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1. Resumen

Se llevé a cabo la sintesis mecanoquimica de compuestos tipo jarosita
adicionados con calcio y estroncio, con el objetivo de evaluar la influencia de estos
cationes sobre la estructura cristalina, la cristalinidad, la microestructura, la composicion
guimica y la respuesta bioldgica del sistema, considerando su posible aplicacion en
ingenieria tisular. Para ello, se realizaron los experimentos por triplicado, iniciando con
la obtencion de la jarosita potasica base y continuando con la adicion de Ca y Sr. La
caracterizacion por difraccion de rayos X mostré que la muestra base corresponde a una
fase de jarosita trigonal, identificada mediante el PDF 96-901-0317, mientras que la
muestra adicionada con estroncio presento una fase de jarosita con el PDF 96-901-6966,
junto con una fase secundaria de celestina (SrSO,), en concordancia con el PDF 96-900-
4484. Por su parte, la muestra adicionada con calcio exhibié sefales atribuibles a una
fase relacionada con calcio, asociada al PDF 96-901-1034, ademas de reflexiones
correspondientes a natrojarosita, de acuerdo con el PDF 96-901-7622. La reflexién de
mayor intensidad se localizé en la region de 26 = 30-33°, caracteristica de la estructura
general AFe;(S0,),(OH)s, observandose ligeros desplazamientos y variaciones en el
espaciamiento interplanar (d = 3.22-3.04 A), atribuibles a procesos de hidratacion
superficial y microdeformaciones generadas durante el lavado posterior a la
mecanosintesis. El tamafio de cristalito se estimé mediante la ecuacion de Scherrer,
mientras que el porcentaje de cristalinidad se obtuvo por integracion de las
contribuciones cristalinas y amorfas del difractograma mediante el software Match!, esto
revel6 que la jarosita potasica present6 cristalitos finos y cristalinidad moderada a baja,

mientras que la muestra adicionada con calcio mostré una cristalinidad practicamente
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nula, lo que sugiere un mayor desorden estructural; en contraste, la muestra adicionada
con estroncio exhibid mayores tamafos de cristalito y porcentajes de cristalinidad mas
altos, indicando un mejor orden estructural y una posible estabilizaciéon de la red
cristalina. La caracterizacion mediante microscopia electronica de barrido,
espectrometria de dispersiéon de energia de rayos X y mapeo elemental evidencio
materiales heterogéneos, densamente aglomerados y con distribucién composicional
polidispersa; en la muestra con estroncio predominaron O, S y Sr, con menores
proporciones de Fe y K, mientras que en la muestra con calcio dominaron O, Sy Ca, con
bajos contenidos de Fe y K. Los espectros de FTIR confirmaron la preservacion de la
firma vibracional principal de una fase sulfatada tipo jarosita, aunque con variaciones en
la intensidad y posicion de las bandas, atribuibles a modificaciones locales en el entorno
qguimico de los grupos sulfato e hidroxilo. En la evaluacion bioldgica, el ensayo de
citotoxicidad mediante Alamar Blue mostré viabilidades celulares superiores al 70 % a
las 24, 48 y 72 horas para ambos materiales, sin diferencias estadisticas significativas
respecto al grupo control, lo que indica ausencia de efectos citotoxicos. De manera
complementaria, el andlisis de diferenciacion osteogénica mediante tincion con Rojo de
Alizarina S evidenci6 formacion de depdsitos de calcio en los grupos experimentales,
observandose nodulos de mineralizacion densos y bien definidos en el sistema con
calcio, asi como mineralizacion en el sistema con estroncio. En conjunto, los resultados
demuestran que la naturaleza del cation adicionado ejerce una influencia directa sobre
la organizacién estructural y composicional del sistema tipo jarosita, favoreciendo el
estroncio un mayor orden cristalino y promoviendo el calcio un comportamiento mas

desordenado, sin comprometer la viabilidad celular y mostrando ambos materiales una
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respuesta biologica favorable para su consideracion como candidatos potenciales en

aplicaciones de ingenieria tisular.

2. Abstract

Mechanochemical synthesis was carried out to obtain jarosite-type compounds
containing calcium and strontium, with the aim of evaluating the influence of these cations
on the crystal structure, crystallinity, microstructure, chemical composition, and biological
response of the system, considering its potential application in tissue engineering. To this
end, all experiments were performed in triplicate, beginning with the synthesis of the
potassium jarosite base material and followed by the addition of Ca and Sr. X-ray
diffraction characterization showed that the base sample corresponds to a trigonal jarosite
phase, identified by PDF card 96-901-0317, whereas the strontium-added sample
exhibited a jarosite phase matching PDF 96-901-6966, together with a secondary
celestine phase (SrSQO,), in agreement with PDF 96-900-4484. In turn, the calcium-added
sample exhibited signals attributable to a calcium-related phase associated with PDF 96-
901-1034, in addition to reflections corresponding to natrojarosite, according to PDF 96-
901-7622. The most intense reflection was located in the 26 = 30-33° region,
characteristic of the general AFe;(S0O,).(OH) structure, and slight shifts together with
variations in the interplanar spacing (d = 3.22-3.04 A) were observed, which can be
attributed to surface hydration processes and microstrains generated during the post-
mechanosynthesis washing step. The crystallite size and degree of crystallinity, estimated
using the Scherrer equation, revealed that potassium jarosite exhibited fine crystallites

and moderate-to-low crystallinity, whereas the calcium-added sample showed nearly null
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crystallinity, suggesting a higher degree of structural disorder; in contrast, the strontium-
added sample displayed larger crystallite sizes and higher crystallinity values, indicating
improved structural ordering and possible stabilization of the crystal lattice.
Characterization by scanning electron microscopy, energy-dispersive X-ray
spectroscopy, and elemental mapping revealed heterogeneous, densely agglomerated
materials with a polydisperse compositional distribution; in the strontium-containing
sample, O, S, and Sr predominated, with lower proportions of Fe and K, whereas in the
calcium-containing sample, O, S, and Ca were dominant, with low Fe and K contents.
FTIR spectra confirmed the preservation of the main vibrational signature of a sulfate
jarosite-type phase, although variations in band intensity and position were observed,
attributable to local modifications in the chemical environment of sulfate and hydroxyl
groups. In the biological evaluation, the Alamar Blue cytotoxicity assay showed cell
viabilities above 70% at 24, 48, and 72 h for both materials, with no statistically significant
differences relative to the control group, indicating the absence of cytotoxic effects.
Complementarily, osteogenic differentiation analysis by Alizarin Red S staining revealed
the formation of calcium deposits in the experimental groups, with dense and well-defined
mineralization nodules observed in the calcium-containing system, as well as
mineralization in the strontium-containing system. Overall, the results demonstrate that
the nature of the added cation exerts a direct influence on the structural and compositional
organization of the jarosite-type system, with strontium favoring greater crystalline order
and calcium promoting more disordered behavior, without compromising cell viability,
while both materials exhibited a favorable biological response supporting their

consideration as potential candidates for tissue engineering applications.
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3. Introduccién

La mecanosintesis es una ruta de sintesis en estado sélido que emplea energia
mecanica para inducir transformaciones fisicas y quimicas en los materiales. Este
método ha despertado interés por su capacidad para reducir el uso de solventes, acortar
los tiempos de procesamiento y modificar propiedades como el tamafio de cristal, la
densidad de defectos y la reactividad superficial, lo que lo convierte en una alternativa
atractiva para la obtencién de materiales funcionales (Arfelis et al., 2024).

Dentro de los materiales que pueden obtenerse por esta via, la jarosita representa
una familia estructural de interés debido a su flexibilidad composicional. Su formula
general, AFe3(S0O,).(OH)s, permite la incorporacion de diferentes cationes en su
estructura, lo que puede generar variaciones en su orden cristalino, estabilidad y
comportamiento superficial. Aunque tradicionalmente la jarosita ha sido estudiada en
contextos mineralégicos, hidrometallrgicos y ambientales, recientemente también ha
comenzado a explorarse como material sintético con posibles aplicaciones funcionales y
biomédicas (Cruells & Roca, 2022; Serralde-Lealba et al., 2022).

En este contexto, la adicion de calcio y estroncio resulta especialmente relevante.
El calcio es un elemento esencial en la mineralizacion 0sea y participa en diversos
procesos de sefializacion celular, mientras que el estroncio ha sido ampliamente
estudiado por su capacidad para estimular la actividad osteoblastica y modular la
resorcion 6sea. Debido a ello, ambos elementos han despertado un interés considerable
en el disefio de biomateriales inorganicos dirigidos a la regeneracién de tejido

mineralizado (Mehta & Gentleman, 2026; Straub et al., 2025).
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La incorporacion de calcio y estroncio en matrices tipo jarosita puede inducir
cambios en la red cristalina, en la morfologia de las particulas y en la composicion local
del material. Estas modificaciones pueden repercutir directamente en su interaccién con
sistemas biolégicos. Asimismo, se ha reportado que las jarositas potasicas dopadas con
estos elementos presentan caracteristicas favorables para su evaluacibn como
biomateriales, lo que respalda el interés por profundizar en el estudio de este tipo de
sistemas (Serralde-Lealba et al., 2022).

Por otra parte, las aplicaciones en ingenieria tisular requieren materiales capaces
de integrarse con el entorno bioldgico y de favorecer procesos como la adhesién celular,
la proliferacion, la formacion de matriz mineralizada y la diferenciacion osteogénica.

En particular, la ingenieria tisular 6sea demanda biomateriales biocompatibles,
bioactivos y con propiedades fisicoquimicas adecuadas para apoyar la regeneracién del
hueso. En este sentido, los materiales inorganicos modificados con iones terapéuticos,
como Caz* y Sr2*, han cobrado gran relevancia en los Ultimos afios (Mehta & Gentleman,
2026; Sabouri et al., 2026).

La informacion sobre la obtencion especifica de jarositas adicionadas con calcio
y estroncio mediante mecanosintesis sigue siendo limitada, asi como sobre la influencia
de esta ruta en sus propiedades estructurales, morfoldgicas y biolégicas. Por ello, resulta
necesario profundizar en el estudio de estos materiales y establecer su potencial en
aplicaciones en la ingenieria tisular (Arfelis et al., 2024; Serralde-Lealba et al., 2022).

Con base en lo anterior, la presente investigacion se enfoca en la mecanosintesis

de jarosita adicionada con calcio y estroncio, asi como en su caracterizacion estructural,
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morfologica y bioldgica, con el propdsito de evaluar su potencial aplicacion en ingenieria

tisular.

4. Antecedentes

Las enfermedades y defectos 0seos criticos constituyen un desafio clinico
creciente, con alta incidencia en poblaciones envejecidas y en pacientes con patologias
como osteoporosis, fracturas complejas y lesiones tumorales. Los tratamientos
convencionales, como los injertos autélogos y alogénicos, presentan limitaciones
asociadas a la disponibilidad de tejido, riesgo de rechazo inmunoldgico, infecciéon y
morbilidad en el sitio donador (dos Santos et al., 2024). Ante este panorama, la ingenieria
tisular ha impulsado el desarrollo de biomateriales capaces de actuar como andamios
osteoinductivos, favoreciendo la regeneracion ésea de manera segura y eficaz.

Dentro de los biomateriales mas empleados destacan los fosfatos de calcio, como
la hidroxiapatita y el fosfato tricélcico, asi como los biovidrios, reconocidos por su similitud
quimica con la fase mineral del hueso y su capacidad osteoconductiva (Vaiani et al.,
2023). Sin embargo, estos materiales presentan ciertas desventajas, entre ellas la
limitada osteoinductividad intrinseca, una reabsorcion poco controlada y, en algunos
casos, un desempefio mecanico insuficiente en defectos 6seos sometidos a carga (dos
Santos et al., 2024). Estas limitaciones han impulsado la blusqueda de materiales
alternativos y estrategias de modificacién que potencien su desempefio bioldgico.

Una de las aproximaciones mas estudiadas en los ultimos afios es la modificacion
iGnica mediante la adicion de iones bioactivos, técnica que permite alterar la red cristalina

y las propiedades superficiales de los biomateriales, mejorando asi su interaccion celular
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y el microambiente osteogénico (Wan et al., 2020). Entre los cationes mas relevantes se
encuentran el calcio (Ca2"), esencial para la mineralizacion de la matriz extracelular, y el
estroncio (Sr?*), el cual ha demostrado un efecto dual: estimula la proliferacion y
diferenciacion osteoblastica, al mismo tiempo que inhibe la actividad osteoclastica,
favoreciendo un balance positivo en la regeneracion 6sea (Borciani et al., 2022; L. Liu
et al., 2024). Ademas, se ha reportado que los biomateriales dopados con Sr2* no solo
favorecen la osteogénesis, sino también la angiogénesis y la modulacién inmune hacia
fenotipos celulares reparativos, lo que amplia sus aplicaciones en regeneracion tisular
(Alves Cortes et al., 2024; Y. Zhang et al., 2025).

En paralelo, la mecanoquimica ha emergido como una herramienta innovadora en
la sintesis de materiales. Definida como el aprovechamiento de la energia mecanica para
inducir reacciones quimicas en sdlidos, esta metodologia se considera una tecnologia
verde por su bajo impacto ambiental, la ausencia de solventes y los tiempos de reaccion
reducidos (Cuccu et al., 2022). A través de la mecanoquimica es posible acceder a fases
metaestables y soluciones sélidas no obtenibles por métodos convencionales, lo que
representa una ventaja significativa en el disefio de bioceramicas. En este marco, la
mecanosintesis se ha consolidado como una estrategia eficaz para la preparacion de
materiales cerdmicos en micro y nanodimensiones, generando particulas con mayor
superficie especifica, defectos cristalinos y morfologias favorables para la interaccién

celular (Reynes et al., 2024).

Sibien la mayor parte de los esfuerzos en biomateriales se ha centrado en fosfatos

de calcio y biovidrios, se ha comenzado a explorar el potencial de fases menos

18



convencionales como la jarosita. Este mineral pertenece al supergrupo alunita-jarosita,
con férmula general AB;(TO,).(OH)s, Y se caracteriza por su capacidad para incorporar
diversos cationes en el sitio A, lo que permite obtener soluciones sélidas estables (Cruells
& Roca, 2022). Aunque histéricamente la jarosita ha sido estudiada en contextos
geoquimicos y ambientales, investigaciones recientes sugieren que su versatilidad
estructural y su composicion rica en hierro podrian aprovecharse en aplicaciones
biomédicas. El hierro, por ejemplo, es un cofactor esencial en la proliferacion y
diferenciacién celular, mientras que la posibilidad de adicionar Ca2*y Sr2* abre la puerta
a disefiar materiales con propiedades osteoinductivas (Grigg et al.,, 2024). Algunos
reportes experimentales preliminares sefialan que fases tipo jarosita pueden favorecer la
adhesion y proliferacion celular, ademas de liberar iones capaces de modular respuestas
osteogénicas y angiogénicas (Y. Zhang et al., 2025).

De esta manera, la mecanosintesis de microparticulas tipo jarosita adicionada con
Caz' y Sr?* se plantea como una estrategia innovadora y prometedora. La combinacion
de la versatilidad estructural de la jarosita, el efecto bioactivo de los iones dopantes y las
ventajas de la mecanoquimica podria permitir el desarrollo de un nuevo biomaterial con
potencial osteogénico, capaz de integrarse en la ingenieria tisular orientada a la

regeneracion osea.

