Esquema de indentación por hueso: tomando 74
indentaciones longitudinal por línea (4).

4.2 Infrarrojo.

Para el análisis del hueso mediante espectroscopia infrarroja, se molieron las
muestras con un mortero de ágata, posteriormente se secaron todas las muestra
durante 24 horas previas al análisis en una estufa a una temperatura de 220 �C
�5 para eliminar al máximo la presencia de agua en las muestra.
Una vez secadas las diferentes muestras y el KBr se pesa para hacer una

mezcla con una proporción de 0.002 grs de hueso con 0.2 grs de KBr y una
muestra aparte de 0.2 grs de KBr puro para la muestra base (blanco) y la
determinación de absorbancia y/o transmitancia de las muestras óseas.
Se elaboraron pequeñas pastillas de las mezclas y el blanco mediante encap-

sulado a presión.
Las pastillas fueron caracterizadas mediante espectroscopia FT-IR en el

rango de 400-4000 cm�1 utilizando un dispositivo de la marca Bruker serie
tensor 27.
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5 Resultados y análisis de resultados.

5.1 Microdureza.

A partir de los datos obtenidos en donde se midio la diagonal mayor de la
indentacion con ayuda del microdurometro y con la ecuacion presente en la
�gura 19, se gra�có y se suavizó la gra�ca obtenida para poder apreciar mejor
el comportamiento de la curva de microdureza de cada una de las muestras.
Como se puede observar en el gra�co 1, la microdureza en la región aprox-

imada a hueso sacro desciende de 3.6 MPa a 2.7 MPa en las primeras indenta-
ciones, pero al acercárse a la parte media (indentación 23) la microdureza au-
menta hasta 4.6 MPa, rebasando la microdureza máxima registrada en la región
proximal y de acuerdo a los valores subsecuentes registrados, se forma lo se puede
llamar como un �hombro�en la curva dando a entender que este se debe a una
mayor concentración de hueso compacto puesto que en esta zona se encuentra el
centro de masa longitudinal del femur . Una vez que se aceca a la patela (zona
distal) la microdureza comienza a descender a valores aproximados a los reg-
istrados en la parte proximal, concluyendo que en los dos extremos presenta una
microdureza promedio de 3.5 MPa ya que hay mas presencia de hueso esponjoso
en estas dos zonas.

Gra�co 1. Curva de microdureza longitudinal de
la muestra obtenida del invididuo control.
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En el gra�co 2 , la microdureza de la muestra de hueso con astaxantina
(antioxidante) es de 2.2 MPa en la parte cercana (proximal), despues tiene un
comportamiento decendente (de 0.25 MPa) dentro de las primeras 5 indenta-
ciones y adquiere una pendiente positiva de microdureza de 1.0 MPa aproxi-
madamente en 10 indentaciones posteriores, en la parte media se mantiene en
un rango de2.5-3.0 MPa, pero en la zona lejana adquiere una �uctuacion de 0.5
MPa, ésta es debido a la remineralizacion (por zonas en forma de paquetes) en
la parte super�cial en esa zona. En la zona distal se registró un incremento
de 1.0 MPa en comparación a la central y de 2.0 MPa con la proximal, estos
incrementos podrian relacionarce con el efecto de los antioxidantes en el hueso
debido a que promueve la mineralizacion atravez del incremento de osteoblastos
maduros presentes en el hueso.

Gra�co 2. Curva de microdureza de la muestra obtenida del
invididuo al que se suplemento astaxantina.

De acuerdo al gra�co 3, se aprecia un aumento de 2.9 MPa hasta 3.5 MPa
de la microdureza en la parte cercana dentro de las primeras 13 indentaciones
iniciales, además se obseva una disminucion drastrica de 1.0 MPa conforme nos
vamos acercando a la parte central y una disminucion en 0.5 MPa con respecto
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a las primeras indentaciones hechas en la parte proximal, los valores de la micro-
dureza se mantenienen más o menos uniformes (bajos en comparación a la zona
anterior) en la parte media, éste valor bajo de la microdureza es relacionada a
la perdida de materia organica e inorganica atribuida a los efectos del estrés en
el hueso, tal vez debido a la interaccion de los radicales libres en este sistema.
Al acercarse a la parte distal, la microdureza va aumentando con una razón de
cambio suave y muestra una región cuyos valores son aproximadamente iguales
a los de la primera región.

