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I. INTRODUCCION

Los compuestos tipo jarosita, representados por MFe3(SO4)2(OH)s donde M puede ser Na,
K, Rb, Ag o NH4 han tenido una amplia aplicacion en procesos metallrgicos y
mineralégicos. A menudo se asocian con drenaje acido de minas, meteorizacion de
depoésitos de mineral de sulfuro, alteraciones hidrotermales, oxidacion de pirita o
meteorizacion en suelos acidos, o incluso en sedimentos salinos naturalmente &cidos en
condiciones oxidantes y bajo pH, que puede ocurrir en dos tipos de escenarios; el primer
tipo es volcéanico, donde los gases que incluyen H.S y SO se disuelven y oxidan en lagos
de caldera o fuentes termales, mientras que el segundo tipo esta presente en areas donde se

oxidan minerales de sulfuro de hierro.

La jarosita potésica de formula KFe3(SO4)2(OH)s y cuyo nombre mineral es simplemente
jarosita [6], ha sido empleada en el proceso de la industria del zinc para precipitar el hierro
no deseado y otros elementos para facilitar la etapa de filtrado. Ademas, se ha abordado la
recuperacion de metales valiosos a partir de residuos de jarosita. Sin embargo, algunas
investigaciones han mencionado el uso de este tipo de compuestos como &nodos y/o
catodos en baterias de iones de litio, mediante la sintesis de material bidimensional
compuesto por KFe3(SO4)2(OH)e/rGO utilizando ldminas de 6xido de grafeno. a través de
un proceso de oxidacion en fase de solucion a temperatura elevada. Estudios recientes han
demostrado que puede haber intercambio iénico electroquimico en la jarosita, existiendo
fases mixtas estructuralmente estables. Por lo tanto, dopar este material con algunos
elementos como el sulfato de calcio, que tiene una larga historia de aplicacién clinica
debido a sus propiedades y buena compatibilidad, podria ser una estrategia prometedora
para superar la escasez de injertos. adecuado para la neoformacion de tejido 6seo en la

regeneracion de tejidos.

Todos los estudios relacionados con compuestos tipo jarosita han encontrado interesantes y
avanzadas innovaciones, ya sea modificando parametros y métodos de sintesis, obteniendo
morfologias y tamafios de particula adecuados para evaluar nuevas propiedades que los
sitian como un material con posibles aplicaciones en nuevos campos como el de ingenieria

del tejido dseo.

Xi



Lo anterior se basa principalmente en tres componentes fundamentales: Células, Andamios
(biomateriales) y Biomoléculas, o inductores o factores de crecimiento. Idealmente, la
combinacidn de estos tres elementos crea un producto trasplantable quirdrgicamente que
promueve la regeneracion del tejido 6seo y restaura la funcion bioldgica intrinseca del
tejido 6seo. La mayoria de los biomateriales utilizados como andamios en la creacion de
una matriz extracelular (MEC) estan elaborados con ceramicas de silicato de calcio, fosfato
de calcio o ceramicas bioactivas a base de estroncio cuya evidencia indica que promueven
una mejor reparacion 0sea y radiopacidad para obtener imagenes facilmente. Los campos
de la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa contintan enfrentando grandes

desafios debido a la dificultad de recrear la complejidad inherente del entorno regenerativo.

Por lo tanto, este trabajo demuestra mejoras en la sintesis de la jarosita de potasio dopada,
como baja temperatura de operacion (70 °C), dopaje con calcio, tiempo de sintesis corto (3
horas) y cambios en el pH. Asi que este método modificado hace que la sintesis de este tipo
de compuestos sea econdémica y respetuosa con el medio ambiente. De esta forma, la
adicion de otros elementos a la estructura de la jarosita y los cambios propuestos en el pH
de sintesis, han contribuido significativamente en la morfologia y tamafio final de las

particulas de jarosita potasica asi obtenidas.

Finalmente, el producto asi obtenido podria ser un material novedoso ideal para ser
utilizado en ingenieria de tejido 6seo, ya que no presenta efectos citotdxicos y muestra

buenas propiedades osteoinductoras.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Jarosita

Las jarositas forman una familia de minerales de hidroxisulfato de hierro que comunmente
ocurren como productos secundarios en ambientes acidos (pH < 3.0) (Amoros et al., 1981),
ricos en sulfato formados por la oxidacion de minerales de sulfuro, especialmente pirita
(FeS2), y en desechos de procesamiento de minerales (Welch et al., 2008). A menudo se
asocian con drenaje acido de minas, meteorizacion de depdsitos de minerales de sulfuro,
alteraciones hidrotermales, oxidacién de pirita 0 meteorizacion en suelos acidos (Long et
al., 1992). Incluso ocurren en sedimentos salinos naturalmente acidos en condiciones
oxidantes y valores bajos de pH (Battler et al., 2013), que pueden ocurrir en dos tipos de
entornos: el primer tipo es el volcanico, donde los gases que incluyen HzS y SO; se
disuelven y oxidan en lagos de caldera o aguas termales (Varekamp et al., 2000); mientras
que el segundo tipo estd presente en areas donde los minerales de sulfuro de hierro se
oxidan (Zolotov y Shock, 2005)(Figura 1). De igual manera, se encuentra a menudo en
entornos de drenaje &cido de minas, formados particularmente en desechos mineros de
depdsitos de mineral de sulfuro polimetalico como resultado de la meteorizacién en los

desechos mineros (procesos de drenaje acido de mina).

