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1 Resumen.

El analisis sobre la influencia del estrés en el cuerpo humano ha estado tomando
relevancia en los dltimos 90 anos, ya que estamos influenciados directamente a
lo largo de nuestra vida y a cada hora del dia, en este trabajo se caracteriza
a nivel estructural y molecular la influencia del estrés fisiolégico, asi como la
suplementacién con astaxantina en el hueso cortical de ratones CD-1.



2 Introducién.

Las consecuencias que se generan por estar sometido a estrés fisiolégico por
periodos prolongado puede variar, dependiendo de factores individuales, por
ejemplo, disposicién bioldgica o fisica. Por lo tanto el estudio de la influencia del
estrés es un espectro bastante grande englobando la repercusién en los diferentes
sistemas del individuo como el suprarrenal, el neurolégico y éseo.

El presente trabajo se centrard en el sistema 6seo, ya que hay pocos estudios
sobre la influencia 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
fisioldgico, porque dentro de sus funciones del sistema oseo estd la proteccién
de érganos principales de golpes externos, al igual le proporciona movimiento
al cuerpo y sostén mediante la incorporacién de tejido muscular, a su vez los
érganos como corazon, estémago e higado se sostienen del tejido muscular.

El retraso del proceso oxidativo en los diferentes sistemas se logra con una
implementacién en la dieta de antioxidantes, dentro de estos destacan tres:
vitaminas, compuestos fendélicos y los carotenoides, en este tltimo encontramos
inmerso la astaxantina un potente antioxidante.

El estudio de las afectaciones a nivel estructural en el hueso se llevara a cabo
mediante la técnica de medicién de microdureza, que consiste en hacer pequenas
indentaciones sobre el material para conocer su comportamiento mecdnico me-
diante la utilizaciéon de una carga o fuerza, con ello se mide su capacidad de
estabilidad-comportamiento-respuesta que es influenciada por la fuerza de sus
enlaces atéomicos y su naturaleza. El andlisis mediante espectroscopia con in-
frarrojo (técnica que se utiliza para el analisis de un componente en mezclas
con propiedades fisicoquimicas muy similares mediante las vibraciones de los
atomos de sus moléculas), se puede medir de manera directa las repercusiones
en la estabilidad del material (como las propiedades mecénicas), de igual forma
se puede realizar el anilisis de las diferentes moléculas del hueso que pueden ser
modificadas por condiciones de estrés fisioldgico y el uso de astaxantina. Con
dicho anélisis se tiene un mejor entendimiento de los cambios principales de la
estructura 6sea al ser influenciadas bajo estos pardmetros.



3 Antecedentes.

3.1 Hueso.

El hueso es tegido conjuntivo especializado, cuyas propiedades fisicas, permite
que pueda ser analizado a diferentes escalas dependiendo de nececidades y fun-
ciones especificas [1,2] (figura la ). Para trabajar con este tipo de sistema
se tiene que delimitar el drea a analizar, puesto que cambia totalmente sus
propiedades fisicas como forma, tamano y estructura en cada una de las escalas.
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Hueso esponjoso /
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Lamilias colaganio ¢
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Figura la. Organizacién jerdrquica estructural del hueso: Macro
estructural; hueso cortical y esponjoso, Micro estructural; osteones con
sistemas Haversianos, Submicro estructural laminillas; Nano
estructural; Conjuntos de fibras de fibrillas de coldgeno;
(Subnanoestructural) cristales minerales 6seos, moléculas de coldgeno y
proteinas no coldgenosas [1].

La caracterfstica que distingue el tejido 6seo de otros tejidos conjuntivos
es la mineralizacién de su matriz, que produce un tejido muy duro capaz de
proporcionar sostén y proteccion.

La ubicacién de los tejidos éseos compacto y esponjoso varia de acuerdo
con la forma del hueso, estos se encuentran en partes especificas de los huesos,
entonces es ttil, describir brevemente las clases de huesos [71]. Segin su forma,
los huesos se pueden clasificar en cuatro grupos:

e Huesos planos, que son delgados y anchos (p. €j., los huesos del calvario
(calota craneal) y el esternén). Estan formados por dos capas relativa-
mente gruesas de tejido 6seo compacto con una capa intermedia de tejido
6seo esponjoso.



e Huesos irregulares, que poseen una forma que no permite clasificarlos den-
tro de ninguno de los tres grupos anteriores; la forma puede ser compleja
(p- €j., vértebra) o el hueso puede contener espacios aéreos o senos (p. €j.,
etmoides).

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

e Huesos largos, que tienen una longitud mayor que las otras dos dimen-
siones y consisten en una diéfisis y dos epifisis (p. ej., fémur, tibia y los
metacarpianos).

Los huesos largos tienen un cuerpo ( figura 1b), llamado didfisis y dos ex-
tremos expandidos que reciben el nombre de epifisis. La superficie articular de
la epifisis estd cubierta de cartilago hialino. La porcién dilatada del hueso en-
tre la diafisis y la epifisis se denomina metéfisis, ademas, la didfisis se extiende
hasta la linea epifisaria y una gran cavidad ocupada por la médula ésea, llamada
cavidad medular, forma la parte interna del hueso, en ésta, casi todo el espesor
del tejido 6seo es compacto; a lo sumo, sélo una pequena cantidad de hueso
esponjoso rodea la cavidad. En las epifisis sucede lo contrario. Alli, el hueso
esponjoso es abundante y el hueso compacto apenas forma una delgada cubierta
externa [71].

Epffisis : \VCamlago articular
proximal | . sobre la superficie articular

Metafisis \ \\ Linea epifisaria
R Hueso esponjoso
| |

Il §
B

- —— Hueso compacto

— Cavidad medular

Diafisis +— Periostio

—— Médula 6sea

Metafisis

Epifisis
distal

s

y
‘ W Cartilago articular

sobre la superficie articular

Figura 1b. Estructura tipica de un hueso
largo [71].



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 séndwich (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).

Vertebra

Hueso
cornpacto

Cabeza de fémur

Figura 2. Jerarquia 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. Imdgenes
SEM [2].

En general, el material del hueso esponjoso (trabecular) es mucho més activo
metabdlicamente que el hueso cortical, y por lo tanto es en promedio es "més
joven" teniendo una biomecanica diferente [2,28](figura 3).
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A
Hueso cortical (A)
Alto grado de carga por unidad de drea
Bajo indice de deformacion (1%%-2%)

FUERZA

Hueso trabecular(B) B
Bajo grado de carga por unidad de drea
Alto indice de deformacidn (50%)

DEFORMACION

Figura 3. Comparacién biomecédnica
del hueso trabecular y cortical [28].

Por lo tanto, aunque el hueso esponjoso y cortical puede ser del mismo tipo de
material, la maduracién del material 6seo cortical puede alterar las propiedades
mecdnicas a nivel micro-estructural [2].

3.1.2 Nivel micro estructural.

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

1. Hueso esponjoso.

2. Hueso cortical.

3. Periostio.

4. Fibras de Sharpey.

5. Laminillas circunferenciales
externas.

6. Ostedn.

8. Osteocitos.

10. Laminilla intersticial.

11. Conductos de Volkmann.

12. Laminillas circunferenciales.

13. Endostio interno.

14. Médula 6sea.

Figura 4a. Esquema de hueso cortical, seccién transversal

[ 5.
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b)

3. Periostio.

4. Fibras de Sharpey.

7. Laminillas de los
osleones.

8. Osteocitos.

9. Vasos de los conductos
de Havers.

12. Laminillas
circunferenciales.

13. Endostio interno.

14. Médula dsea.

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

Las laminillas (lamelas) de fibras de coldgeno con un ancho de didmetro de
3-7 pm, se agrupan en capas concéntricas (3-8 lamelas) alrededor de un canal
para formar la unidad bésica que se conoce como osteén. El osteén parece un
cilindro de unos 200- 300 pum de didmetro y 3-5 pum de largo casi paralela [2,5]
a lo largo del eje del hueso y se le considera como la unidad bésica del hueso
cortical [2] (figura 5).