5. Marco teoérico

5.1. Mecanosintesis

La mecanosintesis es una técnica avanzada que implica la molienda mecanica

intensiva de polvos precursores, y ha ganado creciente atencion en los Gltimos afios por
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su capacidad para fabricar materiales innovadores. Este proceso de alta energia induce
transformaciones significativas, como la formacion de aleaciones metaestables que no
pueden obtenerse mediante métodos tradicionales de solidificacion (Hamzaoui et al.,
2024). Ademas, permite la produccion de materiales nanoestructurados mediante la
reduccion de microcristales a nanocristales, lo que abre nuevas posibilidades para el
desarrollo de compuestos avanzados (Hamzaoui et al., 2024).

Una de las caracteristicas mas atractivas de esta técnica es su capacidad para
combinar diferentes elementos a temperatura ambiente. Esta propiedad la convierte en
una opciodn especialmente interesante para la sintesis de aleaciones y compuestos sin
recurrir a altas temperaturas ni al uso excesivo de disolventes, lo cual se traduce en un
proceso mas eficiente, econémico y amigable con el medio ambiente (Balaz et al., 2021).

En las Ultimas décadas, la mecanosintesis se ha consolidado como una alternativa
ecologica a los métodos convencionales, que usualmente requieren condiciones
extremas como temperaturas elevadas y disolventes quimicos. Segun Al-Ithawi et al.,
(2023), esta técnica ofrece una via sostenible para inducir reacciones quimicas en
condiciones mas simples, ya sea a temperatura ambiente o mediante el calor generado
por la propia molienda. Esto contribuye significativamente a reducir el impacto ambiental,
minimizando la generacion de residuos y optimizando el consumo energético, sin
comprometer la eficiencia del proceso.

Otra ventaja destacable de la mecanosintesis es que permite superar los
problemas de solubilidad comunes en muchas reacciones quimicas. Las deformaciones
elasticas, plasticas y de cizallamiento generadas durante el proceso de molienda

proporcionan una alta energia mecénica que promueve reacciones imposibles de lograr
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mediante métodos tradicionales (Silveiro et al., 2020). Este fendmeno amplia las
posibilidades para la creacion de compuestos y materiales novedosos que, con otros
métodos, requeririan procesos quimicos mas complejos y menos sostenibles.

A pesar de los importantes avances logrados, el campo de la mecanosintesis
continla siendo en gran parte inexplorado. Silveiro et al., (2020) destacan que adn
existen muy pocos estudios centrados en la preparacion de compuestos mediante
enfoques mecanoquimicos, lo que subraya el enorme potencial de esta técnica para la
sintesis de nuevos materiales funcionales.

Desde esta perspectiva, es necesario continuar investigando para comprender
mejor sus mecanismos y expandir sus aplicaciones, con el fin de abrir nuevas fronteras

en el desarrollo de materiales avanzados.

5.2. Jarositas

La jarosita es un mineral del grupo de los sulfatos, cristaliza en el sistema trigonal
con estructura romboédrica, y fue identificada por primera vez en el Barranco de Jaroso
(Sierra de la Almagrera, Espafia), lo que le dio su nombre caracteristico (Hernandez-
Lazcano et al., 2021). Su formula general responde a la expresion DG;(T0O,),(OH,H,0)e,
donde D corresponde a cationes monovalentes (K*, Na*, Ag*, H;0") o divalentes (Pb2*,
Sr2* Ba?*, Ca?"), el sitio G suele estar ocupado por cationes trivalentes como Fe3* o AlR*,
y el sitio T por aniones tetraédricos, principalmente SO,2°, aunque también pueden

participar AsO,3” y PO,%” (Cruells & Roca, 2022).
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5.2.1. Formacién natural

Las jarositas se forman de manera natural en ambientes altamente acidos y
oxidantes, tipicamente en contextos de drenaje acido de mina (DAM). En estos sistemas,
la oxidacion de sulfuros metalicos como la pirita (FeS,) y la marcasita libera grandes
cantidades de hierro y sulfato en solucién, los cuales, en presencia de cationes alcalinos
(K*, Na*), precipitan como jarosita.

También se han identificado jarositas en ambientes volcanicos acidos asociados
a fumarolas y depdésitos sulfatados, asi como en lagunas salinas acidas, donde las
condiciones geoquimicas favorecen su nucleacién. De manera andéloga, estudios
recientes han demostrado la formacion de jarosita en hielo profundo de la Antartida, lo
que refuerza la hipotesis de que en Marte pudo originarse bajo condiciones de agua

limitada y elevada acidez (Baccolo et al., 2021).

5.2.2. Formacion industrial

En la industria, la jarosita es un subproducto de procesos hidrometallrgicos,
particularmente en la produccién de zinc. Durante la etapa de lixiviacion, el Fe?*
contenido en los concentrados se oxida a Fe3* y precipita como jarosita en condiciones
de pH bajo y alta concentracion de sulfatos. Este proceso permite controlar la purificacion
de soluciones y evitar la acumulacion de hierro en el circuito de lixiviacion (Kumar Singh
et al., 2023).

De manera similar, se han reportado fases jarositicas en procesos de
recuperacion de otros metales como cobre, plomo y plata, cuando existen condiciones

acido-sulfatadas.
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5.2.3. Formacidén sintética

Las jarositas pueden sintetizarse en condiciones controladas de laboratorio. El
método mas estudiado es la sintesis hidrotermal, que se lleva a cabo a temperaturas
entre 60 y 95 °C, en soluciones con alto contenido de sulfatos y pH menor a 2, lo que
permite obtener fases puras y bien cristalizadas. También se han reportado métodos de
precipitacién quimica controlada a temperatura ambiente, en los cuales la jarosita se
obtiene ajustando la acidez de la solucion y la concentracion de cationes alcalinos
(Cruells & Roca, 2022).

Si bien existen multiples rutas de formacion natural, industrial y sintética, hasta la
fecha no se han reportado en la literatura estudios sobre la obtencion de jarositas
mediante métodos de mecanosintesis. Esto abre un campo de investigacion inexplorado
gue podria aportar nuevas ventajas en términos de control microestructural, eficiencia y

sostenibilidad, y constituye un aspecto de innovacion dentro del presente trabajo.

5.3. lones bioactivos

La regeneracion 6sea es un proceso biologico altamente regulado mediante el
cual el organismo es capaz de restaurar la estructura y la funcién del tejido 6seo tras
fracturas, lesiones traumaticas o enfermedades degenerativas, como la osteoporosis
(Dimitriou et al.,, 2011). Aunque el tejido 6éseo posee una capacidad intrinseca de
reparacion, cuando el tamafio del defecto o las condiciones fisiologicas del paciente
superan esta capacidad, es necesario recurrir a estrategias terapéuticas que favorezcan

0 apoyen este proceso natural de reparacion (Bai et al., 2023).
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Durante varias décadas, muchos biomateriales utilizados en aplicaciones
ortopédicas y odontoldgicas se disefiaron principalmente con una funcién estructural,
actuando como sustitutos. Por ello, el desarrollo de biomateriales ha adquirido un papel
importante, donde el enfoque actual busca restituir la estructura y funcion del tejido y
dirigir activamente la respuesta celular. Tradicionalmente, muchos de estos materiales
se disefiaban con un propdsito principalmente estructural, es decir, como soporte
mecanico. No obstante, el enfoque actual en la sintesis de biomateriales que busca
restituir la estructura y la funcién del tejido tras fracturas, lesiones o enfermedades
degenerativas como la osteoporosis. En los ultimos afios, los biomateriales han pasado
de ser simples soportes mecanicos a actuar como plataformas bioactivas capaces de
dirigir la respuesta celular y acelerar la curacion (Bai et al., 2023)

Un ion bioactivo es una especie idnica capaz de interactuar con células, tejidos o
fluidos bioldgicos y desencadenar una respuesta fisiolégica especifica. En el contexto de
los biomateriales para ingenieria tisular, estos iones pueden liberarse desde la matriz del
material y participar en procesos como adhesion celular, proliferaciéon, diferenciacion
osteogeénica, mineralizacion, angiogénesis o modulacion de la respuesta inflamatoria. Su
efecto depende del tipo de ion, su concentracién, velocidad de liberacién y del biomaterial
gue lo contiene (Bai et al., 2023).

Una estrategia especialmente prometedora consiste en incorporar iones
bioactivos a la matriz del biomaterial. Diversos elementos como calcio, magnesio, fllor,
fésforo y estroncio, entre otros, intervienen de forma natural en la homeostasis 6sea; al
liberarse de manera controlada desde el implante, estos iones desencadenan rutas de

sefalizacion que estimulan la osteogénesis, potencian la mineralizacion y favorecen la
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osteointegracion (Dec et al., 2023). Asi, el biomaterial no solo aporta la resistencia
necesaria para soportar las cargas del cuerpo, sino que también ejerce una accion
terapéutica multidireccional sobre células troncales mesenquimales, osteoblastos y
demds actores del microambiente 6seo.

Esta aproximacién reduce el riesgo de rechazo y de complicaciones
postquirdrgicas, al tiempo que mejora la calidad y la velocidad de la reparacion. En
conjunto, la liberacion idnica controlada representa una evolucion clave en el disefio de
implantes ortopédicos y dentales, posiciondndose como agentes activos en la

regeneracion 6sea mas que como meros rellenos estructurales.

5.3.1. Calcio

El calcio es el quinto elemento mas abundante en la corteza terrestre y un

nutriente esencial para los organismos vivos, ya que participa en numerosos procesos
celulares vy fisiologicos (Qi et al., 2018). Desde el punto de vista bioldgico, el calcio se
encuentra principalmente en los tejidos duros, como huesos y dientes, formando parte
de biominerales como fosfatos de calcio, carbonato de calcio, silicato de calcio y fluoruro
de calcio. Debido a su presencia estructural en el tejido 6seo, este elemento cumple un
papel fundamental en la estabilidad mineral, la mineralizacion de la matriz extracelular y
la homeostasis del hueso.
En el campo de los biomateriales, los compuestos a base de calcio se han estudiado
extensamente para aplicaciones biomédicas debido a su excelente biocompatibilidad,
bioactividad y biodegradabilidad (Min et al., 2024).

Los biomateriales a base de Ca se emplean en la fabricacion de bioceramicas,

biovidrios, cementos 6seos y andamios porosos capaces de imitar tanto la composicion
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quimica como la microestructura del hueso natural. Asimismo, el desarrollo de la
nanotecnologia ha impulsado la creacion de nanomateriales con Ca, los cuales ofrecen
ventajas adicionales en diagndéstico, terapia y terandstica debido a su elevada area
superficial y capacidad de funcionalizacién (Qi et al., 2018).

En relacion con los procesos biolégicos, el Ca regula funciones clave como la
proliferacion celular, la mineralizacion de la matriz y la expresion génica osteogénica. Por
ello, el disefio racional de biomateriales basados en calcio se perfila como una estrategia
prometedora para optimizar la ingenieria y regeneracion de tejidos éseos, potenciando

la neoformacioén y la integracion con el tejido anfitrion (Wu, Cheng, et al., 2024).

5.3.2. Estroncio

El estroncio es un elemento que, en su forma iénica Sr2*, ha despertado amplio
interés en el area de los biomateriales debido a su similitud quimica con el calcio y a su
participacion en procesos relacionados con el metabolismo 6seo (Borciani et al., 2022).
Aunque no constituye el principal componente mineral del hueso, como ocurre con el
calcio, el Sr2* puede incorporarse en matrices minerales y ceramicas, especialmente en
sistemas relacionados con fosfatos de calcio, vidrios bioactivos e hidroxiapatita, donde
puede madificar la bioactividad del material y su interaccion con el tejido éseo.

En aplicaciones biomédicas, el Sr2* se ha incorporado en matrices como el vidrio
bioactivo, obteniendo resultados prometedores en aplicaciones de regeneracion del
tejido 6seo (Silva etal., 2023). Asimismo, la adiciébn de hidroxiapatita con Sr2* ha

demostrado ser una estrategia eficaz para potenciar tanto su bioactividad como su
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capacidad de inducir la formacién ésea, posicionandose como un aditivo valioso en el
disefio de biomateriales funcionales (Handa et al., 2024).

Desde la perspectiva bioldgica, el ion estroncio (Sr2*) ha demostrado desempeiiar
un papel dual en el metabolismo 6seo, ya que estimula la actividad de los osteoblastos,
promoviendo la formacion de nuevo tejido 6seo, y suprime la actividad de los
osteoclastos, reduciendo asi la resorcion 6sea (Alves Cortes et al., 2024). Esta accién se
relaciona con su capacidad para unirse al receptor sensor de calcio (CaSR), presente en
las células éseas, a través del cual modula procesos como el crecimiento celular, la

diferenciacion y la apoptosis (Sebastian K et al., 2024).

5.4. Ingenieriatisular

La ingenieria tisular es una disciplina interdisciplinaria que integra principios de
ingenieria, biologia celular y ciencia de los biomateriales para desarrollar sustitutos
biolégicos y estructuras funcionales destinadas a restaurar, mantener o mejorar la
funcién de tejidos dafiados. Para ello, combina biomateriales, células y moléculas
bioactivas mediante diferentes estrategias de fabricacion, con el propdsito de favorecer
la reparacion y regeneracion tisular (Norouzi et al., 2024).
Este campo se fundamenta en la interaccion de tres componentes esenciales
(Figura 1):
e Células con capacidad regenerativa: responsables de secretar matriz
extracelular y diferenciarse hacia el linaje celular requerido

¢ Andamios tridimensionales (scaffolds): proporcionan soporte estructural y

una matriz temporal para la adhesion y organizacion celular.
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e Factores bioactivos: moléculas sefializadoras que regulan la proliferacion,

diferenciacién y maduracién celular.

La sinergia entre células, biomateriales y sefiales bioactivas constituye la base de
los enfoques modernos de la ingenieria tisular. En el caso de la regeneracion 6sea, estas
estrategias buscan reproducir aspectos estructurales, mecanicos y bioquimicos del
microambiente natural del hueso para favorecer la formacion de nuevo tejido
mineralizado (Percival et al., 2024). En este sentido, se han desarrollado biomateriales y
andamios con arquitecturas y propiedades funcionales capaces de mejorar la interaccion
con el tejido huésped y estimular la adhesién, proliferacién y diferenciacion osteogénica
de las células (Todd et al.,, 2024). Asimismo, debido a la estrecha relacion entre la
formacion de hueso y el establecimiento de nuevos vasos sanguineos, las estrategias
actuales también buscan promover de manera coordinada la osteogénesis y la

angiogénesis para favorecer una regeneracion ésea funcional (Xu et al., 2024).

No obstante, persisten desafios relevantes, como la dificultad de reproducir con
precision la compleja estructura tridimensional del tejido 60seo, alcanzar una
vascularizacion suficiente y garantizar una integracion estable del injerto evitando
respuestas inmunes adversas. Estas limitaciones contindan guiando la investigacion en
biomateriales, biologia celular e inmunomodulacion, consolidando a la ingenieria tisular
como un pilar de la medicina regenerativa actual (Alonzo et al., 2021; Delpierre et al.,

2023).
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Triada en Ingenieria Tisular

bioactivos

Figura 1 Triada de la ingenieria tisular. Representacion de los tres
componentes béasicos de la ingenieria tisular: células con capacidad
regenerativa, andamios que proporcionan soporte estructural y factores
bioactivos que modulan la respuesta celular. Elaboracion propia.

5.5. Células troncales de pulpa dental (Dental Pulp Stem Cells, DPSCs)

Las células troncales de pulpa dental (Dental Pulp Stem Cells, DPSCs) son un
tipo de células troncales mesenquimales (MSCs, por sus siglas en inglés, Mesenchymal
Stem Cells) aisladas de la pulpa dental humana, reconocidas por su alta capacidad
proliferativa, multipotencial y relativa facilidad de obtencion en comparacion con otras
fuentes celulares. En los dltimos afios, se han posicionado como un modelo celular
idéneo para aplicaciones en regeneracion 0sea, gracias a su capacidad de diferenciacion
hacia linajes osteogénicos y su interaccion favorable con biomateriales (Gronthos et al.,
2000).