Gra�co 3. Curva de microdureza de la muestra obtenida del invididuo al que
se le indujo estrés.

En el gra�co 4 se observa un descenso en la microdureza en la parte cercana
de 6.0 a 3.5 MPa dentro de las primeras quince indentaciones este efeto es
debido a un mecanismo compensatorio del cuerpo en el sistema oseo cuando
se le suplementa un antioxidante cuando está estresado, ademas ocurre una
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estabilizacion casi linealmente con una �uctuación de 0.2 MPa apartir de la
20a indentacion hasta llegar a las 60 indentaciones aproximadamente. Dicho
comportamiento corresponde desde la zona media y hasta parte de la zona
lejana, con una disminución de la microdureza en la indentación número 70
pero recobrando la microdureza promedio dentro de las últimas cuatro. Este
comportamiento lineal se puede considerar que es debido a una estabilización de
la absorción uniforme de los minerales principales a lo largo de parte longitudinal
del hueso.

Gra�co 4. Curva de microdureza de la muestra obtenida del invididuo al que
se le indujo estrés y se le administró astaxantina.

La distribución de la microdureza (gra�co 5) a lo largo del fémur presenta
un comportamiento asimétrico ya que la mineralización del sistema óseo se da
por paquetes sólo en los lugares que se necesiten [23,24,65], por otro lado, se
presenta notable disminución de la microdureza en la región media del fémur
de los ratones a los cuales se les sometió a: estrés, astaxantina y estrés +
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astaxantina en comparación del espécimen control, interpretando que el sistema
oseo es suceptible a cambios de sus propiedades �sicas como la microdureza
por la suplementacion de antioxidantes y al estar estresado, ademas el ratón
con astaxantina presenta un aumento de la densidad ósea atribuida al uso de
antioxidantes [70] afectando la microdureza intrínseca del hueso porque aquiere
una concentración de minerales provocando un incremento de rigides y por lo
tanto aumetando su fragilida cuando se le somete una fuerza. La curva de
microdureza ósea del fémur en el ratón estresado presenta una disminución con
respecto a los demás ratones sugiriendo un efecto del estrés en el sistema óseo
y este efecto se puede aminorar pero no del todo con el uso de astaxantina
puesto que los ratones a los que se le suministro el antioxidante y tambien
fue estresado tiene una curva de microdureza por arriba de ésta, este efecto
protector es atribuido por las propiedades de los antioxidantes ante un estimulo
estresante [70].
Las consecuencias del estrés en el cuerpo comprenden un sinfín de variaciones

dependiendo de las características en particular de cada individuo, sin embargo
el estrés puede llegar a afectar de manera considerable cada uno de los tejidos.
En el hueso, por ejemplo, se comprobó que el estrés afecta a nivel de la micro
dureza, disminuyendo casi 2/3 partes en comparación con el individuo control,
dando a entender que toda la �siología del estrés con lleva a un desgaste físico,
biológico, químico y psicológico, provocando o disminuyendo la actividad ósea,
esto se debe a que el organismo concentra todos los recursos a las zonas más
demandadas.

Gra�co 5. Comparacion del comportamiento de la microdureza.
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5.2 Infrarrojo.

El espectro de la muestra control (gra�co 6) de hueso del ratón, contiene pi-
cos en 569 cm�1 y 611 cm�1 por la presencia de la molécula de HAP con un
modo de vibración de �exión, especí�camente, por los fosfatos quienes describen
un movimiento de estiramiento y �exión. El pico en 882 cm�1es debido a los
movimientos de �exión de moléculas de hidrogeno-fosfatada ocasionados por el
intercambio de PO por CO. El correspondiente a 1031 cm�1 se debe a molécu-
las de fosfato del tipo de enlace P-O presentando un modo de vibración de
estiramiento asimétrico. En 1255 cm�1 se identi�ca la presencia de Amida III
C-N con estiramiento junto con una �exión de NH. Para los picos en 1455 cm�1

y 1547 cm�1 se les asocian a la presencia de carbonatos con un modo de vi-
bración de �exión. La presencia de amida I del grupo C=O con estiramiento
es identi�cada en 1658 cm�1. En el pico 2386 cm�1 se presenta el triple enlace
C� C con su vibración de estiramiento y en la banda 3284 cm�1 se presenta
una absorción debida al estiramiento de la amida del grupo NH.