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

Cada osteén tiene un sistema vascular central llamado Canal de Havers
con didmetro del orden de 50 pm, dentro del canal estdn algunos nervios y
el trasporte de sangre, linfa para la mineralizacién se hace por el interior del
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canal, teniendo un médulo eldstico es de 12 —5.5 GPa de tensién y resistencia
de 120 y 102 MPa [1,6].

Los canales deVolkman son de un didmetro de 5-10 pm y estos enlazana
los canales haversianos por una red de vasos sanguineos y linfdticos, tanto los
canales de volkman y los canaliculos tienden a situarse en planos perpendiculares
a los canales de havers [5,6]. ayudando al remodelado y remineralizaciéon de
hueso cortical.

3.1.3 Nivel nano estructural.

A escala nanométrica se puede visualizar la construccién bésica del tejido 6seo
conformada de tres fases y/o pilares que son fase inorgdnica, orgdnica y liquida
[9,14]. En peso, el hueso es aproximadamente 60% inorganico Hidroxiapatita
(HAP), 30% orgédnico (coldgeno) y 10% agua [9] (figura 6).

Figura 6. Cristales de hidroxiapatita (izquierdo).
Fibras de coldgeno (derecho) observadas por TEM
[15].

Fase inorgdnica (mineral). La fase inorgdnica del hueso consta de un min-
eral cerdmico del tipo cristalino, mas a menudo denominado hidroxiapatita
(HAP) ; Cal0 PO4 6 OH2 [9,10] que es una forma impura de fosfato c4l-
cico natural con una estructura de tetraedros de iones de POy sostenidos por
iones de Cajg interceptados y una columna con iones de OH para equilibrarla.

La HAP 6sea 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 fluoruros 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, composicién quimica y de su morfologia cristalina [11], por ejemplo se
ha demostrado que la hidroxiapatita carbonatada (CO3HAP) tiene mejor bio-
compatibilidad y propiedades osteoconductiva, utilizadose comtinmente para
reparar tejidos danados y enfermos [12,13]. Otra propiedad importante de la
hidroxiapatita es su capacidad para unirse con alta afinidad a moléculas bioldgi-
cas. Por ejemplo, hidroxiapatita se ha utilizado como una resina para puricaciéon
cromatogréfica de proteinas y pldsmidos de ADN [11], esta afinidad se debe a
la supercie mineral que contiene los iones positivo Ca? y negativo PO3 capaces
de unirse electrostdticamente con moléculas biolégicas bésicas y acidas, respec-
tivamente.

La HAP es sensible a cambios de pH (morfologia cristalina), temperaturas
(cristalizacién) y a sustancias que promueven o inhiben el crecimiento de los
cristales. La HAP presenta cambios morfolégicos cuando es tratado a diferentes
de pH (figura 7) mostrando que la HAP es un material quimicamente activo.

200KV 30 38017

AecV  Spol Maan  Deb WD Bp p——n—srl m...ﬁoo nm 1
1001

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

El conocer como se reorganiza y estabiliza este mineral ayudara en concer las
propiedades mecédnicas y fisicas del hueso por ser un componente importante en
la formacién de este tejido, en su andlisis con FT-IR para la micro esfera de ph
5 figura 8, indica la presencia de OH, H20, HPO3 , PO3 y CO3 . Los picos en
3571 y 633 cm ~! pertenecen a OH- ions, y el pico 879 cm ™! es causado por los
grupos HPO3 , el ancho de banda para 3416 cm~es atribuida a las vibraciones
del grupo O-H del HyO que es absorbida [27].
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Figura 8. FT-IR, micro-esferas de Ca5(P04)30H; pH 5.0
[27].

En picos 1459 y 1415 cm ™! es formado por los grupos Cng con la presencia
de agua en ellos. Las bandas en el rango de 490-630 cm~! (564, 603 cm™1!)
pertenecen a las vibraciones de los enlaces de (PO4)~3. Las bandas (900-1107
em 1) en 1094 y1032 cm~'son adscritas a las vibraciones de los enlaces de los
grupos POy [22,32], la banda adicional en 2925 y 2854 cm~! son de los grupos
CHs, cadenas de surfactantes de materia orgédnica ligada a las particulas de
HAP.

Para moléculas orgdnicas 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 proteinas 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 varfa por diferentes factores, las
dos arreglos principales; monoclinica y hexagonal. La red monoclinica de HAP
es mas estable termodindmicamente que HAP hexagonal, la mayor diferencia
entre estas dos, es la orientacién de sus grupos hidroxilos. Mientras que la mon-
oclinica tiene sus grupos hidroxilos en una sola direccién, la hexagonal los tiene
distribuidos de de manera que se le facilite su interaccién con otras molécu-
las. Esto nos lleva a que los cristales de la monoclinica son m&s dificiles de
disolver que la hexagonal y su crecimiento es més sistemético. La presencia de
estas dos fases tiene un relevante impacto en el control de biomineralizacién y
desmineralizacién.

Fase organica. La fase orgdnica del hueso consiste principalmente en coldgeno

tipo I (90%) y otros tipos de coldgeno menores (III y VI) al igual que una
variedad de 200 proteinas no colagenosas (PsNC) como la osteocalcina, la os-
teonectina, la osteopontina y la sialoproteina que representan el 10% restante.
La molécula de coldgeno en el hueso tienen un didmetro aproximado de 1.5 nm
y una longitud de 300 nm [15].
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Las fibrillas de coldgeno tienen un rango de 20 a 100 nm de didmetro, lo que
sugiere que hay 200 a 800 moléculas de coldgeno en una fibrilla [16]. Cada fibrilla
estd construida por tres cadenas de polipetidos, formado una triple hélice con
cerca del000 aminodcidos (Figura 9), ordenadas en paralelo entre si de principio
a fin con un hueco o "zona de orificio" entre cada fibrilla [17] (figura 10).
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Figura 10. Tlustracién (no a escala) ; A) trozos de fibrillas
de coldgeno superpuestas[17], B) conjunto de fibrillas de
coldgeno que asu vez forman canales[18], C) placas de
cristales en los canales[19].

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

2 7 7
IV/,_%M%
- . .

Figura 11. Esquema de enlaces cruzados en las fibras
de coldgeno [21].

Un factor importante dentro de las propiedades del coldgeno es el grado de
hidratacion ya que le da propiedades visco-eldsticas, influyendo en la desnatural-
izacién y mineralizacién de la triple hélice de las fibrillas, por ejemplo presentan
cambios de espacios entre fibrillas no mineralizadas himedas de 1.55 nm a 1.1
nm mineralizadas humedas. La cantidad de agua que se almacena en cada fib-
rilla de coldgeno es de 48% de su volumen y en la zona de traslapes es el 35%.
Las propiedades fisicas del hueso, depende de dos aspectos muy importantes que
son la cantidad de coldgeno y la cantidad de minerales que estd inmerso en el
[21].

3.1.4 Proceso de mineralizacion.

La mineralizacién de tejido 6seo ocurrede manera organizada ya que los min-
erales aparecen de forma especifica en las regiones de huecos y traslapes de las
fibras de coldgeno, mineralizando esa zona, ocurriendo progresivamente la min-
eralizacién de la matriz principal, Haciendo la apariciéon de cristales en toda la
region de los huecos que posteriormente se solidificara en forma de fosfato de cal-
cio convirtiéndose en HAP 6sea, dando como resultado una fibrilla mineralizada
[30], figura 12.
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o mineroles moleculos de cologeno

Figura 12. Minerales presentes entre el espacio
intermolecular de las Fibras de coldgeno [20].

Este grado de mineralizacion consta de dos fases: la primera llegara al 70%
de su tope dentro los primeros 13 dias y el segundo con el 30 % restante lo
recabara al transcurso del tiempo [23,24].

Estas particulas (minerales) son muy pequefias del orden de apenas unos
cuantos nanémetros, tanto el arreglo y densidad de estas influye en las propiedades
fisicas del hueso [21] en los estudios mediante EDX o qBEI, los grados de asim-
ilacién de esta mineralizacién en el tejido 6seo depende de la especie, con una
variacién 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 funcién ayuda al remodelado
de hueso (intercambio de tejido viejo por nuevo) el tejido éseo se mineraliza por
paquetes dependiendo de la edad del tejido (figura 13) [22].