Diversos estudios recientes han demostrado que las DPSCs presentan una tasa

de crecimiento mas elevada y un envejecimiento celular mas lento que otras MSCs, lo
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cual se traduce en un mayor rendimiento proliferativo y en un potencial osteogénico
superior (Sadeghi Ghadi etal., 2024). Ademas, metodologias de aislamiento
optimizadas, como la técnica de explante multiple, permiten obtener mayores cantidades
celulares sin comprometer su estabilidad biolégica (Wu, Sun, et al., 2024).

En el contexto de la regeneracion 0sea, se ha observado que las DPSCs liberan
factores bioactivos y vesiculas extracelulares que actian como inductores de
diferenciacion y mineralizacion, lo que amplia su aplicabilidad tanto en terapias celulares
directas como en enfoques basados en secretoma (Y. Liu, 2024). La combinacion de
DPSCs con andamios bioactivos también ha demostrado resultados significativos: una
revision sistematica reciente reportd que la integracion de estas células en diferentes
scaffolds mejora de manera notable la formacion de tejido éseo en comparacién con
andamios sin células (Namjoynik et al., 2023; X. Zhang et al., 2024).

Asimismo, el disefio de andamios hibridos avanzados, como los basados en
grafeno y nanotubos de carbono, ha potenciado la diferenciacion osteogénica de DPSCs
y la deposicion de matriz mineralizada (X. Zhang et al., 2024). Este efecto se ha
relacionado con la activacion de vias de sefalizacion intracelular y la modulacion de
factores transcripcionales osteogénicos. En paralelo, se ha documentado que las
modificaciones epigenéticas, en particular la metilacion de histonas, regulan genes clave
implicados en la osteo/odontogénesis, constituyendo una estrategia emergente para

potenciar el desempefio de DPSCs en terapias regenerativas (Hu & Fan, 2025).
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5.6. Biomateriales

Los biomateriales constituyen uno de los pilares fundamentales en el campo de la
ingenieria tisular y la medicina regenerativa. Se definen como materiales naturales o
sintéticos disefiados para interactuar con los sistemas biologicos, con el propésito de
reemplazar, reparar o regenerar tejidos y 6rganos dafiados. Su funcion principal es
proporcionar un entorno adecuado para la adhesion, proliferacion y diferenciacion
celular, facilitando la integracion con el tejido circundante y promoviendo la regeneracion

funcional (Fang et al., 2023).

5.6.1. Clasificacion de los biomateriales

La clasificacion de los biomateriales puede realizarse en funcion de su origen,

composicion quimica y comportamiento biologico (Z. Huang et al., 2021).

5.6.1.1. Segun su origen:

Naturales: provienen de organismos biolégicos e incluyen materiales como el
colageno, la quitina, el quitosano o el alginato. Se caracterizan por su alta
biocompatibilidad y capacidad para promover la regeneracion tisular, aunque pueden
presentar limitaciones en resistencia mecanica o estabilidad.

Sintéticos: son obtenidos mediante sintesis controladas y ofrecen
reproducibilidad y ajuste de propiedades fisicas y quimicas. Entre ellos se encuentran
los polimeros (PLGA, PCL, PEG), las ceramicas (hidroxiapatita, fosfatos de calcio) y los

metales (titanio, magnesio o aleaciones biodegradables) (Y. Wang et al., 2021).
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5.6.1.2. Segun su comportamiento bioldgico:

Bioinertes: no inducen una respuesta bioldgica significativa y permanecen
estables en el entorno fisiolégico, como la alimina o el titanio.

Bioactivos: promueven la interaccion quimica con los tejidos, estimulando la
formacion de uniones directas con el hueso o con tejidos blandos. Ejemplos de estos
materiales son los vidrios bioactivos y las ceramicas de fosfato de calcio.

Bioresorbibles o biodegradables: se degradan de manera controlada dentro del
organismo y son reemplazados gradualmente por tejido regenerado. Este grupo incluye
polimeros biodegradables como el PLGA y compuestos ceramicos como el B-fosfato

tricalcico.

5.6.2. Aplicaciones de los biomateriales

Las aplicaciones de los biomateriales abarcan diferentes areas de la medicina y
la ingenieria tisular, dependiendo de las propiedades mecanicas, quimicas y biolégicas
requeridas (Chen et al., 2012):

Regeneracion Osea: es una de las aplicaciones mas estudiadas, utilizando
ceramicas bioactivas como la hidroxiapatita y el B-fosfato tricalcico, que imitan la fase

mineral del hueso y estimulan la osteogénesis.

Ingenieria de tejidos blandos: los polimeros naturales y sintéticos, como el

colageno y el PLGA, permiten desarrollar estructuras flexibles que facilitan la

regeneracion de piel, cartilago o vasos sanguineos.
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Liberacion controlada de farmacos: los biomateriales biodegradables pueden
actuar como sistemas transportadores que administran medicamentos o factores de
crecimiento de manera localizada y sostenida.

Implantes y protesis: los metales y sus aleaciones, como el titanio o el magnesio,
se emplean por su alta resistencia, biocompatibilidad y estabilidad mecanica, siendo
ampliamente utilizados en ortopedia y odontologia.

En conjunto, los biomateriales representan una interfaz dinamica entre la
ingenieria y la biologia. Su desarrollo actual se orienta hacia materiales inteligentes,
multifuncionales y bioinspirados, capaces de responder a estimulos fisiologicos y
adaptarse al entorno tisular, mejorando la eficacia de los tratamientos regenerativos (D.

Huang et al., 2025).

5.7. Factores bioactivos

Los factores bioactivos son moléculas o sefiales bioldgicas capaces de regular el
comportamiento celular durante los procesos de reparacion y regeneracion de tejidos.
Su funcion principal es estimular respuestas celulares especificas, como adhesion,
proliferacion, migracion, diferenciacion, formacion de matriz extracelular y angiogénesis,
procesos necesarios para la formacion de nuevo tejido (Safari et al., 2021; X. Wang et al.,
2024).

De manera general, los factores bioactivos pueden incluir factores de crecimiento,
citocinas, péptidos, proteinas de la matriz extracelular, vesiculas extracelulares, genes,
farmacos e incluso iones bioactivos. Sin embargo, en el contexto de la ingenieria tisular

0sea, los de mayor interés son aquellos que favorecen la reparacion y regeneracion del
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hueso, particularmente los factores de crecimiento relacionados con osteogénesis y
angiogenesis (Ball et al., 2023; X. Wang et al., 2024).

Entre los factores bioactivos mas estudiados para regeneracion 6sea se
encuentran las proteinas morfogenéticas O0seas (BMPs), el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-[3), el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento fibroblastico
(FGF) y el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF). Estas sefiales pueden
participar en la diferenciacion osteogénica, vascularizacion, proliferacion celular,
produccion de matriz extracelular y mineralizacion, por lo que complementan la funcion
de las células y los andamios dentro de la triada de la ingenieria tisular (Ball et al., 2023;

X.Wang et al., 2024; Zhu et al., 2022).

5.8. Tejido 6seo

El tejido 6seo es un tejido conectivo especializado que forma parte del sistema
esquelético, caracterizado por una matriz extracelular mineralizada que le otorga dureza
y rigidez. Su organizacion le permite cumplir multiples funciones: brindar soporte
mecanico, proteger drganos vitales, servir como anclaje para los musculos y actuar como
un reservorio dinamico principalmente de iones de calcio y grupos fosfato. Ademas,
participa en la homeostasis metabdlica y constituye el principal sitio de hematopoyesis,
lo que resalta su importancia bioldgica y funcional en el organismo (Ferraz, 2024; Yang

et al., 2023).
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5.8.1. Estructuray composicion 6sea

Para disefiar andamios 0seos funcionales en ingenieria tisular, es fundamental
comprender la biologia, estructura y fisiologia del hueso. Este tejido es altamente
dinamico, vascularizado y capaz de regenerarse, remodelarse y adaptarse a lo largo de
toda la vida del organismo. Estas propiedades son el resultado de un ciclo continuo de
formacion y resorcion 6sea, mediado por células especializadas y un reservorio mineral
principalmente compuesto por calcio y fosfato.

El tejido 6seo esta formado (Figura 2) por una matriz extracelular que incluye una
fase organica, compuesta principalmente por fibras de colageno tipo I, que aporta
flexibilidad; y una fase inorganica mineralizada, constituida principalmente por cristales
de fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita [Ca;o(PO.)s(OH).], responsables de la
rigidez y resistencia del hueso. Esta matriz es sintetizada por osteoblastos, los cuales se
originan a partir de células troncales mesenquimales bajo la influencia de factores de
crecimiento como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Ferraz, 2024).

Ademas de la matriz extracelular, el tejido 6seo contiene células especializadas
fundamentales para su metabolismo y renovacién continua. Los osteoblastos son
responsables de la formacion de nuevo tejido 6seo. Por su parte, los osteocitos, que
derivan de osteoblastos maduros, participan en la regulacion de la actividad 6sea y
funcionan como mecanosensores. En contraste, los osteoclastos se encargan de la
resorcion del tejido 6seo envejecido, lo que permite mantener el equilibrio dinamico y el
remodelado constante del hueso (Yang et al., 2023).

En cuanto a su estructura y organizacion, el tejido 6seo se clasifica en dos tipos

principales: hueso trabecular o esponjoso y hueso cortical o compacto. El hueso
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trabecular se localiza predominantemente en la porcion interna y se caracteriza por una
red tridimensional de trabéculas que favorece el intercambio de nutrientes y la actividad
metabdlica. Por otro lado, el hueso cortical constituye la capa externa, presenta una
mayor densidad y se organiza en osteonas conceéntricas alrededor de los canales de
Havers, lo que le confiere una elevada resistencia mecanica frente a fuerzas de
compresion, torsion y flexion.

El desarrollo del tejido éseo inicia alrededor de la sexta a séptima semana del
desarrollo embrionario mediante procesos de osificacion intramembranosa Yy
endocondral. Las células troncales mesenquimales, debido a su capacidad multipotente,
se diferencian hacia la linea osteogénica bajo la regulacion de diversas sefales
moleculares. Las células osteoprogenitoras, localizadas principalmente en el periostio y
el endostio, dan origen a osteoblastos, los cuales sintetizan y secretan la matriz osteoide
gue posteriormente se mineraliza. A medida que esta matriz se deposita, algunos
osteoblastos quedan atrapados en ella y se diferencian en osteocitos, células
encargadas del mantenimiento de la matriz 0sea. Por otro lado, los osteoclastos,
derivados de precursores hematopoyéticos de la linea monocito-macréfago, son
responsables de la resorcibn O6sea y desempefian un papel fundamental en el

remodelado y la homeostasis del tejido 6seo (Percival et al., 2024).

En conjunto, el tejido éseo constituye un sistema complejo y multifuncional que
combina propiedades estructurales, bioldgicas y metabdlicas. Su comprension detallada
es fundamental para el disefio de biomateriales capaces de integrarse y participar

activamente en procesos de regeneracion ésea.
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Organizacion estructural y
celular del tejido 6seo

Matriz extracelular

Fase organica Fase inorganica
Colageno tipo [ Hidroxiapatita

Osteoblasto Osteocito Osteoclasto

Estructura funcional

Figura 2 Organizacion estructural y celular del tejido 6seo. Esquema de la matriz
extracelular, compuesta por una fase organica de colageno tipo | y una fase inorganica
de hidroxiapatita; principales tipos celulares osteoblastos, osteocitos y osteoclastos; y
organizacion en hueso trabecular y cortical. Elaboracién propia.
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6. Planteamiento del problema

Las enfermedades 6seas representan un desafio clinico creciente, especialmente
en personas mayores de 50 afios, donde constituyen aproximadamente la mitad de las
enfermedades cronicas. Aunque el tejido 0seo posee una capacidad intrinseca de
regeneracion, esta resulta insuficiente frente a defectos 6seos criticos o segmentarios,
los cuales no pueden consolidarse de manera espontanea. Dichos defectos, originados
por traumatismos, resecciones tumorales, fracturas no consolidantes o envejecimiento,
generan un impacto severo en la calidad de vida de los pacientes y representan una
carga significativa para los sistemas de salud (Vaiani et al., 2023).

La reparacion de estos defectos requiere intervenciones complejas y prolongadas,
sensibles a variables como la edad, el estilo de vida y enfermedades preexistentes. El
autoinjerto sigue siendo el "estandar de oro" por su eficacia osteogénica, aunque es
limitado por la morbilidad del sitio donante y el volumen disponible. Alternativas como los
biomateriales sintéticos de hidroxiapatita, fosfatos de calcio o vidrios bioactivos han
mostrado buenos resultados osteoconductores, pero aun presentan limitaciones en
estabilidad, costos elevados y falta de osteoinduccion intrinseca (Baggio et al., 2025).

Por tanto, existe una necesidad urgente de desarrollar biomateriales ceramicos
osteoinductores efectivos, estables, seguros y accesibles. Este tipo de materiales podria
superar las deficiencias de los sistemas actuales y ofrecer soluciones mas viables en el
tratamiento de defectos 0seos criticos (Lin et al., 2024).

En este contexto, la jarosita (KFe3(SO,),(OH)s) surge como un candidato
innovador y poco explorado. Se trata de un mineral abundante y econdmico, cuya

composicion rica en hierro podria favorecer procesos celulares asociados tanto a la
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angiogénesis como a la diferenciacion osteogénica. Estudios recientes con jarosita
dopada con calcio han demostrado biocompatibilidad y capacidad osteoinductora sin
necesidad de medio diferenciador, o que abre nuevas posibilidades para su aplicacion
en ingenieria de tejidos 6seos (Serralde-Lealba et al., 2022).

Particularmente, la mecanosintesis mediante reaccion en estado solido con
mortero ceramico se presenta como una técnica de gran interés para la obtencion de
jarosita, al ser sostenible, de bajo costo y libre de solventes, ademas de permitir controlar
parametros estructurales y morfologicos clave como el tamafio de particula, la
defectologia cristalina y la superficie especifica, factores determinantes en la interaccion
biomaterial-célula. Sin embargo, se desconoce como la jarosita obtenida por este
método se comporta en medios fisioldgicos, cual es su perfil de liberacién iénica y si
realmente puede inducir osteogénesis de manera segura y eficaz.

Aunque la sintesis hidrotermal de jarosita permite obtener fases cristalinas bien
definidas y con morfologias controladas, este método implica condiciones
energéticamente demandantes, tiempos prolongados de reaccion y procesos adicionales
de esterilizacion, lo que limita su escalabilidad en aplicaciones biomédicas. En contraste,
la mecanosintesis ofrece ventajas sustanciales: es un método mas econdémico y
sostenible, capaz de generar particulas nanoestructuradas con propiedades modulables
(Y. Zhang et al., 2024) y, ademas, puede conferir efectos antimicrobianos adicionales
debido a la alta densidad de defectos y la liberacion controlada de iones (Balaz et al.,
2021; Dubadi et al., 2023).

De este modo, la jarosita obtenida mediante mecanosintesis se perfila como una

alternativa que podria simplificar el procesamiento y reducir los costos de produccién en
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comparacion con la ruta hidrotermal, al tiempo que presenta indicios de un mayor
potencial osteoinductor y funcional.

El problema central de la presente investigacion consiste en evaluar si la jarosita
sintetizada por mecanosintesis puede considerarse un biomaterial viable con capacidad
osteoinductora para aplicaciones en regeneracion 0sea, asi como en analizar la relacion
existente entre el método de sintesis, su comportamiento fisicoquimico y la respuesta

biolégica asociada.