Figura 1. Jarosita localizada en Barranco de Jaroso, Sierra Almagrera, Cuevas del Almanzora,
Almeria, Espafia (imagen obtenida de https://mineral-s.com/jarosita)



Actualmente los minerales de sulfato secundario tienen una connotacion ambiental negativa
porque concentran una gran cantidad de elementos tdxicos, particularmente los metales
peligrosos plomo vy talio, los cuales son liberados en los acuiferos y los suelos. A pesar de
ello, la jarosita actia como un eliminador e inmovilizador eficaz de esos metales,
principalmente el plomo (Figueiredo & da Silva, 2011). De igual manera, ha sido
identificada en la superficie de Marte por el Rover Opportunity (Christensen et al., 2004)
donde existen situaciones suficientes para su formacion (agua y condiciones acidas). Asi, su
estabilidad hace que la jarosita sea potencialmente util para retener evidencia textural,
quimica e isotdpica de la historia pasada, incluida la posible actividad biologica, en Marte
(Navrotsky et al, 2005).

1.2. Minerales de la familia jarosita

Los minerales de la familia de la jarosita forman parte del supergrupo isoestructural alunita,
que tiene la formula quimica general AB3(TO4)2(OH)s (Jambor, 1999; Dutrizac y Jambor,
2000; Smith et al., 2006). Donde el sitio A puede contener un total de 16 iones diferentes:
K, Na, H30, Ag, Pb, NH4, Cu, TI, Ca, Ba, Sr, Ce, La, Nd, Bi , y Th (Jambor, 1999;
Dutrizac y Jambor, 2000; Basciano, 2008). El sitio T contiene S, As®* y/o P°*, asi como
Si** en dos minerales de miembros finales (Scott, 1987; Jambor, 1999; Dutrizac y Jambor,
2000). El sitio B contiene AI** o Fe®*, asi como Ga* y V3" en un mineral cada uno
(Dutrizac y Jambor, 2000; Basciano, 2008). Los minerales de alunita contienen AI®*
ocupando el sitio B, mientras que en los minerales de jarosita contienen Fe** ocupando el
sitio B (Jambor, 1999; Dutrizac y Jambor, 2000).

El grupo jarosita comprende 8 minerales (tabla 1): Jarosita, Natrojarosita, Hidroniojarosita,
Argentojarosita, Plumbojarosita, Amoniojarosita, Beaverita y Dorallcharite. Igualmente, se
han sintetizado analogos de estos materiales como la jarosita de Mercurio y jarosita de
Rubidio, sin embargo, no se conocen ejemplos naturales de estos compuestos (Cogram,
2018).



Tabla 1. Minerales de miembros finales del grupo jarosita y analogos sintéticos (Cogram, 2018).

Nombre del mineral Formula Analogo sintético Referencias
Jarosita KFe3(S04)2(0OH)s Jarosita de potasio Jambor (1999),
Natrojarosita NaFe3(SO.)2(OH)s Jarosita de sodio Dutrizac and Jambor
Hidroniojarosita (H3O)Fe3(S04)2(OH)s Jarosita de hidronio (2000), Drouet and
Argentojarosita AgFes(SO4)2(OH)s Jarosita de plata Navrotsky (2003),
Plumbojarosita PbosFe3(SO4)2(OH)s Jarosita de plomo Smith (2004),
Amoniojarosita (NH4)Fe3(SO4)2(OH)s Jarosita de amonio Basciano (2008), and
Beaverita Pb(Fe,Cu)3(SO4)2(OH)s  Plomo Fe-Cu-Jarosita ~ Hudson-Edwards et
Dorallcharite TlosK0.2Fe3(S04)2(0OH)s Jarosita de talio al. (2008)
Mineral no natural HgosFe3(S04)2(0OH)s Jarosita de mercurio  Dutrizac & Kaiman
Mineral no natural RbFe3(S0.4)2(0OH)s Jarosita de rubidio  (1976),Jambor(1999)

1.3. La jarosita potasica

La jarosita potésica de formula KFe3(SO4)2(OH)s y cuyo nombre mineral es simplemente
jarosita (Dutrizac y Kaiman, 1976; Dutrizac y Jambor, 2000), tiene un sistema cristalino
hexagonal y la estructura cristalina con simetria trigonal (Figueiredo y Pereira da Silva,
2011). Asimismo, la celda unitaria contiene 3 K, 9 Fe, 6 S, 24 O y 18 (OH) (figura 2), es de
apariencia amarillo pardo o rojo 6xido (cristalizada) y con morfologia de cristales pequefios
en forma de costras granulares o en nodulos, pulverulenta a tierra. Ha sido empleada en el
proceso de la industria del zinc para precipitar el hierro no deseado y otros elementos como

el plomo para facilitar la etapa de filtrado (Jun et al., 2022).