50 pym

Fig.13.qBEI de hueso donde se
muestra el nimero de minerales
contenidos en porcentaje de
volumen [22].
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Otras moléculas como los biofosfanatos ayudan a incrementar el grado de
mineralizacién de los diferentes paquetes tras un cambio brusco ( fractura del
hueso) de las moléculas mineralizadas. La densidad de distribucién 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 mineralizacién ocurren in-vivo.
El tamanos de estos paquetes de mineralizacién 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 mineralizacién, ésta le
proporciona ciertas propiedades mecdnicas al hueso que lo hace ser un sistema
anisotrépico ya que estas dependen del grado de remodelacién y mineralizacion.
En estudios reportados[21, 28,29] concluyen que hay una relacién entre el grado
de mineralizacién 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 mineralizacién del tejido
es mediante espectroscopia IF-IR.

El tejido oseo es formado por celulas que al ser alteradas mediante estumulos
metabolicos como mala alimentacién 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 influencias, cambios, exigencias y tensiones a los que
podrfa estar expuesto [31], también es llamado como conjunto de procesos cau-
sados por mantener la homeostasis [32], a esta adaptacién se le atribuye el
término de Sindrome General de Adaptacién (SGA) que son respuestas fisiol6g-
icas estereotipadas del organismo que se produce ante un estimulo estresante,
sin importar que lo provoca [33].

Ante cualquier estimulo que perturbe el estado de homeostasis del individuo,
se requiere la participacién de corazén, misculos y cerebro, la participacién de
todos estos 6rganos dan lugar a una serie de procesos fisiolégicos, como la ac-
tivacion del sistema nervioso simpédtico, medula adrenal, sistema hipotaldmico-
pituitaria-adrenal (HPA), también se presenta un incremento del metabolismo
basal mediado por la duracién del factor estresante durante este proceso [32].

A través de la activacion del sistema nervioso simpédtico se estimula la secre-
ci6n de hormonas simpato-neuronales y simpato-adrenomedulares (catecolami-
nas y glucocorticoides) [34].

Clinicamente el estrés se clasifica de acuerdo a:

e a). Generadores: Fisico, psicoldgico, social, cambio repentino,cardio-
muscular, metabdlico y quimico.

e b). Duracién: Agudo y crénico. El estrés agudo es simple, intermitente y
de tiempo limitado de exposicién, mientras que el crénico es una exposicién
continuamente larga e intermitentemente.
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Durante el estrés crénico la activacion simpédtica supone la secrecién 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-
movilizacién, hipoglucemia, angustia emocional, shock y miedo [35], activando
respuestas como la dilatacién de las pupilas, vasodilatacién muscular y vasocon-
striccién cutdnea [32].

Los efectos de estimulos estresores en los niveles de catecolaminas adrenomedu-
larias han sido determinados por estudio que exponen episodios de inmovi-
lizacién durante dos horas [36], presentando un decremento entre el 15%y el
20% del total de epinefrina (E) o adrenalina, sin cambios significantes en nore-
pinefrina (NE) o noradrenalina.

La adrenalina es segregada por la médula suprarrenal, especialmente en casos
de estrés psiquico, crénico y/o por ansiedad, por otro lado la noradrenalina es
segregada por las terminaciones nerviosas simpdticas con un aumento de su
concentraciéon en el estrés de tipo fisico y en situaciones de alto riesgo o de
agresividad [32].

Ante numerosos estimulos estresantes fisicos y emocionales se generan al-
teraciones; ciclo suenio/vigilia, alimentacién y en neurotransmisores como la
adrenocorticotropa (ACTH), serotonina, NA, GABA y endorfinas. Estos neuro-
trasmisores estimulan al hipotdlamo, especificamente a los niicleos paraventric-
ulares, para que sinteticen y secreten la hormona liberadora de la corticotropina
(CRH) a la sangre. A través de la sangre, la CRH actia sobre la adenohipdfisis
estimulando la sintesis y secrecién de hormona adreno cérticotropa (ACTH),
la cual entra al sistema sanguineo y actia sobre la zona fasicular de la corteza
suprarrenal, aumentando principalmente los niveles del gluco corticoide cortisol.
Cuando existe una repeticién del mismo pardmetro de estrés, los niveles de cate-
colaminas regresan a lo normal y restablecen un alto nivel basal (pardmetros de
homeostasis) [37].

También se ha reportado que al aplicar diariamente por una persona y por
varias semanas el estrés mediante inmovilizacién en ratones, los niveles de cate-
colamina son elevados [38] pero a la induccién repetitiva con periodos de des-
canso estas se estabilizan [39], bajando los niveles deadrenalina y adrenocorti-
cotropa pero no bajando los niveles de noradrenalina [40]. En contraste, cuando
el estrés es producido por diferentes personas en el mismo ratén, 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 nucleo paraventicular del hipotdlamo, la ACTH es liberada de la glandula
pituitaria y glucocortoide, agudizando la hiperplasia en la zona de la corteza
adrenal, entonces el estrés crémnico no solo afecta al ACTH sino también ala
corteza adrenal, cuando los animales son expuestos a un continuo o intensivo
estimulo estresante la glandula ACTH gradualmente regresa a su normalidad.
Ademis ante cualquier tipo de estimulos 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 (MAQO), durante la ruptura
metabdlica de serotonina y noradrenalina (NA), se produce peréxido (HoOo)
generando un estrés oxidativo [43] .

3.3 Radicales libres.

Los radicales libres (RL) son especies quimicas con uno o dos electrén sin
aparear, el electréon desemparejado es altamente reactivo ya que busca empare-
jarse con un electrén libre, esto da lugar a la produccién de otro RL. El radical
libre recientemente producido es inestable en la mayoria de los casos y como re-
sultado también puede reaccionar con alguna molécula para producir uno més.
De este modo, puede producirse una reaccién en cadena de RL ‘s, dando lugar
a reacciones cada vez mads perjudiciales. La mayoria de los RL que danan los
sistemas bioldgicos son los del nitrogeno, hidrogeno y oxigeno ademas de otras
especies de oxigeno reactivo, que son subproductos formados en las células de
los organismos aerébicos[72].

El dano celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre
diferentes macromoléculas:

1.- Lipidos. Es aqui donde se produce el dano mayor en un proceso que se
conoce como peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en dcidos
grasos poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana
celular produciéndose edema y muerte celular. La peroxidacién lipidica o
enranciamiento oxidativo representa una forma de dafio histico que puede
ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singlete, el peréxido de
hidrégeno y el radical hidroxilo. Los acidos 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 oxigeno [72].

Los factores que influyen en la magnitud de la peroxidacién lipidica son:

a) La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente inicializador.

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

¢) La tensién de oxigeno.
d) La presencia de hierro.

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

f) La activacién de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de reaccién
como es el caso de la glutatién peroxidasa (GSH-Prx).
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Una vez que se inicia, el proceso toma forma de “cascada’”, con produccién de
radicales libres que lleva a la formacién de perdxidos organicos y otros productos,
a partir de los dcidos grasos insaturados; una vez formados, estos radicales libres
son los responsables de los efectos citotoxicos [44].

2.- Proteinas. Hay oxidacién de un grupo de aminodcidos como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina; ademds se forman entrecruzamientos de
cadenas peptidicas, y por iltimo hay formacién de grupos carbonilos.

3.- Acido desoxirribonucleico (ADN). Ocurren fenémenos de mutaciones y

carcinogénesis, hay pérdida de expresién o sintesis de una proteina por
dano a un gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases, delec-
ciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas, reordenamien-
tos cromosoémicos y desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes.
El dafio se puede realizar por la alteracion inactivaciéon/pérdida de algunos
genes supresores de tumores que pueden conducir a la iniciacién, progre-
sién, o ambas de la carcinogénesis). Los genes supresores de tumores
pueden ser modificados por un simple cambio en una base critica de la
secuencia del ADN.