7. Objetivo general

Sintetizar una jarosita adicionada con Ca?* y Srz* empleando el método de
mecanosintesis (método de reaccion en estado sélido con mortero de ceramica) y
evaluar su citotoxicidad y potencial osteoinductor mediante ensayos de metabolismo

celular y diferenciacion in vitro y analisis de la organizacion del citoesqueleto celular.

8. Objetivos especificos

e Sintetizar material jarositico mediante mecanosintesis empleando el método de
reaccion en estado soélido con mortero de ceramica.
e Adicionar a la jarosita obtenida sulfato de estroncio o de calcio.

e Caracterizar el material obtenido mediante:

o Difraccion de rayos X (DRX): para identificar fases cristalinas y parametros

estructurales.
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o Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR): para analizar
grupos funcionales y enlaces caracteristicos.
o Microscopia electrénica de barrido (MEB): para determinar morfologia, tamafio

de particula y microestructura.

e Evaluar la respuesta biolégica de DPSCs al material jarositico

o Evaluar la viabilidad de las DPSCs cultivadas en el material jarositico,

mediante un ensayo de metabolismo celular de Alamar Blue y LIVE/DEAD.

o Evaluar la diferenciacién de las DPSCs sembradas con el material jarositico a

linaje osteogeénico.

o Evaluar la interaccion de las DPSCs con el material jarositico mediante

microscopia confocal, analizando morfologia celular.

9. Hipotesis

Se plantea que la jarosita adicionada con Ca2* y Sr?*, obtenida mediante
mecanosintesis, no presente efectos citotéxicos, mantenga la viabilidad de las DPSCs y

potencie la diferenciacion osteogénica in vitro.
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10.Justificacion

La sintesis de la jarosita adicionada con Ca2" y Sr?* representa una estrategia
innovadora para potenciar la capacidad osteogénica de este biomaterial. La adicion de
iones bioactivos ha demostrado, en diferentes matrices ceramicas, favorecer la
proliferacion y diferenciacion osteogénica de células troncales de pulpa dental, al
modular la expresion génica y estimular rutas de sefializacion osteoblasticas (Gandhi,
2025; Wei et al., 2022). En este sentido, la jarosita constituye un enfoque prometedor
para su aplicacién en ingenieria tisular, donde la induccion de regeneracion 6sea sigue
siendo un desafio clinico relevante (Serralde-Lealba et al., 2022).

La incorporacion de jarosita adicionada con ciertos elementos en una matriz
polimérica puede mejorar notablemente la estabilidad mecanica y biocompatibilidad,
ademas de ofrecer un andamiaje con microarquitectura porosa 6ptima para la migracién
celular, la formacion de vasos sanguineos y la mineralizacién progresiva. Estas
combinaciones hibridas ceramica-polimero han sido ampliamente reportadas como
estrategias efectivas en odontologia regenerativa, donde las enfermedades
periodontales y las lesiones dentales constituyen una de las principales causas de
pérdida 0sea alveolar (Sanz-Horta et al., 2023; Tang et al., 2021).

Por otra parte, el uso de la mecanosintesis como método de obtencion confiere
ventajas adicionales: permite controlar la microestructura, optimizar la porosidad
interconectada y la rugosidad superficial, y, al mismo tiempo, reducir costos y uso de
disolventes en comparacion con métodos de sintesis convencionales. Estas

caracteristicas promueven una osteointegracion efectiva en entornos fisioldgicos.
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11.Desarrollo experimental

El disefio de esta seccidn de la investigacion se centré en la etapa experimental
correspondiente a la sintesis del material jarositico mediante el método de
mecanosintesis (Figura 3). En una primera fase, se evaluo la influencia de las variables
independientes: sulfato de calcio y sulfato de estroncio (Tabla 1) en la sintesis de jarosita
potasica dentro del sistema experimental propuesto (Figura 4). Una vez obtenidas las
muestras, se procedi6 a ajustar el pH de cada una hasta alcanzar valores proximos a 7.4
(Figura 5).

Posteriormente, se llevd a cabo la caracterizacion fisicoquimica y estructural con
el fin de determinar sus propiedades. Los resultados obtenidos para cada variable se
analizaron en funcion de los pardmetros establecidos, con el propdsito de correlacionar
las composiciones mas efectivas con las respuestas experimentales observadas.

Tabla 1
Reactivos empleados en la sintesis mecanoquimica de los materiales tipo jarosita

adicionados con Ca2*y Sr2*

Reactivo Formula Pureza Marca
Sulfato férrico Fe,(S0,):nH,0 19-23% Meyer
Sulfato de potasio K2S0Oa4 99% Meyer
Sulfato de estroncio SrSO4 98% Meyer
Sulfato de calcio CaSO0s4 99% Meyer

El método experimental inicia con la sintesis de la jarosita, en la cual se obtienen

particulas de este compuesto a partir de reactivos precursores como el sulfato férrico y
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el sulfato de potasio. Posteriormente, la jarosita sintetizada se sometié a un proceso que
consiste en la incorporacion de sulfato de calcio o estroncio con el proposito de modificar
sus propiedades fisicoquimicas y estructurales.

Una vez que a la jarosita se le adiciond sulfato de calcio o estroncio la muestra se
sometié a una etapa de caracterizacion empleando diversas técnicas analiticas para
determinar su composicion, estructura y morfologia. Finalmente, el material adicionado
con dichos iones se evalu6 mediante ensayos biolégicos, en los cuales se analizo su
interaccion con células, con el objetivo de examinar la respuesta biologica frente al
material sintetizado. De esta manera, se completa el proceso experimental, que abarca

desde la sintesis inicial hasta la evaluacion biolégica del material.

Sintesis del material jarositico Adicion de Ca?*y Sr* al material
0©® «——
| IR
@ = .

- g |
|
o

Pruebas biologicas Caracterizacion del material

I
- ' B e ;"i_

Created in BioRender.com bio

Figura 3 Flujo general del procedimiento experimental. Etapas de sintesis
mecanoquimica del material tipo jarosita, adicion de Ca2* o Sr2*, caracterizacion por DRX,
FTIR y MEB-EDS, y evaluacién bioldgica con DPSCs. Elaboracion propia con
BioRender.com.
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La sintesis de la jarosita mediante mecanosintesis inicia con el calculo
estequiométrico de los reactivos necesarios para obtener 25 g del material jarositico. Con
estos valores definidos, se hara el pesado preciso de los reactivos: sulfato de potasio,
sulfato férrico y el sulfato correspondiente al elemento que se desea adicionar (calcio o
estroncio). Los reactivos pesados se transfirieran a un mortero de ceramica, donde se
mezclaron cuidadosamente hasta obtener una distribucion homogénea de los sdélidos.

Posteriormente, se adicionaron 10 mL de agua inyectable para favorecer la
activacion mecanoquimica. La mezcla se continta trabajando durante 10 minutos, tiempo
en el cual ocurre la reaccion de formacion; la aparicion de una coloracién de un amarillo
ocre en la pasta indica la generacion de la fase jarosita. Una vez logrado este cambio de
color, el material se deja secar a temperatura ambiente, para su posterior caracterizacion

estructural y morfoldgica.
Calculo estequiométrico

delosTeactivos Reactivos Pesado de los reactivos
=3
- g -
#
(52
—
Fe,(SO,); | K.SO, —

SrSO, | CaSO,

Obtencién del material tipo jarosita  Mezclar los reactivos en mortero
adicionado con Ca% o Sr ceramico con agua inyectable

< “
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Figura 4 Procedimiento de sintesis mecanoquimica de los materiales tipo jarosita
adicionados con Ca2* y Sr2*. Se muestra la secuencia de célculo, pesado y mezcla de
los reactivos en mortero ceramico hasta la obtencion del material. Elaboracion propia con
BioRender.com.
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Después del secado inicial, la jarosita se disolvid en agua inyectable para la
determinacion del pH. Debido a la acidez intrinseca del material, se realizaron lavados
sucesivos con agua inyectable con el fin de incrementar gradualmente el pH. En cada
ciclo, la suspensién se mantuvo bajo agitacién constante a 400 rpm durante 5 min a una
temperatura de 70 °C, lo que favorecié la eliminacién de especies solubles responsables
de la acidez residual. Posteriormente, los sélidos se dejaron sedimentar y el
sobrenadante fue decantado cuidadosamente.

Este procedimiento se repitié hasta alcanzar un pH cercano a 7.4, valor necesario
para asegurar la estabilidad del material antes de su uso experimental. Finalmente, las
soluciones de jarosita neutralizadas seran secadas nuevamente y empleadas en las
etapas siguientes de caracterizacion fisicoquimica y pruebas biolégicas.

Afadir agua inyectable al material Medir pH de la suspensién

o
Repetir proceso
hasta a un pH
cercanode 7.4
& -
Dejar sedimentar el sélido y decantar Calentar la suspension a 70 °C bajo
el sobrenadante agitacion constante (400 rpm, 5 min)

Created in BioRender.com bio

Figura 5 Procedimiento de lavado y ajuste de pH de los materiales tipo jarosita.
La muestra se suspendi6é en agua inyectable y se mantuvo a 70 °C y 400 rpm durante 5
min. El proceso de sedimentacion, decantacion y lavado se repitio hasta alcanzar un pH
cercano a 7.4. Elaboracién propia con BioRender.com.
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11.1. Caracterizacion de Materiales

11.1.1. Difraccion de Rayos X (DRX)

La caracterizacion estructural de las muestras se llevé a cabo mediante difraccién
de rayos X, utilizando un difractometro INEL modelo Equinox 2000, ubicado en la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH), México. Este equipo fue fabricado
por INEL, en Artenay, Centro-Val de Loire, Francia, y emplea un tubo de cobalto como
fuente de radiacion. Cada andlisis se realizé con un tiempo de barrido de 10 minutos por
muestra. La indexacion de los difractogramas obtenidos se realizé6 mediante el software
Match! (Crystal Impact, Bonn, Alemania), el cual permite la comparacién con bases de

datos cristalograficas para la identificacion de fases presentes.

11.1.2. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

El andlisis morfolégico y elemental de las muestras se efectué mediante
microscopia electronica de barrido (MEB), utilizando un equipo JEOL JSM-IT300,
fabricado por JEOL Ltd., Japdn, y ubicado en la Escuela Superior de Apan, UAEH. El
sistema esta equipado con un detector de espectroscopia de dispersién de energia
(EDS) marca Oxford Instruments, que permite el analisis elemental semicuantitativo.
Para el estudio, se depositaron aproximadamente 10 mg de cada muestra en polvo sobre
un portamuestras metalico y se recubrieron con una delgada capa de oro para mejorar
la conductividad eléctrica. El analisis se realizé a un voltaje de operacion de 20 kV,
incluyendo mapeos y lecturas puntuales para determinar la distribucion y concentracion

elemental en la superficie de las muestras.
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11.1.3. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La composicién quimica de los materiales fue evaluada mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier en modo de reflectancia total atenuada (ATR-
FTIR), utilizando un espectrometro modelo Frontier FTIR de la marca PerkinElmer
(Waltham, MA, EE. UU.), localizado en el UAEH. Para cada analisis, se colocaron 10 mg
del material en polvo sobre el cristal del accesorio ATR. Los espectros fueron registrados
en un rango de 4000 a 400 cm™, abarcando las regiones del infrarrojo medio y cercano,
con una absorbancia maxima del 75 %. Esta técnica permitid identificar grupos
funcionales caracteristicos presentes en las muestras, proporcionando informacién sobre

la naturaleza de los enlaces quimicos y la composiciébn molecular.

11.2. Pruebas bioldgicas

11.2.1. Evaluacion de citotoxicidad y viabilidad celular

La citotoxicidad de las soluciones sodlidas adicionadas con Ca2* y Sr2* se evalué
mediante dos aproximaciones complementarias: el ensayo metabdlico Alamar Blue™ y
el ensayo de viabilidad LIVE/DEAD™. EIl primero se emple6 para determinar
cuantitativamente la viabilidad celular relativa en funcién de la actividad metabdlica,
mientras que el segundo permitié evaluar cualitativamente la integridad de la membrana
celular y corroborar la presencia de células viables y no viables mediante microscopia de
fluorescencia. La evaluacion se realiz6 tomando como referencia los criterios

establecidos en la norma (ISO 10993-5, 2009) para ensayos in vitro de citotoxicidad.
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11.2.2. Ensayo Alamar Blue™

Para la evaluacion cuantitativa de la viabilidad celular se emplearon células
troncales de pulpa dental humana (DPSCs, Dental Pulp Stem Cells), sembradas a una
densidad de 5 x 103 células por pozo en placas de cultivo de 96 pocillos (TPP,
Trasadingen, SH, Suiza), utilizando cinco réplicas por grupo experimental. Después de
24 h de incubacion para permitir la adhesion celular, las soluciones solidas adicionadas
con calcio o estroncio, previamente suspendidas en medio de cultivo, se incorporaron a
una concentracion final aproximada de 0.05 mg/mL. El grupo control se mantuvo bajo las
mismas condiciones de cultivo, pero sin exposicion al material.

Las células se mantuvieron a 37 °C y 5 % de CO, en Dulbecco’s Modified Eagle
Medium Low-Glucose (DMEM-LG; Biowest), suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (FBS; Gibco, Merelbeek, Bélgica) y 1 % de antibidtico/antifingico (PAA, Colbe,
Alemania).

Alas 24, 48 'y 72 h de exposicion, se retird el medio de cultivo y se adicionaron 90
pL de medio fresco y 10 L del reactivo Alamar Blue™ (Thermo Fisher Scientific) por
pozo. Posteriormente, las placas se incubaron durante 3 h y la absorbancia se registro a
570y 600 nm utilizando un lector de microplacas Biotek ELx808 (Winooski, VT, EE. UU.).

Los valores obtenidos se normalizaron con respecto al grupo control, establecido
como 100 % de viabilidad celular, y se expresaron como porcentaje de viabilidad relativa.
El analisis estadistico se realiz6 mediante el software GraphPad Prism, versiéon 8

(GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).
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11.2.3. Ensayo LIVE/DEAD™

Como evaluacién complementaria de la citotoxicidad, se realizdé el ensayo de
viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD™ (LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit, Cat. No.
L3224). Para este analisis, las DPSCs se sembraron sobre cubreobjetos redondos
colocados en placas de cultivo de 24 pozos, a una densidad de 1 x 10* células por pozo,
y se mantuvieron bajo condiciones estandar de cultivo a 37 °C y 5 % de CO,.

Después de 24 h de incubacién para favorecer la adhesién celular, se
incorporaron los materiales adicionados con Ca2?* o Sr2* a una concentracion final de 0.05
mg/mL. Posteriormente, el ensayo LIVE/DEAD™ se realizd siguiendo las indicaciones
del fabricante, empleando calceina-AM como marcador de células viables y homodimero
de etidio-1 (EthD-1) como marcador de células con pérdida de integridad de membrana.
Las muestras se incubaron con los fluoroforos durante 30 min.

Una vez concluida la incubacion, los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos
utiizando 10 pL de VECTASHIELD (Vector Laboratories). Las preparaciones se
observaron mediante microscopia de epifluorescencia utilizando los objetivos de 10x y
40x en un microscopio ZEISS equipado con una fuente de iluminacion HXP 120 C. La
adquisicion y visualizacion de las imagenes se realiz6 mediante el software ZEN Lite
2012 (ZEISS Microscopy).