Gra�co 6. IR - Espectro de absorbancia de la muestra del individuo
control.

El ratón con astaxantina muestra el espectro de IR dado en el gra�co 7;
contiene picos en 566 cm �1 por la presencia de la molécula de HAP con un
modo de vibración- �exión y de �exión en 603 cm�1 especí�camente por fosfatos.
El pico en 877 cm�1 es debido por la �exión de las moléculas hidrogeno-fosfatada
cuando intercambia PO por CO. La molécula de fosfato P-O presenta un modo
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de vibración de estiramiento asimétrico en 1031 cm�1. El estiramiento junto
con la �exión de NH de la molécula de amida III C-N tiene un pico en 1247
cm�1. En 1411 cm�1 se presentan los carbonatos que intercambian el grupo
OH por CO y en 1457 cm�1 esta misma presenta un modo de de Flexión. Por
otro lado, la amida I del grupo C=O mani�esta un estiramiento en 1658 cm�1 y
en 2386 cm�1 se presenta el triple enlace C �C con un estiramiento y además a
la posición en 3384 cm�1 se le atribuye a una absorción debida al estiramiento
de la amina del grupo NH.

Gra�co 7. IR - Espectro de absorbancia de la muestra del individuo
suplementado con astaxantina.

El hueso del ratón con estrés (gra�co 8) muestra un espectro con el siguiente
comportamiento: en 565 cm�1 se presenta vibración de zexión de la molécula de
HAP por los fosfatos con una descripción de movimiento de estiramiento. Para
607 cm�1 se representa la absorbancia de la amida VI. Por otro lado, la amida
del tipo lV del grupo OCN aparece con �exión en 704 cm�1, mientras que en 885
cm�1 ocurre la �exión de las moléculas de silicatos. El enlace P-O de la molécula
de fosfato presenta un modo de vibración de estiramiento asimétrico en el pico
1030 cm�1 y 1090 cm�1. La presencia de amida III CN con estiramiento-�exión
del NH se ve re�ejado en 1245 cm�1. El pico de absorbancia en 1447 cm�1 es
ocasionado por los carbonatos cuando intercambian el OH por CO y en 1578
cm�1 se da la presencia de la amida del tipo II. Para el grupo C=O de la amida
I con estiramiento se representa en 1667 cm�1. En 2390 cm�1 ocurre el triple
estiramiento del enlace C� C y el estiramiento de la amina A del grupo NH se
da alrededor de 3359 cm�1.

51



Gra�co 8. IR - espectro de absorbancia de la muestra del individuo
estresado.

El espectro de la muestra de hueso del ratón con estrés y suplementado con
astaxantina (gra�co 9) contiene picos en 561 cm�1 que corresponde a la molécula
de HAP con un modo de vibración de �exión, concretamente por la parecencia
de fosfatos con una descripción de movimiento de estiramiento. En 605 cm�1 se
produce el enlace C=O con �exión fuera del plano. Para el pico en 881 cm�1 se
presentan movimientos de �exión de silicatos. Moléculas de fosfatos del tipo de
enlace P-O presentan un modo de vibración del tipo de estiramiento asimétrico
abarcando los picos 1040 cm�1 y 1105 cm�1. Los carbonatos intercambian el
grupo OH por CO en 1412 cm�1 y en 1466 cm�1 se �exionan. Además, se
encontró el estiramiento a la amida I del grupo C=O debido a la absorbancia
en 1666 cm�1. En el pico 2395 cm�1 que representa el triple enlace C�C con
su vibración de estiramiento presenta una absorción- estiramiento de la amina
del grupo NH.
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Gra�co 9. IR - espectro de absorbancia de la muestra del individuo
estresado y suplementado con astaxantina.