Los radicales libres (radicales de hidroxilo y peréxido) y las formas alta-
mente reactivas del oxigeno, son producidos en el cuerpo durante las reacciones
metabolicas normales del ser vivo, esto también se produce durante el estrés fi-
siolégico, contaminacién del aire, el tabaco, la exposicién a productos quimicos
o la exposicién a rayos ultravioleta (UV) estos tambien llamados pro-ozidantes
71]

Los fagocitos también pueden generar un exceso de radicales libres. Los
radicales pueden danar el ADN, las proteinas y las membranas lipidicas. El
dano oxidativo por los radicales se ha relacionado con el envejecimiento, la
aterogénesis, lesién por isquemia-reperfusion, retinopatia infantil, degeneracion
muscular, carcinogénesis y osteoporosis [44].

Existen varios sitios de produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS):
transporte de electrones mitocondrial, d4cido graso peroxisomal, citocromo P-450
y células fagociticas [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
oxidacién de sustrato.

El antioxidante al interactuar con el RL le cede un electrén oxiddndose a su
vez y transforméndose en un RL débil no téxico y que en algunos casos como
la vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por la accién de otros

22



antioxidantes. No todos los antioxidantes actian de esta manera, los llamados
enzimadticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que
a su vez reaccionan con los RL [72].

Existen dos tipos de antioxidantes: exdgenos o antioxidantes que ingresan
a través de la cadena alimentaria y endégenos que son sintetizados por la célula
(Tabla 1. 1.)

Origen Accion
1. Exbgenos
Vitamina E - Neutraliza al oxigeno singlata
- Capiura radicales libres hidroxio
- Capura O,
- Neartraliza perbxidos
Vitamina C - Neutraliza el oxigeno singlete
- Captura radicales libres de
hidraxila
- Captura 0,
- Repenera la forma oxidada de la
vitamina E
Detacarotenos Neutraliza el oxigeno singlete
Flavonoides, Licopenos
2. Endbgenos
Enzimaticos Cofactor
Superoxido dismutasa (S0D0) Cobre, sodio, manganeso
Catalasa |CAT) Hierro
Glutation peroxidasa (GPx) Selenio
3. No enziméticos
Glutation Barreras fisioldgicas que enfrenta
el oxigeno a su paso desde el
Loenzima U aIre hasta las células
A cido Tioctico Transportadores de metales
[transfermina y ceruloplasmina]

Tabla 1.1 . Tipos de antioxidantes

Varios tipos de antioxidantes estimulan la oxidacién de los lipidos, esto puede
tener mérito en mejorar el sindrome metabdlico [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 proteccién de diversas enfermedades como
ciertos tipos de céncer, enfermedades del corazon y la degeneracién muscular
relacionada con la edad. Evidencia experimental sugiere que estos compuestos
son importantes en la proteccién de macromoléculas biolégicas contra el dano
oxidativo [50,51].
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Una dieta en antioxidantes carotenoides (Tablal. 2), pueden ayudar a pre-
venir enfermedades humanas. Los carotenoides son potentes antioxidantes bi-
olégicos que interaccionan con el electrén libre del oxigeno [52,53].

Presencia de carotenoides en diferentes alimentos.

Carotenoides ;
o Fuente
mayoritarios
a- y B-caroteno Zanahoria (Dauecus carota)
Licopcno Tomates (Lycopersicum spp)

Alfalfa (Medicago sativa),
maiz (Zea mays), cempasuchil
(Tagetes erecta), huevo de
gallina

Luteina/Zeaxantina

Violaxantina,
[(-criptoxantina, Naranja ( Cifrus sinensis)
luteina/ zeaxantina

Salmon (Salmo spp),
Astaxantina crustaceos, microalgas
y levaduras

Cantaxantina Crustaceos

Crocentina Azafran (Crocus sativus)

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

La astaxantina es el principal pigmento carotenoide encontrado en animales
acudticos como el salmén, trucha, besugo, camarones, langosta y huevos de peces
aun que también estdn presentes en aves como los flamencos y codornices [55].
Ademss la astaxantina estd estrechamente relacionada con otros carotenoides,
tales como b-caroteno, zeaxantina y luteina.

En estudios relacionados con la luteina y la densidad dsea en ratones [70], se
encontré un aumento significativo en masa 6sea femoral en ratones tanto in vivo
como in vitro, derivado de un aumento en la producciénde osteoblastos maduros
concluyendo que los antioxidantes carotenoides como la luteina promueve una
mineralizaciénésea y por ende cambia las propiedades fisicas intrinsecas del
hueso como la rigidez, flexibilidad y dureza.

Por lo tanto la presencia del hidroxilo en cada anillo de ionona (figura 14)
en los carotenoides, explica algunas caracteristicas tnicas, como la capacidad
de esterificado o mayor actividad antioxidante [56], atribuyéndole muchos de los
factores metabdlicos y fisiolégicos funcionales de los carotenoides.
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Figura 14. Estructura de diferentes carotenoides [56].

La metodologia para evaluar componentes inorganicos de la matriz ésea se
realizara mediante la microdureza.

3.5 Microdureza.

Algunas de las propiedades mecdnicas mdas importantes de un material son la
resistencia, ductibilidad, rigidez yla dureza [58]. Para poder caracterizar cada
una de ellas se requiere aplicar técnicas muy especificas 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.- Disposicién estructural de los dtomos o moléculas.
3.-Tipo y nimero de imperfecciones, que estan siempre presentes en los séli-
dos.

Enlaces primarios o quimicos

Tipo de enlace: Iénico o electrostdtico Covalente, Metdlico
atémico u homopolar
Naturaleza del enlace: Entre iones opuestos. Se comparten Tones positivos
electrones. inmersos en electrones

libres.

Cardcter del enlace:: No direccional. No especifico y no

(fuerza de Coulomb — Direccional. direccional.
atractiva).

Energia de enlace: 140-250 15-170 27-83

(kcal/mol)

Elementos Metal - no metal Elementos metdlicos

involucrados:

Presente en: Materiales cerdmicos | Materiales poliméricos | Metales y aleaciones

Tabla 2. Tipos de enlaces atémicos primarios (quimicos) [59].

Enlaces secundarios (fuerzas intermoleculares) Energia de enlace:
(kcal/mol)
Tipos de enlace: |Efecto de dispersién o polarizabilidad (fuerzas de Van der Hasta 10
Waals-London).
Fuerzas de dipolo a dipolo. Hasta 5
Efecto de dipolo a dipolo inducido. Hasta 0.5
Enlace de hidrégeno. Hasta 12

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

La energfa de enlace presente en cada una de las tablas 3 y 4 es la energfa
minima que se requiere para formar o romper el enlace, en consecuencia los
materiales que tienen una energfa de enlace grande también tiene una resistencia
y una temperatura de fusién alta.

Hay otras propiedades que se pueden considerar en la relacién entre fuerza-
distancia y energia, por ejemplo el médulo de elasticidad E de un material,
que es la pendiente de la curva de esfuerzo- deformacién en la region eldstica
(figuralb), este médulo es llamado también como “modulo de Young”.

Una pendiente grande en médulo de elasticidad se relaciona con una mayor
energia de enlace y un mayor punto de fusién, esto equivale a una mayor fuerza
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necesaria para estirar el enlace; en consecuencia, el material tiene un médulo de
elasticidad grande [60].

Distancial

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

Esfuerzo de Esfuerzo de tension |Médulo de Young
Material compresion para para rompimiento  |[(x 10> N/mm?)

rompimiento (N/mm?)

(N/mm?)
Acero duro 552 827 2070
Porcelana 552 55 -
Hueso compacto 170 120 179
Granito 145 4.8 517
Roble 59 117 110
Concreto 21 2.1' 165
Hueso trabecular 2.2 - 0.76'

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

Las fuerzas entre los enlaces moleculares ( fuerzas de atraccién y repulsion
entre los dtomos que las componen), son las que determinan el comportamiento
elastico del material. La elasticidad es entonces la capacidad de un material para
absorber energfa en el lfmite eldstico, representando la relacién entre la energia
que se pierde al recuperarse su estado antes de la deformacién, y la energia
necesaria para producirla. En los materiales eldsticos perfectos esta proporcion
debe ser igual a uno, pero en los materiales reales, siempre existe alguna cantidad
de energia que se disipa en forma de calor, por friccién interna del material. Para
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tener una gran elasticidad, el material debe poseer una notable resistencia al
esfuerzo minimo de deformacién y un modulo de elasticidad bajo [59].