La fluorescencia verde correspondiente a la calceina-AM se considero indicativa
de células viables con actividad enzimética e integridad de membrana conservadas,
mientras que la fluorescencia asociada al EthD-1 se utilizé para identificar células con

membranas comprometidas.
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11.2.4. Andlisis del citoesqueleto celular mediante microscopia

confocal

Se emplearon DPSCs, las cuales fueron sembradas sobre cubreobjetos circulares
colocados en placas de 24 pozos, a una densidad de 5 x 103 células por pozo. Las células
se mantuvieron bajo condiciones estandar de incubaciéon a 37 °C, en una atmoésfera
humidificada con 5 % de CO,.

Después de 24 h de incubacion, periodo establecido para permitir la adhesién
celular sobre la superficie de los cubreobjetos, se retir6 el medio de cultivo basal y se le
agregd el material jarositico adicionado con Ca%* o Sr?*, hasta alcanzar una
concentracion final de 0.05 mg/mL. Las células se mantuvieron en interaccion con los
materiales durante 24 h adicionales.

Transcurrido el tiempo de exposicion, las monocapas celulares se lavaron dos
veces con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 15 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS para eliminar el exceso
del agente fijador.

La organizacion del citoesqueleto se evalué mediante la tincion de los filamentos
de actina F con faloidina conjugada con isotiocianato de fluoresceina, faloidina-FITC
(Sigma-Aldrich, P5282). De manera simultanea, los nucleos celulares se tifieron con 4',6-
diamidino-2-fenilindol, DAPI (Sigma-Aldrich, D9542). Finalmente, los cubreobjetos se
montaron sobre portaobjetos utilizando 10 yL de medio de montaje Vectashield (Vector
Laboratories).

Las muestras se analizaron mediante microscopia confocal de barrido laser,

registrando los canales correspondientes a la fluorescencia verde de la actina F, la
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fluorescencia azul de los ndcleos y las imagenes en campo claro. Los canales se
superpusieron para evaluar la distribucion, extension y morfologia de las DPSCs, asi

como su proximidad e interaccion aparente con las microparticulas.

11.2.5. Diferenciacién osteogénica

Las DPSCs se sembraron a una densidad de 5 x 102 células por pozo en placas
de cultivo de 12 pozos (TPP, Trasadingen, SH, Suiza). Tras 24 horas de incubacion, se
afadieron las soluciones sélidas de jarosita adicionada con calcio o con estroncio a los
grupos experimentales correspondientes a una concentracion aproximada de 0.5 mg/mL.
Se incluyd un grupo control negativo (sin exposicion a las soluciones soélidas) y un grupo
control positivo, al cual se le adicioné medio inductor osteogénico (MesenCult™
Osteogenic, Stimulatory Kit (Human), Stem Cell, technologies). El medio de cultivo se

renovo cada tercer dia durante un periodo total de 21 dias.

11.2.6. Tincién con Rojo de Alizarina S

Al término del ensayo, las células se lavaron y fijaron con paraformaldehido (PFA)
al 4 % para posteriormente evaluar la diferenciacion osteogénica mediante la tincion con
Rojo de Alizarina S (Sigma Aldrich), técnica que permite evidenciar la presencia de
depositos célcicos extracelulares caracteristicos de la mineralizacion osteogénica.

La tincion con Rojo de Alizarina S es una técnica histoquimica empleada para
confirmar la diferenciacion osteogénica de las células en cultivo. Este método se

fundamenta en la alta afinidad del colorante por los depdsitos de calcio formados durante
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la mineralizacion de la matriz extracelular. El colorante se une de manera especifica a
los iones Ca?*, dando lugar a la formacion de complejos de tonalidad rojo-anaranjada.
Estos depdsitos minerales pueden observarse directamente bajo el microscopio
Optico, donde la intensidad y extension de la coloracion se correlacionan con el grado de
mineralizacion de la matriz. Por tanto, la tincibn con Rojo de Alizarina S constituye un
indicador cualitativo del nivel de diferenciacion osteogénica alcanzado por las células

durante el cultivo.

12.Resultados

Se obtuvieron dos muestras: una de jarosita adicionada con estroncio y otra con
calcio (Figura 6), una vez sintetizadas, el pH correspondiente se midi6 con un
potenciometro (Dual Star PH/ISE con electrodo y sonda ATC marca Thermo Orion,
fabricado por Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), obteniendo valores de
2.1y 3 respectivamente. De acuerdo con estos resultados, las muestras se lavaron con
agua inyectable a temperatura de 70 °C bajo agitacion magnética a 400 rpm durante 5
minutos, se realizaron mas lavados hasta llegar al pH deseado de 7.4 para poder realizar

los ensayos celulares.
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Figura 6 Representacion de los materiales tipo jarosita adicionados con estroncio y
calcio. Esquema visual de las muestras obtenidas después de la sintesis y el
acondicionamiento de pH. Elaboracion propia con BioRender.com

12.1. Composicién quimica

12.1.1. Difraccion de rayos X

La Figura 7 muestra los patrones de difraccion de rayos X correspondientes a la
jarosita base y a los compuestos tipo jarosita adicionados con Ca y Sr, obtenidos por
mecanosintesis. Se realizaron tres experimentos, comenzando con la sintesis del
material base de jarosita potasica, con el propésito de identificar el efecto de los
elementos afadidos.

En los tres casos se observan reflexiones caracteristicas de estructuras tipo
jarosita, en concordancia con los patrones de referencia reportados en las cartas PDF.

La muestra base presenta correspondencia con la fase jarosita trigonal, identificada
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mediante la carta PDF 96-901-0317. En la muestra adicionada con Sr se reconoce una
fase principal tipo jarosita trigonal, asociada a la carta PDF 96-901-6966, asi como la
presencia de una fase secundaria de celestina (SrSO,), en concordancia con la carta
PDF 96-900-4484. Por su parte, la muestra adicionada con Ca presenta sefales
atribuibles a una fase de calcio, asociada a la carta PDF 96-901-1034, ademas de
reflexiones correspondientes a natrojarosita, de acuerdo con la carta PDF 96-901-7622
(Figura 7).

La reflexién mas intensa se localiza en la regién cercana a 26 = 30-33°, asociada
a planos cristalograficos caracteristicos de la estructura general AFe;(SO,),(OH)s. No
obstante, se observa un ligero desplazamiento de esta reflexion principal, acompafniado
de variaciones en el espaciamiento interplanar calculado (d = 3.22-3.04 A). De acuerdo
con la ley de Bragg, este desplazamiento hacia menores valores de 20 indica un
incremento en el espaciamiento interplanar. Este comportamiento puede atribuirse a
efectos de hidratacién inducidos durante el proceso de lavado posterior a la
mecanosintesis (Pérez Olvera et al., 2026).

La jarosita posee una estructura basada en octaedros FeO¢ conectados mediante
grupos sulfato y estabilizada por cationes en el sitio A, lo que genera una red cristalina
susceptible a interacciones con moléculas de agua adsorbidas. Durante los lavados, la
exposicion del material a medios acuosos puede favorecer la adsorcién de agua en
defectos estructurales, bordes de grano o regiones intergranulares generadas durante la
molienda mecanica. La incorporacioén transitoria de especies hidratadas, o la interaccion
con los grupos hidroxilo estructurales, puede inducir microdeformaciones en la red

cristalina o ligeras expansiones de la celda unitaria. Esto se manifiesta en el
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difractograma como desplazamientos sutiles en las posiciones de los picos y variaciones
en los valores de d (Figura 8).

En general, los resultados indican que la estructura tipo jarosita se conserva
después de la mecanosintesis. Asimismo, las diferencias observadas en la posicién de
las reflexiones y la aparicion de fases secundarias, como celestina y calcio, sugieren
efectos asociados tanto a la incorporacion parcial de los elementos como a procesos

posteriores de hidratacion superficial y reorganizacion estructural.
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Figura 7 Patrones de difraccion de rayos X de la jarosita potasica y de los materiales

adicionados con Srz*

y Ca?".

Se

presentan los difractogramas desplazados

verticalmente para facilitar la comparacién y los marcadores de las fases identificadas
mediante las cartas PDF indicadas en la leyenda. El eje horizontal corresponde a 26 (°)
y el vertical a intensidad (u. a.). Elaboracion propia.
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Figura 8 Ampliacion de la reflexion principal de los materiales tipo jarosita. Comparacion
de la region aproximada de 26 = 32.8-35.6° para la jarosita potasica y los sistemas

adicionados con Sr2* y Ca?* ; las lineas verticales y etiquetas sefialan las posiciones de
las reflexiones y los espaciamientos interplanares calculados. Elaboracion propia.

12.1.2. Cristalinidad y tamafio del cristalito

La grafica (Figura 9) relaciona el tamafio de cristalito (A) obtenido mediante la
ecuacion de Scherrer con el porcentaje de cristalinidad (%) para tres sistemas: jarosita

potasica (K-jarosite), jarosita adicionada con Ca y jarosita adicionada con Sr.
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En el caso de la jarosita potasica (Jarosite K), los datos muestran tamafios de
cristalito relativamente pequefios, principalmente en el rango aproximado de 18-25 A,
con valores de cristalinidad generalmente bajos (=2-10 %), aunque aparece un punto
con mayor cristalinidad cercano a 38 %. Este comportamiento sugiere que la jarosita pura
presenta cristalitos finos y una cristalinidad moderada a baja, lo cual es consistente con
materiales obtenidos por rutas de sintesis donde se favorece la nucleacion sobre el
crecimiento cristalino.

Para la jarosita adicionada con calcio (Jarosite Ca), los tamarfios de cristalito se
encuentran aproximadamente entre 12y 37 A, pero la cristalinidad es practicamente nula
o muy baja (=0 %) en todos los puntos. Esto puede interpretarse como un alto grado de
desorden estructural o pobre desarrollo cristalino, posiblemente asociado a que el Ca?*
introduce distorsiones en la red cristalina tipo jarosita, dificultando la formacion de
dominios cristalinos bien definidos. En términos de DRX, esto suele manifestarse como
reflexiones mas anchas (mayor FWHM) y, por lo tanto, tamafos cristalinos calculados
poco representativos.

Por otro lado, la jarosita adicionada con estroncio (Jarosite Sr) muestra un
comportamiento claramente distinto. Los tamafios de cristalito son mayores,
aproximadamente entre 23 y 40 A, y la cristalinidad alcanza valores significativamente
mas altos, alrededor de 48-57 % para varios puntos. Esto indica que la incorporacion de
Sr2* favorece un mayor orden estructural y el crecimiento de dominios cristalinos mas
grandes. La presencia de Sr podria estabilizar la estructura tipo jarosita, promoviendo

una mejor organizacion cristalina durante la sintesis.
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En conjunto, la tendencia observada sugiere que la naturaleza del catidn

adicionada influye directamente en el desarrollo cristalino del material. Mientras que el

calcio parece inducir mayor desorden estructural, el estroncio favorece una mayor

cristalinidad y tamafios cristalinos mas grandes, lo cual se refleja en los valores

calculados mediante la ecuacién de Scherrer.

Desde un punto de vista estructural, estos resultados indican que la adicién de

Sr2* podria mejorar la estabilidad cristalina del sistema tipo jarosita, mientras que el Ca2*

podria generar defectos o microdeformaciones en la red, afectando el tamafio de los

dominios coherentes de difraccion.
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Figura 9 Relacion entre tamafio de cristalito y cristalinidad de los materiales tipo jarosita.
Diagrama de dispersion para jarosita potasica, material adicionado con Ca2* y material

adicionado con Sr2* ; los simbolos identifican cada sistema. Elaboracién propia.
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12.1.3. Microscopia electrénica de barrido

Se utiliz6 microscopia electronica de barrido (SEM) en conjunto con la
espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) para evaluar, analizar y
observar las propiedades morfologicas y composicionales, semicuantitativamente, de las
soluciones sélidas de jarosita obtenidas, con el fin de interpretar su relaciéon con las
propiedades estructurales y corroborar la adecuada incorporacién de elementos
adicionados a la estructura correspondiente. Las muestras se prepararon, siendo
recubiertas por oro durante un minuto.

La micrografia del material obtenido por mecanosintesis (Figura 10) muestra una
morfologia heterogénea, compuesta por particulas micrométricas densamente
aglomeradas, con contornos irregulares y, en algunas zonas, con rasgos tabulares a
prismaticos cortos. La textura observada es consistente con un proceso mecanoquimico,
en el que la alta energia de molienda favorece simultaneamente la fractura de particulas,
la generacion de superficies frescas y la aglomeracion secundaria. Como resultado, se
aprecia una asociacion intima entre particulas finas y cristales de mayor tamafo,
formando agregados compactos y una distribucién granulométrica polidispersa.

Desde el punto de vista morfoldgico, la muestra no presenta una separacion clara
entre fases, sino una mezcla estrechamente intercrecida. Algunas particulas de habito
mas definido y tamafio relativamente mayor pueden asociarse tentativamente con
regiones enriquecidas en celestita (sulfato de estroncio), mientras que la fraccion mas
fina e irregular se relaciona con la fase jarositica. Sin embargo, esta diferenciacién debe
entenderse Unicamente como una aproximacion morfolégica, ya que la identificacion

puntual de cada fase requiere respaldo composicional.
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El andlisis EDS del espectro (Figura 11) acumulado confirma la presencia
predominante de O, S y Sr, con contenidos en peso de 45.46, 15.45 y 34.56 wt. %,
respectivamente, ademas de menores proporciones de Fe (3.79 wt. %) y K (0.73 wt.%).
Esta composicion es congruente con un sistema constituido principalmente por una fase
rica en estroncio y sulfato, atribuible a la celestita, junto con una contribucion minoritaria
de una fase portadora de hierro y potasio, compatible con jarosita. La baja proporcién de
Fe y K respecto a Sr sugiere que, en la zona analizada, la sefal composicional estuvo
dominada por la fase de celestita 0 por regiones con mayor contribucion de esta fase. En
conjunto, los resultados de MEB-EDS evidencian que la mecanosintesis produjo un
material heterogéneo, aglomerado e intimamente mezclado, en el que coexisten
dominios composicionales compatibles con jarosita y celestita.

De manera complementaria, el mapeo elemental de la Figura 12 permitio
corroborar la distribucién espacial de estos elementos dentro de los agregados
analizados, mostrando que Sry S se encuentran ampliamente distribuidos en la muestra,
mientras que Fe y K se presentan en zonas mas restringidas, lo que indica una
heterogeneidad composicional a escala micrométrica y una mezcla estrecha entre ambas

fases dentro del material sintetizado por mecanosintesis.
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Figura 11 Morfologia del material tipo jarosita adicionado con Sr2* . Micrografia
obtenida por microscopia electrénica de barrido a 5000x y 20 kV, donde se observan
particulas micrométricas aglomeradas con morfologias irregulares, tabulares vy
prismaticas. Barra de escala = 5 ym. Elaboracion propia.
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Figura 10 Espectro EDS del material tipo jarosita adicionado con Sr2*. Espectro
acumulado de la region analizada, con sefiales correspondientes a O, S, Sr, Fe y K. Los
resultados son semicuantitativos y corresponden al area seleccionada.
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Figura 12 . Distribucion elemental del material tipo jarosita adicionado con
Sr2*. Mapas EDS de Sr, S, O, Ky Fe obtenidos en la misma region de la micrografia;
cada color representa la sefial del elemento indicado y las barras de escala
corresponden a 2.5 ym.
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La micrografia de microscopia electronica de barrido (MEB) de la muestra
sintetizada por mecanosintesis de calcio (Figura 13) muestra una morfologia
heterogénea compuesta por particulas micrométricas densamente aglomeradas. Se
distinguen cristales de mayor tamafio con habito predominantemente tabular a prismatico
corto, con caras relativamente lisas y bordes bien definidos, sobre los cuales se
encuentran adheridas particulas méas finas de morfologia irregular a subredondeada.
Esta textura es consistente con los efectos del proceso mecanoquimico, en el que la
molienda de alta energia favorece simultaneamente la fractura de particulas, la
activacion superficial y la aglomeracion secundaria, generando una asociacion intima
entre dominios de distinto tamafio y forma. En conjunto, la muestra presenta una
microestructura polidispersa y compacta, sin una separacion morfolégica nitida entre las
fases presentes.