El gra�co 10 nos muestra el comportamiento de los espectros IR con la
presencia de las absorbancias de los grupos principales del hueso, en donde se
puede observar que el uso de la astaxantina presenta un mayor porcentaje de
absorción en moléculas minerales (fase inorgánica) del hueso como los fosfatos,
hidroxilos y los carbonatos hidrogeno-fosfatada atribuidos a un aumento de
mineralización de estas al hueso y una disminución en las amidas (fase orgánica)
, concluyendo que la astaxantina interactua mejor con la fase mineral. Además,
la concentración de las moléculas principales disminuye dos terceras partes en
los ratones estresados en comparación del ratón control, rea�rmando los efectos
que tiene el estres en este sistema, al igual que en la pruebas de microdureza
el uso de la astaxantina cuando el individuo está estresado retrasa la perdida
de minerales asi como colageno pero no por completo.
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Gra�co 10. IR - espectro de absorbancia de las muestras.

Los efectos del estrés oxidativo en el sistema óseo es poco estudiado pero
se conoce que hay repercusiones en los otros sistemas [43-53] y como se puede
observar mediante el análisis mediante IR y Microdureza el tejido óseo no es
la acepción, considerando que el estrés oxidativo representa un daño a la salud
que se tiene controlar/ tratar, este daño es por la muerte y envejecimiento de
las células atribuidas a los radicales libres [72].
La propiedades protectoras de los antioxidantes carotenoides (axtaxantina)

ante los efectos del estrés oxidativo están por demás estudiadas [70] ya que
se suele administrar el fármaco cuando el daño ya está presente, pero nunca
sea estudiado a que grado retrasa este efecto. Mediante la comparación con
una muestra patrón, se encontró que para el análisis estructural de los grupos
funcionales y de la microdreza propia del sistema óseo, presenta una propiedad
protectora aun que no del todo.
El hueso in-vivo es un sistema capaz de regenerarse automáticamente [71]

por ende el uso de astaxantina puede producir la remineralización ante condi-
ciones de estrés, es importante tomar en cuenta, la concentración suministrada
y el tiempo de exposición, dado que la astaxantina puede llegar a producir un
grado de sobremineralización del hueso y provocar problemas de aumento de la
microdureza y rigidez que facilitara la fractura de este, a si como un cambio es-
tructural en los enlaces y concentraciones moleculares, además, no se recomienda
el uso de antioxidantes en un organismo como se observa tanto en las gra�cas 5
y 10 ya que hay un cambio con el uso de la astaxantina en un individuo sano.
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El presente trabajo demostró a groso modo las consecuencias del estrés en el
hueso y el uso de astaxantina como protector del hueso, sin embargo aún queda
mucho camino por recorrer ya que solo se utilizó una muestra de hueso para
cada técnica de análisis, pero el grado de información que se obtuvo fue amplio,
así que se deja el tema abierto para su posterior análisis con un mayor número
de muestras para cada técnica y de este modo complementar la información de
este trabajo a modo de establecer los rangos por los que se mueve cada uno de
los parámetros(control, astaxantina, estrés, estrés + astaxantina ) ayudaría a
cuanti�car de mejor manera las consecuencias del estrés y al mismo tiempo el
uso de la astaxantina como protector.
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6 Conclusiones.

� El estrés en el organismo tiene efectos signifcantes en el sistema óseo ya
que promueve la desmineralización y baja actividad ósea 2/3 partes.

� El uso de antioxidantes como la astaxantina tiene la función de protector
ante estímulos estresantes en el hueso debido a que disminuye los efectos
en 1/3 parte.

� El estrés disminuye la microdureza en la parte central y el grado de con-
centración de grupos de moleculas funcionales presentes en el hueso.

� La suplementación de axtaxantina estimula principalmente la fase in-
orgánica a la orgánica del sistema óseo debido a que los fosfatos presentes
en el hueso interaccionan con los grupos hidroxilos del antioxidante.

� La microdureza en el centro del hueso no se recupera al igual que las
concentraciones de los grupos funcionales con la astaxantina ante el estres.

� El estres diminuye los picos de absorcion de IR de los grupos funcionales
del hueso a causa del efecto desmineralizacion en el hueso.
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