Las pruebas de microdureza miden la resistencia de la superficie de un mate-
rial a la penetracién (indentacién) con un objeto duro, a lo cual es una medida
cualitativa de la resistencia del material, el principio de la microindentacién con-
siste en aplicar un carga(10-1000 gf) y posteriormente medir las dimensiones de
la impresion que queda en el material una vez que se ha retirado [60,61].

La microdureza del material se define entonces como la relacién entre la carga
de microindentacién, el pardmetro representativo de el drea de la impresion
residual y la geometria del indentador( figura 16).

Area de proyeccion de la indentacion

A=cD’

c: Constante de indentacion

(tan(B/2))
= \ANPLE))  6.070296347
“(2tan(/2))

Figura 16. Calculo del édrea de
indentacién [63].

Para calcular la profundidad de indentacién se utiliza la relacién ( figura 17)

h: Profundidad de la indentacion

e Dd
h=—=/(————)
2\ (tan ytan )

y=«l/2; @=B/2

d: Longirtud de la diagonal menor

Figura 17. Célculo de profundidad de
indentacién [63].
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Como ya se mencion, la geometria del indentador tiene un factor importante
por ejemplos en la prueba de microdureza Knoop (figura 18).

X5

Figura 18. Geometria del indentador knoop .
Dm: diagonal menor, DM: Diagonal mayor, « :
angulo asociado a la diagonal mayor (172.5°), 3 :
angulo asociado a la diagonal menor(130°) [63].

El cédlculo de la dureza Knoop (HK) se considera apartir de la longitud del
guién impreso en el material y la carga ( figura 19).

Ecuacion para encontrar dureza knoop:

HKzl.a'lSli,
D

F: Fuerza de prueba [N]
D: Longitud de la diagonal mayor [mm]
HK: Dureza Knoop [MPa]

Figura 19. Ecuacién para el Célculo de dureza tipo knoop [63].
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Para nuestro caso, las pruebas de indentacién se utilizan para mapear las
propiedades biomecdnicas del hueso cortical, el subyacente como el hueso tra-
becular que estd cerca de las articulaciones diartrépicas o hueso adyacente a
los implantes. Las propiedades biomecdnicas de hueso en estas regiones son
clinicamente importantes en los estudios de la progresion de la osteoartritis y el
reemplazo de la articulacién artroplastica. La dureza del hueso se estima como
la carga maxima dividida por el drea de la seccién transversal del indentador
(tabla 5).

L. Feng, et al. L. Yin, etel. Jagery Fratzl ~ Sevostianovy
Kachanov
(2012) (2010) (2000) (2000)

Tipo de hueso: porcino cordero valores tipicos  fémur humano
Técnica: nanoindentaciones  microindentaciones ultrasonido
Dureza 200-1,200 300-450
Médulo de Young 8,000 - 27,000 10,000 - 20,000
Rigidez eldstica 4,740-30,000

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 analiticas mds im-
portantes disponibles para los cientificos de hoy. Una de las grandes ventajas
de esta espectroscopia es que préicticamente cualquier muestra en cualquier es-
tado puede ser estudiada (liquidos, soluciones, pastas, polvos, peliculas, fibras,
gases) practicamente todas las superficies pueden ser examinadas con una elec-
cién juiciosa de la técnica de muestreo. La espectroscopia infrarroja es una
técnica basada en las vibraciones de los 4&tomos de una molécula.

Un espectro de infrarrojo se obtiene comunmente pasando radiacién dein-
frarrojo a través de una muestra y determinando qué fraccién de la radiacién
incidente se absorbe a una energfa en particular, la energfa de un pico en el
espectro absorcién corresponde a la frecuencia de una vibracién 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-
crémetros = 4000-400 cm 1) y el infrarrojo lejano (25 -1000 micrémetros =400-
10 cm™1!) es en estas regiones en donde la mayorfa de las moléculas presentan
una absorcién o emisién por el cambio de bandas debido a la interaccién con
la radiacién del campo. La cantidad de energia absorbida o emitida es equiva-
lente a la diferencia de energia entre los estados de baja vibracion y los estados
electrénicos base de la molécula [57].

Para sacar los espectros, se requiere una minima cantidad de muestra por lo
cual es una medicién no destructiva, facilitando asi la evaluacién espectral de
los compuestos, por lo tanto es una informacién concentrada de la composicion,
constitucién de algunas propiedades fisicas de la muestra [57].

3.6.1 Absorcién infrarroja.

La espectroscopia infrarroja estd basada en el fenémeno de absorcién infrarroja
por vibraciones moleculares. Para que sea posible la absorcién de la energia
infrarroja por parte de una sustancia, es necesario que la energia que incide sobre
ella sea del mismo valor que la energfa de vibracién que poseen las moléculas de
la sustancia [57].

En una molécula existen diferentes dtomos que forman distintos enlaces, en
el espectro de infrarrojo aparecerdn bandas de absorcién a distintos valores de
frecuencia y de longitud de onda [57].

Por ejemplo, la regién situada entre 1400 y 4000 cm ™!, es de especial utilidad
para la identificacién de la mayoria de los grupos funcionales presentes en las
moléculas orgédnicas. Las absorciones que aparecen sobre esta zona, proceden
fundamentalmente de las vibraciones de estiramiento. La zona situada a la
derecha de 1400 cm ™! es por lo general compleja, debido a que en ella aparecen
vibraciones de estiramiento de flexién. Cada compuesto tiene una absorcién
caracteristica en esta regién, es por ello que se le denomina como la regién de
las huellas dactilares [57].

El momento dipolar eléctrico de una molécula puede cambiar durante la
vibracién. Es decir la interaccién de radiacién infrarroja con la molécula puede
ser entendida en términos de los cambios dipolares moleculares asociados con la
vibracién o rotacién de estas ( figura 20).
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Figura 20. El momento
dipolar de la molécula
cambia conforme los
enlaces se expanden o se
contraen [57].

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

3.6.2 Modos vibraciones.

La interaccién de radiacién 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 bédsicos de las moléculas, puede verses como un
sistema de masas unidas por enlaces con ciertas propiedades. Para el primer
caso de moléculas diatémicas se tiene tres grados de libertad: traslacional y dos
grados de libertad rotacional, para esta molécula solo hay una vibracién posible
correspondiente al estiramiento o contraccién de los enlaces [57]. La vibracién
puede involucrar algiin cambio en la longitud del enlace (estiramientos) o eldn-
gulo de enlace (figura 21), también existe m&ds movimientos llamados flexién
(figura 22).
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Figura 21. Modos de vibracién [57].

A A I

Tiera  Oscllacion Balanceo  Torsion

vibraciones e deformacion vibraciones de deformacion
enelplano fliera del plano

Figura 22. Vibracién de flexién, donde + y — se refiere a

vibraciones Perpendiculares al plano [57].

En moléculas poliatémicas que contienen N dtomostendrdn 3N grados de

libertad, tabla 6. Los grupos de moléculas triatémicas pueden ser distinguidas

en dos grandes grupos, lineal y no lineal (figura 23) [57].

O
I\ oB=E=10
H H

o-Lineql Lineal

Figura 23.Grupos de moléculas
triatémicas.
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Tino g grado o fbertod el no-Lineo

Travtacional R j
Rotational 2 ]
Wibracional IN-35 -6

Totol W W

Tabla 6. Grados de libertad de moléculas [57].

En términos generales y para comprender mds rapidamente a los sistemas
fisicos se considera que una molécula diatémica solo tiene un modo de vi-
bracién correspondiente a movimiento de estiramiento, para moléculas del tipo
triatémico 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 flexién. Una molécula triatémica del tipo no-lineal tiene 4 modos: dos que
tienen una misma frecuencia y dos més para el estado degenerado [57].

Algunos enlaces pueden estirarse en fase (estiramientos simétricos) o fuera
de fase (estiramientos asimétricos) (Figura 24).