El andalisis EDS del espectro acumulado confirmé la presenciade O, S, K, Cay Fe
en la region analizada (Figura 14). Los valores cuantitativos obtenidos fueron 57.95 wt.
% de O, 19.39 wt.% de S, 21.61 wt.% de Ca, 0.94 wt.% de Fe y 0.11 wt.% de K, lo que
indica un predominio composicional de oxigeno, azufre y calcio, mientras que hierro y
potasio aparecen en proporciones menores. Esta relacion composicional sugiere que, en
la zona evaluada, la contribucién de la fase rica en calcio fue dominante, mientras que la
sefial asociada a la fase jarositica fue comparativamente menor, de acuerdo con los
bajos contenidos de Fe y K detectados.

De manera complementaria, el mapeo elemental (Figura 15) permitié corroborar
la presencia espacial de O, S, K, Ca y Fe dentro de los agregados analizados,

confirmando que la muestra obtenida por mecanosintesis corresponde a un material
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composicionalmente heterogéneo, en el que los elementos caracteristicos de ambas
contribuciones se encuentran intimamente asociados a escala micrométrica. En
conjunto, los resultados de MEB, EDS y mapeo elemental evidencian que la
mecanosintesis produjo un material aglomerado, heterogéneo y con mezcla estrecha

entre las fases presentes.

Figura 13 Morfologia del material tipo jarosita adicionado con Ca2*. Micrografia
obtenida por microscopia electronica de barrido a 5000x y 20 kV, con particulas
micrometricas aglomeradas y cristales tabulares o prisméaticos recubiertos por particulas
finas. Barra de escala = 5 ym.
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Figura 14 Espectro EDS del material tipo jarosita adicionado con Caz*. Espectro
acumulado de la regidon analizada, con sefales correspondientes a O, S, Ca, Fey K. Los
resultados son semicuantitativos y corresponden al area seleccionada.
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Figura 15 Distribucién elemental del material tipo jarosita adicionado con Caz2".
Mapas EDS de Ca, S, O, Ky Fe obtenidos en la misma region de la micrografia; cada
color representa la sefial del elemento indicado y las barras de escala corresponden a
2.5 um.
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12.1.4. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

La Figura 16 muestra los espectros FTIR de la jarosita, la muestra de jarosita—
estroncio y la muestra de jarosita—calcio. En la jarosita se observa una banda ancha
alrededor de 3382 cm™, atribuida al estiramiento de grupos O—H y/o agua asociada, asi
como una sefial en 1621 cm™ relacionada con la vibracion de flexion del agua molecular.
En la regidbn de menor numero de onda se distinguen bandas intensas en 1180, 1086,
1042 y 994 cm™, asociadas a vibraciones de estiramiento del grupo SO,27, mientras que
las sefiales en 628 y 559 cm™ corresponden a modos de deformacion del tetraedro
sulfato. Este patron vibracional es consistente con la firma espectroscopica reportada
para minerales del grupo jarosita y con los modos fundamentales esperados para
sulfatos, en los que las vibraciones mas importantes se localizan en torno a ~981 cm™
(V1), ~1104 cm™ (v3) y ~613 cm™ (V).

En la muestra de jarosita—estroncio se conserva la banda ancha cercana a 3382
cm™y la sefial en 1621 cm™, lo que indica la persistencia de especies hidroxiladas y/o
agua asociada. Ademas, se mantienen bandas en la region del sulfato alrededor de 1180,
1107, 1086 y 994 cm™, aunque con cambios en intensidad y definicidon respecto a la
jarosita de referencia. Este comportamiento es coherente con la sensibilidad de las
vibraciones del sulfato a cambios en el entorno estructural y con la respuesta espectral
conocida de sulfatos de estroncio, cuyos modos principales también se concentran en la

region ~1200-1000 cm™.
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Por su parte, la muestra de jarosita—calcio presenta bandas en 1107, 1086 y 739
cm™, conservando la contribucién principal del sistema sulfatado, aunque con menor
intensidad general y con un patron ligeramente distinto al de la jarosita pura. En conjunto,
los espectros evidencian que las muestras obtenidas por mecanosintesis conservan la
firma vibracional dominante de una fase sulfatada tipo jarosita, pero muestran
variaciones en posicion relativa, intensidad y definicion de las bandas, lo que sugiere

modificaciones locales en el entorno quimico de los grupos sulfato e hidroxilo.
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Figura 16 Espectros ATR-FTIR de la jarosita potasica y de los materiales
adicionados con Ca?" y Sr2*, Espectros registrados entre 4000 y 400 cm™, con las
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principales bandas sefialadas. El eje horizontal corresponde al nUmero de onda (cm™) y
el vertical a la sefial de transmitancia.

12.2. Ensayos biol6gicos

12.2.1. Ensayo Alamar Blue™

La viabilidad celular se midi6 a intervalos de 24, 48 y 72 horas, comparando los
grupos experimentales con el grupo control (Figura 17 y 18). Los resultados muestran la
viabilidad relativa de las células en cada tiempo de incubacién, permitiendo evaluar el
impacto de los materiales sobre la viabilidad celular.

A las 24 horas, las células expuestas al material jarositico adicionado con calcio
presentaron una viabilidad de 83.09 £ 12.56 %, lo que fue menor que la del grupo control
(100 %), aunque sin diferencias estadisticamente significativas. Las células tratadas con
soluciones sélidas adicionadas con estroncio mostraron una viabilidad similar al grupo
control (100.82 £+ 10.07 %).

A las 48 horas, ambos grupos experimentales exhibieron una ligera disminucion
en la viabilidad en comparacién con el grupo control: adicionado con calcio (90.17 + 9.87
%) y adicionado con estroncio (98.03 + 3.02 %), pero nuevamente sin diferencias
estadisticas significativas.

En la medicion final a las 72 horas, los resultados fueron similares: adicionado con
calcio (96.05 £ 9.93 %) y adicionado con estroncio (94.86 + 9.52 %). En ningln momento,
ni para los biomateriales evaluados, se observé una viabilidad celular inferior al 70 %, lo
gue indica que las soluciones solidas de jarosita adicionadas con calcio y estroncio no

presentan efectos citotéxicos.
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Como complemento a los resultados obtenidos mediante Alamar Blue™, se
realizé el ensayo LIVE/DEAD™ a las 24 horas de exposicion. En las micrografias de
fluorescencia (Figura 19) se observé un predominio de sefial verde correspondiente a la
calceina-AM tanto en las células expuestas al material jarositico adicionado con calcio
como en aquellas tratadas con el material adicionado con estroncio, lo que indica la
presencia de células viables con integridad de membrana conservada y actividad
enzimatica funcional. Asimismo, no se observé una sefial evidente de fluorescencia roja
asociada al homodimero de etidio-1 (EthD-1), marcador de células con membrana
comprometida. Estos resultados son consistentes con los valores de viabilidad obtenidos
mediante Alamar Blue™ a las 24 horas y aportan evidencia complementaria de que, bajo
las condiciones evaluadas, ambos materiales no produjeron un efecto citotéxico evidente

sobre las DPSCs.
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Figura 17 Ensayo de citotoxicidad mediante Alamar Blue. El grafico muestra el
porcentaje de viabilidad celular en presencia de las soluciones sélidas jarositicas
adicionadas con calcio y estroncio, evaluadas a las 24, 48 y 72 horas de cultivo, en
comparacion con el grupo control sin biomateriales. Los datos se analizaron mediante
ANOVA (*p < 0.05).
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Figura 18 Ensayo de citotoxicidad mediante Alamar Blue. Analisis de
citotoxicidad mediante absorbancia de las soluciones sdlidas jarositicas adicionadas con
calcio y estroncio. Evaluadas con DPSCs a las 24, 48 y 72 horas de cultivo, en
comparacion con el grupo control sin biomateriales. Los datos se analizaron mediante
ANOVA (ns).
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Figura 19 Evaluacion de la viabilidad celular de DPSCs mediante el ensayo
LIVE/DEAD™ después de 24 h de exposicion a los materiales jarositicos. Micrografias
representativas del control de células viables (A-B), células expuestas al material
jarositico adicionado con Ca2* (C-D) y células expuestas al material jarositico adicionado
con Srz* (E-F). Las imégenes A, Cy E fueron adquiridas con un objetivo de 10x, mientras
gue B, D y F corresponden a un objetivo de 40x. La fluorescencia verde asociada a
calceina-AM indica células viables con integridad de membrana conservada, mientras
gue la fluorescencia roja correspondiente al homodimero de etidio-1 (EthD-1) se asocia
con células con membrana comprometida. Barra de escala: 10 pum.



12.2.2. Organizacién del citoesqueleto e interaccion celula-material

Mediante microscopia confocal se evalu6 la morfologia y la organizacion del
citoesqueleto de las DPSCs después de 24 h de cultivo en el grupo control y de
interaccion con los materiales tipo jarosita adicionados con Ca2* o Sr2*. La tincién con
faloidina-FITC permitié visualizar los filamentos de actina F, mientras que la tincion con
DAPI permitié identificar los nacleos celulares.

En el grupo control (Figura 21), las DPSCs presentaron una distribucion
homogénea y una morfologia predominantemente alargada de tipo fibroblastico. Los
filamentos de actina F mostraron una organizacion definida, con fibras extendidas
principalmente a lo largo del eje longitudinal de las células. Los nucleos presentaron
morfologia ovalada y distribucion regular, sin alteraciones morfologicas evidentes.

En las células expuestas durante 24 h al material tipo jarosita adicionado con Ca2*
(Figura 22) se observo igualmente una morfologia predominantemente alargada, con
extension del citoplasma y conservacion de una red definida de filamentos de actina F.
Las fibras se distribuyeron a lo largo del cuerpo celular y se observaron células
extendidas en las regiones analizadas. Los nudcleos conservaron una morfologia
predominantemente ovalada, aunque la distribucion celular y de los filamentos presento
cierta heterogeneidad espacial respecto al grupo control.

Por su parte, las DPSCs expuestas al material tipo jarosita adicionado con Sr2*
(Figura 23) conservaron una morfologia alargada de tipo fibroblastico y una red extensa
de filamentos de actina F. Se observaron fibras orientadas en diferentes direcciones y

células distribuidas a lo largo del campo analizado. Los ndcleos se mantuvieron definidos
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y predominantemente ovalados, sin evidencia morfolégica clara de alteraciones

generalizadas.

Figura 20 Organizacion del citoesqueleto de DPSCs en el grupo control. Imagen
obtenida mediante microscopia confocal después de 24 h de cultivo sin exposicion al
material tipo jarosita. Los filamentos de actina F, tefiidos con faloidina-FITC, se observan
en verde, mientras que los ndcleos celulares tefildos con DAPI se muestran en azul-cian.
Las células presentan una morfologia predominantemente alargada de tipo fibroblastico
y una red de filamentos de actina distribuida a lo largo del cuerpo celular. Barra de escala
=50 pm.
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Figura 21 Organizacion del citoesqueleto de DPSCs después de 24 h de
interaccion con el material tipo jarosita adicionado con Ca2*. Imagen obtenida mediante
microscopia confocal. Los filamentos de actina F, tefiidos con faloidina-FITC, se
observan en verde, mientras que los nucleos celulares tefiidos con DAPI se muestran en
azul-cian. Se observan células con morfologia predominantemente alargada de tipo
fibroblastico y filamentos de actina distribuidos a lo largo del citoplasma, también se
observa la deposicién del material en la region perinuclear. Barra de escala = 50 um
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Figura 22 Organizacion del citoesqueleto de DPSCs después de 24 h de
interaccion con el material tipo jarosita adicionado con Sr2*. Imagen obtenida mediante
microscopia confocal. Los filamentos de actina F, tefiidos con faloidina-FITC, se
observan en verde, mientras que los nucleos celulares tefiidos con DAPI se muestran en
azul-cian. Las células presentan una morfologia predominantemente alargada de tipo
fibroblastico, con una red de filamentos de actina claramente observable en el
citoplasma. Se observan particulas en interaccion con las células. Barra de escala = 50
pm.
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Figura 23 Analisis de la dlferenC|aC|on osteogenlca de DPSCS medlante tincion
con Rojo de Alizarina S. A) Vista macroscopica y B) Vista microscépica (10x) del control
negativo, compuesto por DPSCs cultivadas en medio DMEM, donde no se observa
mineralizacion. C) Vista macroscopica y D) Vista microscopica (10x) del control positivo,
con DPSCs cultivadas en medio de induccion osteogénica, mostrando una
mineralizacion extensa y generalizada, E) Vista macroscoépica y F) Vista microscépica
(10x) del grupo experimental con calcio (Ca?*), donde se aprecian nodulos de
mineralizacion densos y bien definidos Y, G) Vista macroscépica y H) Vista microscépica
(10x) del grupo experimental con estroncio, que también muestra evidencia de depdésitos
de calcio en la matriz.
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13. Discusién

La presente investigacién tuvo como objetivo sintetizar materiales tipo jarosita
adicionados con Ca2" y Sr2* mediante mecanosintesis y evaluar su citotoxicidad y
potencial osteogénico in vitro en células troncales de pulpa dental humana (DPSCs). Por
ello, la discusién de los resultados debe entenderse desde una perspectiva integrada, en
la que la sintesis, la estructura cristalina, la composicion quimica, la morfologia y la
respuesta bioldgica no se analizan como elementos aislados, sino como variables
interdependientes que determinan el posible desempefio del material en la ingenieria
tisular 6sea.

El principal objetivo consisti6 en sintetizar material jarositico mediante
mecanosintesis empleando el método de reaccion en estado soélido con mortero de
ceramica. Los resultados de difraccion de rayos X muestran patrones compatibles con el
difractograma que exhiben picos estrechos de alta intensidad compatibles con
estructuras tipo jarosita, lo que indica que la energia mecéanica aplicada durante la
molienda fue suficiente para inducir la formacion de fases sulfatadas relacionadas con la
familia AFe3(S0O,),(OH)¢. Este resultado es relevante ya que demuestra que la
mecanosintesis puede funcionar como una ruta alternativa a los métodos hidrotermales
comunmente empleados para la obtencibn de jarositas sintéticas, ya que la
mecanosintesis favorece la activacion de los precursores sélidos mediante fenbmenos
simultdneos de fractura, deformacion, generacion de defectos, formacién de nuevas
superficies reactivas y la interaccion entre particulas (Silveiro et al., 2020). Estos
procesos pueden disminuir las barreras cinéticas de reaccion y permitir la formacion de

fases cristalinas o parcialmente cristalinas bajo condiciones mas simples, con menor uso
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de solventes y sin tratamientos térmicos. Este comportamiento es consistente con lo
reportado para procesos mecanoquimicos, en los cuales la energia mecanica puede
inducir reacciones quimicas en estado solido y generar materiales con defectos
estructurales, tamafios cristalinos reducidos (James et al., 2012; Reynes et al., 2024; Y.
Zhang et al., 2024).