0
78\ >
Hooh R 0-——H
Estirarmiento simetrico  Estiramiento asimetrico

Figura 24. Tipos de estiramiento [53].

El espectro infrarrojo puede ser dividido en tres principales regiones. In-
frarrojo lejano(< 400 cm™!), 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. Regién 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) ( figura 25).
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Figura 25. Espectro de infrarrojo de hexilanima con regiones delimitadas
[57].

La vibracionesen la region (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 ™!, para el estiramiento N-H
es usualmente observado entre 3400-3300 cm™!, el estiramiento de banda del
C-H como los compuestos alifdticos ocurre en el rango de 3000-2850 cm~!.
Si el enlace C-H es adyacente a un doble enlace o a un anillo aromético el
estiramiento C-H incrementa el nimero de onda y es absorbida entre 3100 y
3000 cm~! [57].

El estiramiento de los triples enlaces se da en la regién 2500-2000 cm ™!,
por ejemplo los enlaces C=C absorben el IR entre 2300 y 2500 cm ™! mientras
que el grupo nitrilo (C=N) entre 2300-2200 cm~!. En ésta region se pueden
distinguir los estiramientos C=C ya que son normalmente muy débiles mientras
que el estiramiento C=N es medianamente intenso, ademads hay absorciones que
pueden cruzar se con algunos estiramientos de absorcién del tipo X—H, donde
X es un dtomo mas masivo que el fosforo o el silicio sucediendo particularmente
cerca de 2400 y 2200 cm™! [57].

Las bandas de absorcién en la regién 20001500 cm ™! le pertenecen a esti-
ramientos de enlaces pares como C=C y C=0. El estiramiento del grupo car-
bonilo es una de las absorciones més fécil de reconocer en el espectro infrarrojo,
ya que es usualmente intensa en el espectro. El tipo de enlace C=0 ocurre en
la regién de 1830-1650 cm ™! pero si existe la presencia de algin metal en el
grupo carbonilo éste puede absorber sobre 2000 cm~!. El estiramiento C=C es
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muncho més débil y ocurre alrededor 1650 cm ™!, pero esta banda es a menudo

ausente en espectro debido a la simetrfa del momento dipolar aun que también
en esta regién ocurre el estiramiento C=N [57].

En principio el espectro de bandas bien comportadas es asignado por la
deformacién 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 niimeros
de onda para moléculas similares, esta simplicaciones pueden ser vibraciones de
flexién perteneciente a la regién 1500-650 cm ™~ [57].

3.6.4 Puente de hidrogeno.

La presencia de puentes de hidrogeno en moléculas biolégicas es de gran impor-
tancia debido a que la actividad del acido desoxirribonucleico (DNA) presenta
este tipo de enlace. Los puentes de hidrégeno se establecen entre un dtomo
de hidrégeno que estd unido a un elemento muy electronegativo y con radio
i6énico pequeno (como el oxigeno y/o nitrégeno) el cual es atraido por un se-
gundo elemento con caracteristicas similares de manera que el hidrégeno queda
compartiendo uno de sus electrones entre cada uno de los dtomos. En estas
condiciones el dtomo de H se encuentra sin uno de sus electrones y se comporta
como un HT. El puente de hidrégeno puede formarse entre moléculas diferentes
o iguales. Entre las interacciones débiles el puente de hidrégeno es una de las
mas fuertes. Estas interacciones son fundamentales en el mantenimiento de los
niveles estructurales superiores de proteinas y dcidos nucléidos. Un ejemplo
se puede apreciar en el HoO y también entre grupos OH y NHy en algunas
moléculas [57] (figura 26).

Figura 26. Puentes de

hidrogeno en algunas

moléculas; a)agua, b)
OH-NH,;, [57].

Los grupos OH son enlaces de hidrogeno que absorben a una frecuencia de
3500 cm~!. Si se analiza el espectro de un compuesto en que no hay uniones
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de hidrogeno, la absorcién presenta un pico nitido 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 mds baja. El ensanchamiento
del pico de absorcién es caracteristico del puente de hidrogeno [27]. Los en-
laces de hidrogeno tienen un importante efecto en la espectroscopia infrarroja
va que éstos influyen 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 informacién cualitativa sobre to-
dos los componentes que tienen vibraciones IR activas, en el caso del hueso esto
incluye las proteinas, el fosfato mineral, los lipidos y carbonatos. La informacién
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
hidréxido y el contenido de carbonato de los minerales [65] ( tabla7 y figura 27).

Absorbarrcic
(=23

1600 1400 1200 1000 800 600
Ndmero de onda cm-1

Figura 27. Regiones del espectro de IR de hueso de ciervo; a y b(absorcién
de fosfatos), ¢ (absorcién de proteinas y amidas I) y d (carbonatos) [65].
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Grupo Namerode Descripcion
anda

Amida A 3300 NHESTIRAMIENTO

Amida B 3100 NHESTIRAMIENTO

Amidal 1600-16390 C=0ESTIRAMIENTO

Amidall 1480-1575 CMESTIRAMIENTO,NH
FLEXIOM

Amidalll 1229-1301 CMESTIRAMIENTO,MH
FLEXIOM

Amida IV 625-767 OCN FLEXION

Amida v 640-800 NHFLEXIOM FUERA DEL
PLAMO

Amida vl 537-606 C=0OFLEXION FUERA DEL
PLAMNO

Amidavil 200 TORCIOM

Aguay HAP 3700, 2700 O-HESTIRAMIENTO

Hidroxilo 3437 O-HLIBRE ESTIRAMIENTO

Agua 1635 FLEXION

FOSFATO 1110, 1029 P-OESTIRAMIENTO
ASIMETRICO

FOSFATO 602, 5360 ESTIRAMIETO Y FLEXION

HIDROXILO 631 FLEXIOM

CARBOMNATOS 1540, 1455 FLEXIOM

CARBOMNATOS 1450, 1410 INTERCAMEBIO OHPORCO

HIDROGEMOFOSFATO | 875 INTERCAMBIOPOPORCO
FLEXIOM

SILICATOS 8590, 830, 750 | FLEXION

HAP 601, 574 FLEXIOM

Tabla 7. Regiones de absorcién de diferentes moléculas
presentesen el hueso [66-69].
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4 Metodologia.

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 Auténoma Metropolitana
(UAM) Xochimilco, los cuales se distribuyeron en 4 grupos experimentales (n=
2) aleatoriamente de la siguente manera:

e Control

Estrés crénico

Esquema de suplementacién de Astaxantina,

e Estrés crénico y suplementacion de Astaxantina

El trabajo experimental con los animales fue sometido a consentimiento para
su aprobacién por parte comision de bioética de la Facultad de Medicina UAE-
Mex.

Los especimenes de experimentacién se mantuvieron en jaulas de acrilico
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 Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. Para dar seguimiento,
los animales fueron rotulados y clasificados en grupos de trabajo anteriormente
mencionados.

Para el modelo de estrés por restriccién de movimiento, se hiso de la siguiente
manera; Los ratones se colocaron en un tubo de acrilico de 2 pulgadas por 10
cm de longitud con adecuada ventilacién, el cual limita el movimiento rotacional
de los animales, esta limitacién fue por 3 horas por dia, dos veces a la semana,
durante 12 meses. La limitacion 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 suplementacién con astaxantina se realizo mediante la
administracién del farmaco via oral a travez la sujecién de los animales de
experimentacién, con cuidando para evitar el estrés por manipulacién, la suple-
mentacion se inicié en los ratones desde las 10 semanas de edad hasta concluir
el proyecto, medinte una dosis de microperlas al 2% de astaxantina a razén de
4 mg/keg 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 realizé la eutanasia de
los animales mediante cdmara de CO2, con una presién de 20 mmHg y un flujo
de 2 a 2.5 litros/minuto de diéxido de carbono (CO2) . cabe mencionar que
este método estd avalado por la Asociacién Americana de Medicina Veterinaria
ya que disminuye el efecto estresante en el roedor.

Posteriormente, se realizé un corte trasversal a la altura de los misculos
abdominales anteriores para estraer la estremidad derecha de cada animal y se
colocaron en una caja de Petri con 1 mililitro de solucién salina.