La sintesis del material fue exitosa en términos de obtenciéon de materiales tipo
jarosita, y los resultados indican que el sistema requiere de una optimizacion para
alcanzar una homogeneidad estructural completa. La presencia de fases secundarias, la
baja cristalinidad en algunas muestras y la heterogeneidad observada por SEM-EDS
sugieren que la reacciébn mecanoquimica ocurrié de forma parcial o localizada. Esto
puede atribuirse a la naturaleza manual del proceso, al corto tiempo de molienda, a la
limitada energia transferida por el mortero ceramico y a la posible competencia entre
nucleacién de jarosita, persistencia de sulfatos precursores y formacion de fases
secundarias.

Respecto al objetivo especifico relacionado con la adicion de Ca2* y Sr2* al
material tipo jarosita. Los resultados indican que ambos cationes modificaron de manera
importante la organizacién estructural y composicional del material, aunque no
necesariamente mediante una incorporacion homogénea dentro de la red cristalina tipo
jarosita.

En el caso del sistema adicionado con Sr2*, la DRX evidencio la coexistencia de
una fase tipo jarosita con el PDF 96-901-6966 con una fase secundaria atribuida a
celestina (SrSO,) con el PDF 96-900-4484. Este resultado sugiere que el estroncio no

se incorporé completamente en el sitio estructural de la jarosita, sino que una fraccion
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importante permanecié como fase sulfatada rica en Sr2*. La presencia de celestina puede
explicarse por la baja solubilidad del SrSO, y por la estabilidad propia de esta fase bajo
las condiciones de sintesis empleadas. En términos de cristalografia, las jarositas poseen
una estructura que permite variaciones composicionales en el sitio A; sin embargo, no
implica que todos los cationes se incorporen de forma completa o uniforme,
especialmente cuando existen diferencias de radio i6nico, carga efectiva, energia
reticular y condiciones cinéticas limitadas (Basciano & Peterson, 2008; Cruells & Roca,
2022).

La muestra adicionada con Sr2* presenté mayor cristalinidad y mayor tamafio de
cristalito en A (Angstrom) en comparacién con el sistema con Ca2*. Este comportamiento
puede interpretarse como una mayor tendencia del sistema con estroncio a formar
dominios cristalinos mejor definidos. Sin embargo, este aumento de cristalinidad no debe
atribuirse exclusivamente a una sustitucion estructural de Sr2* en la jarosita, ya que la
presencia de celestina también podria contribuir al incremento del orden cristalino
observado por DRX. Por consiguiente, el Sr2* favorecio la formacion de un sistema
heterogéneo con dominios cristalinos mas ordenados, donde coexisten fases tipo jarosita
y fases sulfatadas ricas en estroncio.

Por otro lado, la muestra adicionada con Ca2* mostré un comportamiento asociado
con bajo orden cristalino y cristalinidad practicamente nula. Este resultado sugiere que
la presencia de Ca?" promovid6 mayor desorden estructural, posiblemente por la
formacion de fases pobremente cristalinas, defectos locales, microdeformaciones o

dominios de orden de corto alcance.
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El calcio es un ion de gran relevancia en biomateriales para regeneracion 0sea
debido a su papel en la mineralizacion y en la homeostasis del tejido 6seo; sin embargo,
desde el punto de vista estructural, su presencia puede modificar de manera significativa
la nucleacion y el crecimiento cristalino de matrices inorganicas, dependiendo de la
composicion del sistema y de las condiciones de sintesis (Min et al., 2024; Qi et al.,
2018).

De esta manera se logro adicionar Ca2* y Sr2* al sistema, como lo confirman DRX
y SEM-EDS; sin embargo, los resultados no permiten afirmar una incorporacion
homogénea de los cationes dentro de la red jarositica. Esta interpretacion se sustenta en
la convergencia de los resultados de DRX, SEM-EDS y FTIR. La presencia de fases
secundarias en los difractogramas, como celestina en el sistema con Sr2* y sefales
asociadas con fases calcicas en el sistema con Ca?*, indica que los cationes adicionados
no se incorporaron exclusivamente dentro de la red jarositica. Ademas, los analisis EDS
mostraron regiones enriquecidas en Sr o Ca, con proporciones bajas de Fe y K, lo que
sugiere una distribucién composicional heterogénea. De manera complementaria, los
mapeos elementales evidencian que los elementos no se distribuyen de forma
completamente uniforme, mientras que FTIR confirma la permanencia de grupos sulfato,
pero con variaciones asociadas a cambios en el entorno quimico local. En conjunto, estas
evidencias permiten proponer que el material obtenido no corresponde a una soluciéon
sélida homogénea, sino a un sistema tipo jarosita con coexistencia de fases y dominios

composicionales diferenciados.
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La caracterizacion por DRX, FTIR y SEM-EDS permiti6 obtener informacién
complementaria sobre las fases cristalinas, los grupos funcionales, la morfologia y la
distribucion elemental de los materiales obtenidos.

La DRX confirmé que la muestra base conserva bandas caracteristicas de jarosita
potasica, mientras que las muestras adicionadas con Ca?* y Sr2* presentaron
modificaciones en la posicion e intensidad de los picos, asi como aparicion de fases
secundarias. La banda principal localizada en la regién de 206 = 30-33° se asocia con
planos caracteristicos de la estructura general AFe;(S0O,),(OH)s. Los desplazamientos
observados en esta region pueden relacionarse con variaciones en el espaciamiento
interplanar, microdeformaciones y cambios locales en la red cristalina (Dolabella et al.,
2022; H. Zhang et al., 2018). Estos fendbmenos son previsibles en materiales obtenidos
por mecanosintesis, ya que la energia mecanica puede inducir tensiones residuales,
defectos, disminucion del tamafo y alteraciones en el orden de largo alcance (James
et al., 2012; Y. Zhang et al., 2024)

Ademads, el proceso de lavado posterior a la sintesis pudo contribuir a la
hidratacion superficial del material y a la eliminacién parcial de especies solubles (Pérez
Olvera et al., 2026). La jarosita es un sulfato basico hidratado, cuya estructura incluye
grupos hidroxilo y puede interactuar con moléculas de agua en defectos, bordes de grano
0 zonas intergranulares. Por ello, la exposicion a medios acuosos durante el ajuste de
pH pudo generar cambios leves en el entorno quimico local, afectando la posicion de las
bandas y la intensidad relativa de los picos.

La FTIR complementa esta interpretacion, ya que los espectros conservaron

bandas caracteristicas de grupos sulfato, grupos hidroxilo y agua asociada. La presencia
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de sefiales en la region de 1200-1000 cm™ confirma las vibraciones del grupo SO,2",
mientras que las bandas cercanas a 3380 cm™ y 1620 cm™ se relacionan con
estiramientos O-H y flexiobn de agua molecular (Pérez Olvera etal., 2026). Las
variaciones en intensidad, definicion y posicion de estas bandas indican que, aunque la
identidad quimica sulfatada se conserva, el entorno local de los grupos funcionales fue
modificado por la adicion de Ca?* o Sr2* y por el proceso mecanoquimico.

La SEM mostr6 particulas micrométricas densamente aglomeradas, con
contornos irregulares y distribucién polidispersa. Esta morfologia es coherente con un
proceso de molienda donde coexisten fenomenos de fractura, deformacion plastica,
compactacion y reaglomeracion, caracteristicas cominmente observadas en materiales
obtenidos mediante mecanosintesis debido a la alta energia mecanica involucrada
durante el procesamiento (James et al., 2012; Suryanarayana, 2001). En biomateriales
particulados, la morfologia, el tamafio de particula y el grado de aglomeracion son
parametros relevantes, ya que pueden modificar el area superficial disponible, la
adsorcion de proteinas, la interaccion célula-material, la sedimentacion de particulas en
medios biolégicos y la disponibilidad local de especies i6nicas en el microambiente
celular (Jones et al., 2006).

Los resultados de EDS y mapeo elemental muestran una distribucion
composicional heterogénea. En el sistema con Sr2* predominan O, S y Sr, mientras que
Fe y K aparecen en menor proporcion; esto coincide con la presencia de una fase rica
en Sr, probablemente celestina. En el sistema con Ca2* predominan O, Sy Ca, con bajos
contenidos de Fe y K, lo que sugiere una contribucién importante de fases calcicas o

dominios sulfatados ricos en calcio. Esta relacion entre DRX y SEM-EDS es
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fundamental: ambas técnicas coinciden en que los materiales no son fases Unicas
homogéneas, sino sistemas multifasicos o composicionalmente heterogéneos.

A partir de la integracion de los resultados obtenidos mediante DRX, FTIR y SEM-
EDS, se propuso una representacion esquematica del sistema tipo jarosita adicionado
con Caz*y Sr2* (Figura 24). El modelo considera la presencia de una estructura cristalina
principal tipo jarosita, constituida por unidades de hierro, sulfato e hidroxilo, asi como la
distribucién de los elementos adicionados. Los resultados de caracterizacion sugieren
gue el Ca?* y el Sr2* no se incorporaron de manera completa y homogénea en los sitios
cristalinos de la jarosita, distribuidos en dominios enriquecidos o formando fases
secundarias. Por tanto, la representacion propuesta constituye un modelo interpretativo
sustentado en la evidencia experimental y no una determinacion definitiva de la posicion

cristalografica de estos iones.
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Figura 24 Representacion esquematica tentativa de los sistemas tipo jarosita
adicionados con Sr2* y Ca?*. El modelo superior corresponde al sistema adicionado con
Srz* y el inferior al sistema adicionado con Ca2*. Se muestra la celda cristalina de
referencia y la distribuciéon propuesta de K*, Sr2*, Caz*, Fe, S, O, H y grupos OH™, de
acuerdo con la leyenda de colores. Elaboracién propia con VESTA version 3.90.5a
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Para la evaluacién de la viabilidad de DPSCs cultivadas en presencia del material
jarositico se realizo el ensayo colorimétrico de metabolismo mitocondrial. Los resultados
mostraron que las muestras adicionadas con Ca?" y Srz* mantuvieron valores de
viabilidad celular superiores al 70 % durante los tiempos evaluados de 24, 48 y 72 h. De
acuerdo con la norma ISO 10993-5, una reduccion de viabilidad mayor al 30 % respecto
al control puede considerarse indicativa de citotoxicidad in vitro; por tanto, los materiales
evaluados pueden considerarse no citotoxicos bajo las condiciones experimentales
empleadas (Gruber & Nickel, 2023)

Este resultado es especialmente relevante considerando la naturaleza quimica de
las jarositas. Estos materiales suelen asociarse con condiciones acidas de formacion,
por lo que el ajuste de pH previo a los ensayos celulares fue esencial. Las muestras
inicialmente presentaron valores acidos, pero fueron lavadas hasta alcanzar un pH
cercano al fisioldgico. Esta adecuacion probablemente contribuyé de manera importante
a la respuesta celular favorable, ya que un pH residual acido podria afectar la actividad
metabdlica, la adhesion y la proliferacion celular. Por ello, la ausencia de citotoxicidad no
debe atribuirse Unicamente a la composicion del material, sino también al
acondicionamiento quimico posterior a la sintesis.

Las DPSCs son un modelo celular adecuado para evaluar materiales con
potencial osteogénico, debido a su origen mesenquimal, alta capacidad proliferativa y
potencial de diferenciacion. Desde su descripcion inicial, estas células han sido
consideradas una fuente relevante para aplicaciones en medicina regenerativa,
particularmente en contextos dentales y 6seos (Bryniarska-Kubiak et al., 2024; Gronthos

et al., 2000). Estudios recientes han reforzado su utilidad en ingenieria tisular, ya que
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pueden responder a sefiales del microambiente, secretar matriz extracelular y participar
en procesos de mineralizacion cuando se cultivan en condiciones adecuadas o0 en
contacto con biomateriales bioactivos (Y. Liu, 2024; Namjoynik et al., 2023; X. Zhang
et al., 2024).

En el sistema con Ca?*, la viabilidad inicial a 24 h fue menor que la del control con
una diferencia estadisticamente significativa (*p<0.05), sin embargo, se recupera en los
siguientes tiempos evaluados, 48 y 72 h (de 90.17 + 9.86 % a 96.05 + 9.93 %)
manteniéndose siempre por encima del 70% de viabilidad. Esta disminucion moderada
podria relacionarse con un proceso inicial de adaptacion celular al contacto con
particulas inorganicas, a cambios locales en la concentracion iénica o a la sedimentacion
de particulas sobre la monocapa celular, lo que sugiere que el material adicionado con
Ca?* no genero un efecto toxico progresivo, Sino una respuesta transitoria compatible
con la adaptacion celular (Figura 18).

En el sistema con Sr?*, los valores de viabilidad se mantuvieron cercanos al control
durante los tiempos evaluados. Esto sugiere que la presencia de dominios ricos en
estroncio y la coexistencia con fases sulfatadas no generaron una alteracion metabdlica
significativa en las DPSCs. La literatura ha reportado que el Sr?* puede presentar efectos
favorables en células relacionadas con el tejido 6seo, siempre que su concentracion se
mantenga dentro de rangos adecuados, ya que su actividad biolégica depende de la
dosis, la forma quimicay la liberacién desde la matriz del biomaterial (Alves Cortes et al.,
2024; Borciani et al., 2022; Silva et al., 2023).

Los resultados obtenidos mediante LIVE/DEAD™ complementan la evaluacion

cuantitativa realizada con Alamar Blue™, al proporcionar evidencia visual sobre la
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integridad de la membrana celular después de 24 h de exposicion a los materiales. En
las muestras adicionadas con Ca2* y Sr2* se observo un predominio de fluorescencia
verde asociada a calceina-AM, indicando una elevada presencia de células
metabdlicamente activas y con membranas celulares conservadas. Aunque se
identificaron sefiales puntuales compatibles con EthD-1, estas fueron considerablemente
menos frecuentes respecto a la sefial correspondiente a células viables. Este
comportamiento concuerda con los resultados obtenidos mediante Alamar Blue™, donde
la viabilidad a las 24 h fue de 83.09 + 12.56 % para el sistema adicionado con Caz*y de
100.82 + 10.07 % para el sistema con Sr2*. En conjunto, ambos ensayos indican que los
materiales no producen una disminucién significativa de la viabilidad celular bajo las
condiciones evaluadas, ya que Alamar Blue™ demuestra el mantenimiento de la
actividad metabdlica, mientras que LIVE/DEAD™ evidencia predominantemente la
conservacion de la integridad de la membrana celular.

La ausencia de citotoxicidad también puede relacionarse con la composicion
sulfatada y mineral del sistema. Diversos biomateriales ceramicos e inorganicos han
mostrado buena compatibilidad celular cuando presentan estabilidad quimica adecuada,
ausencia de especies toxicas solubles en concentraciones elevadas y pH compatible con
el medio fisiolégico (dos Santos et al., 2024; Vaiani et al., 2023). En este estudio los
resultados de viabilidad sugieren que las especies liberadas durante los tiempos de
exposicion no perjudican a las DPSCs.

La respuesta bioldgica observada también puede relacionarse con la composicién
propia de la matriz tipo jarosita. Este material corresponde a un sulfato basico de hierro

con grupos hidroxilo estructurales, por lo que su interaccidén con el medio celular puede
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estar influenciada por la presencia de Fe, grupos sulfato, grupos hidroxilo, grado de
hidratacion, cristalinidad y caracteristicas superficiales. En este sentido, el Fe puede
considerarse un componente modulador dentro del sistema, ya que participa en procesos
celulares asociados con metabolismo, proliferacion y homeostasis tisular. Su efecto
bioldgico depende de su concentracion disponible, estado de oxidacion y velocidad de
liberacion, debido a que una disponibilidad excesiva de especies de Fe podria favorecer
procesos de estrés oxidativo o alterar la respuesta celular (Grigg et al., 2024; Savadkouhi
Ghoudjanaki et al., 2025).

Asimismo, los grupos sulfato e hidroxilo identificados mediante FTIR pueden
contribuir a la interaccién entre el material y el medio de cultivo. Estos grupos funcionales
forman parte de la quimica superficial del sistema y pueden favorecer la hidratacion del
material, la adsorcion de moléculas presentes en el medio, la interaccién con proteinas
séricas y la nucleacion de depdsitos minerales. En biomateriales, la quimica superficial
es un factor determinante para la adhesion celular inicial, ya que condiciona la adsorcion
de proteinas y la formacion de una interfase material-célula. Por ello, la matriz sulfatada
e hidroxilada de la jarosita podria participar indirectamente en la respuesta favorable
observada, al modificar el microambiente de contacto entre las particulas y las DPSCs
(Chaves Filho et al., 2022; Cruells & Roca, 2022).

Por otra parte, el K presente en la estructura debe interpretarse principalmente
como un catién estructural de la jarosita, mas que como el responsable directo del
comportamiento biologico ya que el potasio es un ion fisiolégico esencial. En conjunto,
estos elementos permiten proponer que la respuesta celular no depende Unicamente de

los cationes adicionados, sino también de la matriz jarositica, su caracter sulfatado e
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hidroxilado, su estabilidad quimica, la heterogeneidad estructural y el acondicionamiento
del pH antes de los ensayos biolégicos.

Los resultados demuestran que tanto el sistema adicionado con Ca2* como el
sistema adicionado con Sr2* mantuvieron viabilidad celular por encima del umbral de
citotoxicidad. Esto respalda su consideracion como materiales no citotoxicos en una
etapa inicial de evaluacion in vitro.

Respecto al objetivo especifico que consistié en evaluar la diferenciaciéon de las
DPSCs sembradas con el material jarositico hacia linaje osteogénico. Se empleo la
tincién con Rojo de Alizarina S, técnica que permite identificar depdsitos ricos en calcio
asociados con procesos de mineralizacion extracelular. Los resultados mostraron
depositos mineralizados en los grupos experimentales tratados con materiales
adicionados con Ca2* y Sr2*, con una mineralizacion mas evidente en el sistema con
calcio.

La presencia de depdsitos tefiidos con Rojo de Alizarina S sugiere que los
materiales generaron un microambiente favorable para la mineralizacion de la matriz
extracelular. En el caso del sistema con Ca?*, este comportamiento puede relacionarse
con el papel central del calcio en la formacion de fases minerales asociadas al tejido
0seo. El Ca?* participa en la nucleacion y crecimiento de depdésitos minerales, ademas
de intervenir en procesos de sefializacion celular relacionados con proliferacion,
diferenciacion y mineralizacion. Por ello, la presencia de dominios ricos en calcio dentro
del material pudo favorecer la formacion de depdsitos célcicos durante el cultivo celular

(Min et al., 2024; Qi et al., 2018; Wu, Cheng, et al., 2024).
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La mineralizacion observada en el sistema con Sr2* también es relevante. El
estroncio ha recibido atencién en el campo de los biomateriales para regeneracion 0sea
debido a su similitud quimica con el calcio y a su capacidad para modular respuestas
celulares asociadas con formacion 0sea. Se ha reportado que el Sr2* puede estimular la
actividad osteoblastica, favorecer la expresion de marcadores osteogenicos y contribuir
al equilibrio entre formacion y resorcion 6sea mediante efectos sobre osteoblastos y
osteoclastos (Alves Cortes et al., 2024; Borciani et al., 2022; Silva et al., 2023).

En general, los materiales adicionados con Ca?* y Sr2* podrian influir en la
mineralizacion mediante diferentes vias. Una posibilidad es que la liberacion local de
iones desde dominios célcicos o estréncicos modifique el microambiente del cultivo,
favoreciendo la nucleacion de depdsitos minerales. Otra posibilidad es que la superficie
del material, al presentar defectos, grupos sulfato, grupos hidroxilo y heterogeneidad
composicional, actle como sitio de nucleacién para especies minerales. En biomateriales
inorganicos, la quimica superficial, la rugosidad, la energia superficial y la disponibilidad
iGnica son factores relevantes para la deposicion mineral y la interaccién con células
osteogénicas (Dec et al., 2023; Lin et al., 2024; Vaiani et al., 2023).

La mayor mineralizacion observada en el sistema con Ca2* podria relacionarse
con su menor cristalinidad y mayor desorden estructural. Los materiales menos
cristalinos o con mayor densidad de defectos pueden presentar mayor reactividad
superficial y potencialmente mayor disponibilidad de especies ionicas.

En el sistema con Sr2*, la mayor cristalinidad y la presencia de celestina podrian
implicar una liberacién iénica mas lenta o limitada, debido a la estabilidad de SrSO,. Esto

podria explicar por qué la mineralizacion fue observable pero menos intensa que en el
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sistema con Ca2?*. Sin embargo, esta interpretacion también requiere estudios
complementarios.

De manera complementaria, se evalué mediante microscopia confocal la
morfologia y organizacion del citoesqueleto de las DPSCs después de 24 h de
interaccion con los materiales tipo jarosita adicionados con Ca2* y Sr2*. La tincion de los
filamentos de actina F con faloidina-FITC mostré células con una morfologia alargada de
tipo fibroblastico, adecuada extension citoplasmatica y presencia de fibras de estrés
distribuidas longitudinalmente a lo largo del cuerpo celular. Estas caracteristicas indican
que, durante el periodo analizado, las células conservaron una organizacion
citoesquelética compatible con su adhesion y extension sobre la superficie del
cubreobjetos.

La superposicion de las imagenes de fluorescencia con el campo claro permitié
observar células distribuidas en regiones préximas a las particulas y aglomerados de los
materiales. La presencia de células extendidas en estas zonas sugiere que los sistemas
adicionados con Ca2* y Sr2* no produjeron un efecto evidente de exclusion celular ni una
alteracion generalizada de la adhesién. Asimismo, no se observaron cambios
morfologicos notorios, como retraccion citoplasmatica generalizada o desorganizacion
severa de los filamentos de actina, que pudieran asociarse con una respuesta celular
adversa aguda.

Por otra parte, la tincion nuclear con DAPI mostré nucleos definidos, sin evidencia
morfoldgica clara de fragmentacién o condensacion intensa de la cromatina. En conjunto,
la conservacion de la morfologia fibroblastica, la organizacién de la actina F y la

integridad nuclear aparente concuerda con los porcentajes de viabilidad superiores al 70

95



% obtenidos para ambos materiales. Por tanto, el analisis confocal complementa los
resultados del ensayo metabdlico y respalda que las microparticulas tipo jarosita
adicionadas con Ca2* y Sr2* no provocaron alteraciones celulares agudas evidentes bajo
las condiciones y el periodo de exposiciéon evaluados.

Los materiales adicionados con Ca?*y Sr2* favorecieron la presencia de depdsitos
mineralizados en cultivos de DPSCs, lo cual respalda su potencial como sistemas
bioactivos para aplicaciones en ingenieria tisular 6sea. Sin embargo, la confirmacion de
su capacidad osteoinductora requiere ensayos complementarios que permitan
establecer mecanismos celulares y moleculares especificos.

La hipoétesis planted que la jarosita adicionada con Ca2* y Sr2*, obtenida mediante
mecanosintesis, no presentaria efectos citotoxicos, mantendria la viabilidad de las
DPSCs y potencializaria la diferenciacion osteogénica in vitro. Con base en los
resultados obtenidos, esta hip6tesis puede aceptarse parcialmente.

La primera parte de la hipétesis se cumple, ya que los materiales evaluados no
presentaron efectos citotoxicos bajo las condiciones experimentales empleadas. Los
valores de viabilidad celular se mantuvieron por encima del 70 % en todos los tiempos
evaluados, lo que permite considerar a los sistemas como no citotoxicos de acuerdo con
el criterio de ISO 10993-5. Este resultado respalda la compatibilidad inicial de los
materiales con DPSCs y confirma que el acondicionamiento del pH fue adecuado para
evitar efectos metabdlicos adversos.

La segunda parte de la hipétesis, relacionada con la diferenciacion osteogénica,

se cumple de manera parcial. La tincion con Rojo de Alizarina S mostr6 depdésitos
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mineralizados en los grupos tratados con materiales adicionados con Ca2* y Sr2*, lo que
sugiere una respuesta favorable hacia la mineralizacion extracelular.

Ademas, los resultados permiten afiadir una observacion relevante: el efecto de
Caz* y Sr2* no fue equivalente. El Sr2* favorecié un mayor orden cristalino, mientras que
el Caz* se asocié con mayor desorden estructural y mineralizacion mas evidente. Esto
indica que la naturaleza del catibn adicionado desempefia un papel central en la

evolucidn fisicoquimica y biolégica del sistema.

14.Conclusiones

La mecanosintesis permitid obtener materiales tipo jarosita adicionados con calcio
y estroncio mediante una ruta de reaccion en estado so6lido con mortero de ceramica. La
presencia de reflexiones compatibles con fases jarositicas en los patrones de DRX
confirma que el método empleado fue viable para inducir la formacion de sistemas
sulfatados relacionados con la estructura AFe;(S0O,).(OH)s. Sin embargo, la baja
cristalinidad y la presencia de fases secundarias indican que la sintesis no produjo
materiales completamente homogéneos, por lo que el proceso requiere optimizacion
para mejorar el control estructural y composicional.

La adicion de Ca?" y Sr* modifico de manera diferenciada la estructura del
sistema tipo jarosita. EI material adicionado con Srz* presenté mayor cristalinidad y
dominios cristalinos mas definidos; no obstante, la identificacion de celestina (SrSO.,)
indica que una fraccion del estroncio permanecio como fase sulfatada secundaria. En

contraste, el material adicionado con Ca2* mostré menor cristalinidad y mayor desorden

97



estructural, lo que sugiere la formacion de fases pobremente cristalinas o dominios de
orden corto.

Los resultados de DRX, SEM-EDS y FTIR evidencian que la incorporacion de
Caz* y Sr2* no ocurri6 de manera completamente homogénea dentro de la red jarositica.
En su lugar, los materiales obtenidos corresponden a sistemas heterogéneos tipo jarosita
con coexistencia de fases y dominios composicionales ricos en calcio o estroncio. Esta
interpretacion se sustenta en la presencia de fases secundarias por DRX, la distribucion
elemental heterogénea observada por SEM-EDS vy las variaciones en las bandas
vibracionales de FTIR.

La caracterizacion por SEM mostrd particulas micrométricas aglomeradas, con
morfologia irregular y distribucion polidispersa. Esta microestructura es congruente con
el proceso de mecanosintesis, en el cual ocurren fendmenos simultaneos de fractura,
activacion superficial y aglomeracion secundaria. La heterogeneidad morfoldgica y
composicional observada puede influir en la interaccion del material con el medio
biolégico, debido a la presencia de superficies reactivas y dominios de distinta
composicion.

Los espectros FTIR confirmaron la presencia de grupos funcionales
caracteristicos de sistemas sulfatados, principalmente bandas asociadas a SO,27, grupos
hidroxilo y agua asociada. La conservacion de estas sefiales indica que los materiales
mantienen una identidad quimica compatible con fases tipo jarosita; sin embargo, los
cambios en intensidad y posicion de algunas bandas sugieren modificaciones locales en

el entorno quimico de los grupos sulfato e hidroxilo.

98



Los ensayos de citotoxicidad mediante Alamar Blue demostraron que los
materiales adicionados con Ca2* y Sr2* no presentaron efectos citotoxicos sobre DPSCs
durante los tiempos evaluados. En todos los casos, la viabilidad celular se mantuvo por
encima del 70 %, criterio utilizado para considerar un material como no citotoxico bajo
condiciones in vitro.

La tincibn con Rojo de Alizarina S evidencié la presencia de depdsitos
mineralizados en los grupos tratados con materiales adicionados con Ca2* y Sr2*. El
sistema con calcio present6 depdsitos mas densos y definidos, lo que sugiere una mayor
relacién con procesos de mineralizacion extracelular. El sistema con estroncio también
mostré mineralizacion observable, lo que indica una respuesta bioldgica favorable.

La respuesta biologica observada parece estar relacionada con la combinacion de
composicion ionica, grado de cristalinidad, heterogeneidad composicional, morfologia
aglomerada y acondicionamiento del pH. El sistema con Ca?*, aunque presentd mayor
desorden estructural, mostrd6 mineralizacién mas evidente, posiblemente asociada con
una mayor reactividad superficial o disponibilidad local de especies calcicas. Por su
parte, el sistema con Sr2* presentd mayor orden cristalino y mantuvo una respuesta
celular favorable.

El analisis mediante microscopia confocal mostré que las DPSCs conservaron su
morfologia fibroblastica, una adecuada extension citoplasmatica, fibras de actina F
organizadas y nudcleos sin alteraciones morfolégicas evidentes después de 24 h de
interaccion con las microparticulas tipo jarosita adicionadas con Ca2* o Sr?*. Estos

hallazgos complementan los resultados de viabilidad celular y respaldan que, en las
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condiciones evaluadas, los materiales no produjeron alteraciones celulares agudas
evidentes.

En general, fue posible sintetizar y caracterizar materiales tipo jarosita adicionados
con Ca?" y Sr?* mediante mecanosintesis, asi como demostrar su ausencia de

citotoxicidad y su potencial inicial para favorecer procesos de mineralizacion in vitro.

15.Trabajo a futuro

Como trabajo a futuro, se propone optimizar el proceso de mecanosintesis de los
sistemas tipo jarosita adicionados con Ca?*" y Sr2* mediante el ajuste de variables como
la proporcién de reactivos, el porcentaje de adicién de cada ion, el tiempo de molienda,
la cantidad de liquido empleada y las condiciones de lavado y secado. Esta optimizacion
permitiria mejorar la reproducibilidad, la homogeneidad quimica y el control de las fases
formadas.

Asimismo, serd necesario ampliar la caracterizacién fisicoquimica mediante la
determinacion del area superficial especifica por BET y del potencial zeta. El area
superficial permitird conocer la superficie disponible para la interaccién con el medio
biolégico y su posible influencia en la disolucién y liberacion iénica. Por su parte, el
potencial zeta permitira evaluar la carga superficial, la estabilidad de las suspensiones y
la tendencia de las particulas a aglomerarse.

También se propone cuantificar mediante ICP-OES la cantidad de Caz* y Sr2*
presente en los materiales, asi como su liberacion en medios fisiolégicos o de cultivo
durante diferentes periodos. En el sistema calcico, debera analizarse si su baja

cristalinidad favorece una mayor interaccion con el medio, la liberacién de Caz* y la
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formacion de depdésitos minerales. En el sistema adicionado con Sr2*, serd fundamental
determinar la concentracion liberada, debido a que su respuesta bioldgica depende de la
dosis disponible y del tiempo de exposicion celular.

En la evaluacion biolégica, sera conveniente estudiar diferentes concentraciones
de material y ampliar el andlisis de la diferenciacién osteogénica mediante la expresion
de marcadores como RUNX2, fosfatasa alcalina, osteopontina y osteocalcina. Esto
permitird confirmar de manera mas precisa el efecto de los materiales sobre las distintas
etapas del proceso osteogénico.

Posteriormente, se propone incorporar las particulas en un andamio tridimensional
biocompatible con porosidad, interconectividad y propiedades mecanicas adecuadas
para la regeneracion o6sea. Finalmente, una vez optimizadas sus propiedades
fisicoquimicas y comprobada su respuesta in vitro, sera necesario realizar estudios in
vivo para evaluar la biocompatibilidad, la respuesta inflamatoria, la integracién con el

tejido y la formacion de nuevo tejido 6seo.
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