39



Las extremidades se almacenaron por separado en contenedores rotulados y
se fijaron en formol tamponado al 10% con pH neutro; para ajustar el formol al
10% con las siguientes caracteristicas de la solucién :

- 100 ml de formol/ formaldehido (37-40% solucién concentrada)

- 900 ml de agua destilada

- 4g/L NaHPO4 (fosfato de sodio monobdsico)

- 6.5g/L Na2HPO4 (fosfato de sodio dibdsico).

Las muestras de hueso cortical con las que se trabajé, se obtuvieron del
fémur (figura 28); siendo este el dominante en el material éseo compacto.

Figura 28. a) Extremidad de ratén, b)obtencién
del fémur.

La obtencién de muestras adecuadas para el anédlisis de la microdureza asf
como para el andlisis de IR, representa una parte importante de esta tesis, ya
que con ello se facilité el trabajo, al igual que la interpretacién de los resultados
que se obtuvieron, como se explica a continuacion.

El tejido graso fue removido con ayuda de un cepillo de cerdas suaves y jabén
neutro pH 7, la utilizacién de estos es el ideal para el limpiado de las muestras,
para la remocién de jabén y grasas se utilizé agua destilada ya que cuenta con
un pH 5.6. El proceso de limpiado se llevé a cabo mediante ciclos de abrasién
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 procedié a medir y anotar la lon-
gitud de cada una (Figura 30).

Figura 30. Medicién de la longitud del hueso.

Después de limpiar la parte exterior del hueso se procedié a realizar los
primeros cortes para retiran las epifisis ya que solo se trabaja con la diéfisis,
estos cortes se hicieron con una navaja y con ayuda de una aguja se extrajo la
medula 6sea o cualquier otro material (sangre, hueso esponjoso) que se encontré
dentro de éste ya que esto repercutia en el posterior anélisis (figura 31).
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Figura 31. Corte del fémur con
una navaja.

Posteriormente se etiquetaron las muestras con las caracteristicas 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 medicién de microdureza del hueso se utilizé la resina e-poxi ya que es
un polimero termoestable que se endurece cuando se mezcla con un catalizador
o endurecedor, brindando una mejor superficie de agarre al pulir, ademéds se
crea una base més estable para la realizacién de las indentaciones.

Se preparé cantidad suficiente de e-poxi: 5 partes de resina por una parte
de endurecedor, y se vacié 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 vacié la mezcla.

Para remover el excedente de resina sobre la superficie del hueso, se utilizaron
lijas de agua con un tamafio de grano de 200-400 granos/pulgada®. Una vez que
se aproximo a la superficie del hueso se continué con lija de grano de 800-
1200 granos/pulgada? y se finalizo con la utilizacién de una lija de 1400-4000
granos/pulgada?.

El proceso de pulido final se realizo mediante la ayuda de una pulidora eléc-
trica BUEHLER, MetaServ 2000 y con una solucién como lubricante-abrasivo
de 750 ml de agua destilada con 4 grs. de Alimina 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 procedié al proceso de indentacién mediante
un indentador con punta tipo knoop, colocando la muestra (capsula) de bajo
de la punta tomando encuentra que estuviera alineada la parte donde estd 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. Indentacién de la muestras de fémur mus mussum
con ayuda del Microdurometro MICROMET 5101 - BUEHLER.

Se seleccioné el tiempo de indentacién de 5 seg y una fuerza de 0.1 gf|
posteriormente se medio la regién indentanda con ayuda del objetivo del mi-
crodurémetro (figura 33) registrando las medidas en una bitdcora haciendo un
total de 296 indentaciones por hueso (figura 34).

Indentacion
Tipo Knoop

Figura 33. Huella de indentacion en el hueso.

43



——mpa. e e — e — — —— — me T

- ——————— —— ——— —

- —— ——— e —— —— —— a4

- e —— -
L *

Figura 34. Esquema de indentaciéon por hueso: tomando 74
indentaciones longitudinal por linea (4).

4.2 Infrarrojo.

Para el anilisis del hueso mediante espectroscopia infrarroja, se molieron las
muestras con un mortero de dgata, posteriormente se secaron todas las muestra
durante 24 horas previas al andlisis en una estufa a una temperatura de 220 °C
+5 para eliminar al méximo la presencia de agua en las muestra.

Una vez secadas las diferentes muestras y el KBr se pesa para hacer una
mezcla con una proporcién 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
determinacién de absorbancia y/o transmitancia de las muestras d¢seas.

Se elaboraron pequenas pastillas de las mezclas y el blanco mediante encap-
sulado a presién.

Las pastillas fueron caracterizadas mediante espectroscopia FT-IR en el
rango de 400-4000 cm~! utilizando un dispositivo de la marca Bruker serie
tensor 27.
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5 Resultados y andlisis 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
figura 19, se graficé y se suavizé la grafica obtenida para poder apreciar mejor
el comportamiento de la curva de microdureza de cada una de las muestras.

Como se puede observar en el grafico 1, la microdureza en la regién aprox-
imada a hueso sacro desciende de 3.6 MPa a 2.7 MPa en las primeras indenta-
ciones, pero al acercérse a la parte media (indentacién 23) la microdureza au-
menta hasta 4.6 MPa, rebasando la microdureza méxima registrada en la region
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 concentracién 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.

control

Microdureza (MPa)
I
1
e

Numero de indentacion

Grafico 1. Curva de microdureza longitudinal de
la muestra obtenida del invididuo control.
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En el grafico 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 fluctuacion de 0.5
MPa, ésta es debido a la remineralizacion (por zonas en forma de paquetes) en
la parte superficial en esa zona. En la zona distal se registré un incremento
de 1.0 MPa en comparacién 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.
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Grafico 2. Curva de microdureza de la muestra obtenida del
invididuo al que se suplemento astaxantina.

De acuerdo al grafico 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, ademads 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 m&s o menos uniformes (bajos en comparacioén 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 razén de
cambio suave y muestra una regién cuyos valores son aproximadamente iguales
a los de la primera region.
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Grafico 3. Curva de microdureza de la muestra obtenida del invididuo al que
se le indujo estrés.

En el grafico 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 estd estresado, ademas ocurre una
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estabilizacion casi linealmente con una fluctuacién 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 disminucién de la microdureza en la indentacién nimero 70
pero recobrando la microdureza promedio dentro de las tltimas cuatro. Este
comportamiento lineal se puede considerar que es debido a una estabilizacién de
la absorcién uniforme de los minerales principales a lo largo de parte longitudinal
del hueso.
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Grafico 4. Curva de microdureza de la muestra obtenida del invididuo al que
se le indujo estrés y se le administré astaxantina.

La distribucién de la microdureza (grafico 5) a lo largo del fémur presenta
un comportamiento asimétrico ya que la mineralizacién del sistema éseo se da
por paquetes sélo en los lugares que se necesiten [23,24,65], por otro lado, se
presenta notable disminucién de la microdureza en la regién media del fémur
de los ratones a los cuales se les sometié a: estrés, astaxantina y estrés +
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astaxantina en comparacién del espécimen control, interpretando que el sistema
oseo es suceptible a cambios de sus propiedades fisicas como la microdureza
por la suplementacion de antioxidantes y al estar estresado, ademas el ratén
con astaxantina presenta un aumento de la densidad dsea atribuida al uso de
antioxidantes [70] afectando la microdureza intrinseca del hueso porque aquiere
una concentracién de minerales provocando un incremento de rigides y por lo
tanto aumetando su fragilida cuando se le somete una fuerza. La curva de
microdureza 6sea del fémur en el ratén estresado presenta una disminucién con
respecto a los demds ratones sugiriendo un efecto del estrés en el sistema Gseo
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 sinfin de variaciones
dependiendo de las caracteristicas 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 comprobé que el estrés afecta a nivel de la micro
dureza, disminuyendo casi 2/3 partes en comparacién con el individuo control,
dando a entender que toda la fisiologfa del estrés con lleva a un desgaste fisico,
biolégico, quimico y psicolégico, provocando o disminuyendo la actividad ésea,
esto se debe a que el organismo concentra todos los recursos a las zonas més
demandadas.
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Grafico 5. Comparacion del comportamiento de la microdureza.
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5.2 Infrarrojo.

El espectro de la muestra control (grafico 6) de hueso del ratén, contiene pi-
cos en 569 cm~! y 611 cm~! por la presencia de la molécula de HAP con un
modo de vibracion de flexién, especificamente, por los fosfatos quienes describen
un movimiento de estiramiento y flexién. EI pico en 882 cm™'es debido a los
movimientos de flexién de moléculas de hidrogeno-fosfatada ocasionados por el
intercambio de PO por CO. El correspondiente a 1031 cm ™! se debe a molécu-
las de fosfato del tipo de enlace P-O presentando un modo de vibracién de
estiramiento asimétrico. En 1255 cm™! se identifica la presencia de Amida III
C-N con estiramiento junto con una flexién de NH. Para los picos en 1455 cm ™!
y 1547 cm™! se les asocian a la presencia de carbonatos con un modo de vi-
bracién de flexién. La presencia de amida I del grupo C=0O con estiramiento
es identificada en 1658 cm™!. En el pico 2386 cm™! se presenta el triple enlace
C= C con su vibracién de estiramiento y en la banda 3284 cm~! se presenta
una absorcién debida al estiramiento de la amida del grupo NH.
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Grafico 6. IR - Espectro de absorbancia de la muestra del individuo
control.

El ratén con astaxantina muestra el espectro de IR dado en el grafico 7;
contiene picos en 566 cm ~! por la presencia de la molécula de HAP con un
modo de vibracién- flexién y de flexién en 603 cm~! especificamente por fosfatos.
El pico en 877 cm ™! es debido por la flexién de las moléculas hidrogeno-fosfatada
cuando intercambia PO por CO. La molécula de fosfato P-O presenta un modo
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de vibracién de estiramiento asimétrico en 1031 cm~'. EI estiramiento junto

con la flexion de NH de la molécula de amida III C-N tiene un pico en 1247
cm~!. En 1411 cm~! se presentan los carbonatos que intercambian el grupo
OH por CO y en 1457 cm ™! esta misma presenta un modo de de Flexién. Por
otro lado, la amida I del grupo C=0 manifiesta un estiramiento en 1658 cm™! y
en 2386 cm ™! se presenta el triple enlace C =C con un estiramiento y ademsés a
la posicién en 3384 cm ™! se le atribuye a una absorcién debida al estiramiento

de la amina del grupo NH.
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Grafico 7. IR - Espectro de absorbancia de la muestra del individuo
suplementado con astaxantina.

El hueso del ratén con estrés (grafico 8) muestra un espectro con el siguiente
comportamiento: en 565 cm ™! se presenta vibracién de fexién de la molécula de
HAP por los fosfatos con una descripcién de movimiento de estiramiento. Para
607 cm ™! se representa la absorbancia de la amida VI. Por otro lado, la amida
del tipo 1V del grupo OCN aparece con flexién en 704 cm ™!, mientras que en 885
ecm ™! ocurre la flexién de las moléculas de silicatos. El enlace P-O de la molécula
de fosfato presenta un modo de vibracién de estiramiento asimétrico en el pico
1030 cm™! y 1090 cm~!. La presencia de amida III CN con estiramiento-flexién
del NH se ve reflejado en 1245 cm~!. El pico de absorbancia en 1447 cm~! es
ocasionado por los carbonatos cuando intercambian el OH por CO y en 1578
cm~! se da la presencia de la amida del tipo II. Para el grupo C=0 de la amida
I con estiramiento se representa en 1667 cm~!. En 2390 cm ™! ocurre el triple
estiramiento del enlace C= C y el estiramiento de la amina A del grupo NH se
da alrededor de 3359 cm™*.
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Grafico 8. IR - espectro de absorbancia de la muestra del individuo
estresado.

El espectro de la muestra de hueso del ratén con estrés y suplementado con
astaxantina (grafico 9) contiene picos en 561 cm~! que corresponde a la molécula
de HAP con un modo de vibracién de flexién, concretamente por la parecencia

de fosfatos con una descripcién de movimiento de estiramiento. En 605 cm ™! se

produce el enlace C=0 con flexién fuera del plano. Para el pico en 881 cm ™ se
presentan movimientos de flexién de silicatos. Moléculas de fosfatos del tipo de
enlace P-O presentan un modo de vibracién del tipo de estiramiento asimétrico
abarcando los picos 1040 cm~! y 1105 cm~!. Los carbonatos intercambian el
grupo OH por CO en 1412 cm™! y en 1466 cm~! se flexionan. Ademds, se
encontro el estiramiento a la amida I del grupo C=0 debido a la absorbancia
en 1666 cm~'. En el pico 2395 cm™! que representa el triple enlace C=C con
su vibracién de estiramiento presenta una absorcién- estiramiento de la amina

del grupo NH.

92



1]

35 4

L1
g &
= T
— [N

% —— Astaxantina+ Estres
=
it

30 4

25

% Ahzohanda

B
o sm 1000

T T T T T
1500 2000 2500 3000 3s00 o +500

Miamero de onda[cm 2]

Grafico 9. IR - espectro de absorbancia de la muestra del individuo
estresado y suplementado con astaxantina.

El grafico 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
absorcién en moléculas minerales (fase inorgdnica) del hueso como los fosfatos,
hidroxilos y los carbonatos hidrogeno-fosfatada atribuidos a un aumento de
mineralizacién de estas al hueso y una disminucién en las amidas (fase orgdnica)
, concluyendo que la astaxantina interactua mejor con la fase mineral. Ademas,
la concentracién de las moléculas principales disminuye dos terceras partes en
los ratones estresados en comparacion del ratén control, reafirmando 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 estd estresado retrasa la perdida
de minerales asi como colageno pero no por completo.
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Grafico 10. IR - espectro de absorbancia de las muestras.

Los efectos del estrés oxidativo en el sistema 6seo es poco estudiado pero
se conoce que hay repercusiones en los otros sistemas [43-53] y como se puede
observar mediante el andlisis mediante IR y Microdureza el tejido éseo no es
la acepcién, considerando que el estrés oxidativo representa un dano a la salud
que se tiene controlar/ tratar, este dano 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 estdn por demds estudiadas [70] ya que
se suele administrar el farmaco cuando el dafo ya estd presente, pero nunca
sea estudiado a que grado retrasa este efecto. Mediante la comparaciéon con
una muestra patrén, se encontré que para el andlisis estructural de los grupos
funcionales y de la microdreza propia del sistema dseo, presenta una propiedad
protectora aun que no del todo.

El hueso in-vivo es un sistema capaz de regenerarse automaticamente [71]
por ende el uso de astaxantina puede producir la remineralizacién ante condi-
ciones de estrés, es importante tomar en cuenta, la concentraciéon suministrada
y el tiempo de exposicién, dado que la astaxantina puede llegar a producir un
grado de sobremineralizacién 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, ademads, no se recomienda
el uso de antioxidantes en un organismo como se observa tanto en las graficas 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 demostré a groso modo las consecuencias del estrés en el
hueso y el uso de astaxantina como protector del hueso, sin embargo aiin queda
mucho camino por recorrer ya que solo se utilizé6 una muestra de hueso para
cada técnica de analisis, pero el grado de informacién que se obtuvo fue amplio,
asi que se deja el tema abierto para su posterior andlisis con un mayor nimero
de muestras para cada técnica y de este modo complementar la informacién de
este trabajo a modo de establecer los rangos por los que se mueve cada uno de
los pardmetros(control, astaxantina, estrés, estrés + astaxantina ) ayudaria a
cuantificar de mejor manera las consecuencias del estrés y al mismo tiempo el
uso de la astaxantina como protector.
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6 Conclusiones.

e El estrés en el organismo tiene efectos signifcantes en el sistema 6seo ya
que promueve la desmineralizacion y baja actividad ésea 2/3 partes.

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

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

e La suplementacién de axtaxantina estimula principalmente la fase in-
orgdnica a la organica del sistema 6seo debido a que los fosfatos presentes
en el hueso interaccionan con los grupos hidroxilos del antioxidante.

e 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.

e 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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