La jarosita potésica de formula KFe3(SO4)2(OH)e y cuyo nombre mineral es simplemente
jarosita (Dutrizac y Kaiman, 1976; Dutrizac y Jambor, 2000), tiene un sistema cristalino
hexagonal y la estructura cristalina con simetria trigonal (Figueiredo y Pereira da Silva,
2011). Asimismo, la celda unitaria contiene 3 K, 9 Fe, 6 S, 24 O y 18 (OH) (figura 2), es de
apariencia amarillo pardo o rojo 6xido (cristalizada) y con morfologia de cristales pequefios
en forma de costras granulares o en nddulos, pulverulenta a tierra. Ha sido empleada en el
proceso de la industria del zinc para precipitar el hierro no deseado y otros elementos como

el plomo para facilitar la etapa de filtrado (Jun et al., 2022).
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Figura 2. Imagen tomada de Module in Earth Systems and Environmental Sciences. Donde se
muestra a estructura de jarosita del octaedro de FeOg se une a los tetraedros de SO4 (comparte
esquinas con ellos), formando lIaminas perpendiculares al eje ¢, con iones del sitio A (p. €j., Ag, K,
Na, Pb y H30) ubicados entre el tetraedro-octaedro- ldminas tetraédricas. (Cogram, 2018).

Se han observado jarositas de potasio sintéticas a través de microscopia electronica de
barrido, teniendo micrografias de su morfologia y topografia. En la figura 3 se puede
observar que los cristales tienden a aglomerarse formando particulas mas grandes vy, a
menudo, se encuentran de forma aislada. Teniendo tamafios de grano variados de
aproximadamente 1 a 5 micras. Su morfologia es muy similar a estudios anteriores donde
informan que las han sintetizado (Sasaki y Konno, 2000) (Hernandez et al, 2021).
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Figura 3. Micrografia de Microscopio Electronico de Barrido de una jarosita de potasio sintética .
(Smith et al, 2006).



1.4.Tejido 0seo

El hueso es un compuesto tridimensional con una estructura jerarquica intrincada de fibra
de colageno mineralizada por cristales de hidroxiapatita nanométrica [Cas(POa4)3(OH)]
formada por la combinacion de la sal mineral de fosfato de calcio [Ca3(POa4)2] e hidroxido
de calcio [Cas(OH)2]. Conforme se va formando, se unen también otras sales minerales
como el carbonato de calcio [CaCOs] e iones de Magnesio, Estroncio, Flior, potasio y
sulfato provocando la calcificacion, que es la deposicion y endurecimiento de estos cristales
en las fibras de colageno de la matriz extracelular. Este proceso lo inician los osteoblastos,

que son las células formadoras del hueso.

El hueso humano es un tejido conectivo denso y duro que consta de componentes organicos
e inorganicos con un contenido de agua de aproximadamente 10 a 20 %, de un 60 a 70 %
de mineral 6seo y el resto se contribuye a las fibras de colageno (Marks y Popoff, 1988).
Los huesos forman el sistema esquelético y tienen la tarea de producir glébulos rojos y
blancos, almacenar minerales y proteger y sostener muchos 6rganos del cuerpo humano.

Ademas, el hueso se compone de trazas de proteinas y sales inorganicas (figura 4)(Marks y

Popoff, 1988).
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Figura 4. Relaciones topogréficas entre las células 6seas. (Modificado de un dibujo de T.
Chambers) (Marks y Popoff, 1988).



La estructura dsea estd optimizada para ser lo mas fuerte posible y lo mas ligera posible, en
términos relativos. El centro del hueso consiste en médula 6sea y estd rodeado por dos tipos
de hueso, el hueso esponjoso (trabecular) y el hueso compacto (cortical). El hueso cortical
se compone principalmente de osteonas que forman formas cilindricas y contribuyen a la
resistencia del hueso a la flexion. Dentro de las osteonas se encuentra una red de osteocitos
que son cruciales para mantener la integridad estructural del hueso. Los vasos sanguineos
del hueso cortical que facilitan los intercambios entre los osteocitos y la sangre se
encuentran en el centro de las osteonas, junto con los nervios que recorren el hueso. Estos
vasos Yy nervios se encuentran dentro de una estructura llamada canales haversianos. La
funcion principal del hueso trabecular es resistir la compresion donde los osteocitos juegan

un papel importante al detectar una mayor tension en el hueso (figura 5).

Figura 5. Representacion de Osteona. Imagen tomada de
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=82640872.

El tejido dseo se encuentra compuesto por 4 tipos de células ( células osteogénicas,
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos)(figura 6) (Weiner y Wagner, 1998; Florencio et al.,
2015).

a) Osteoblastos. Los osteoblastos son células cuboidales formadoras de hueso, se
encuentran a lo largo de la superficie 6sea y comprenden del 4 al 6% del total de las
células dseas. Estas células tienen abundante reticulo endoplasmico rugoso y
aparato de Golgi prominente, asi como varias vesiculas secretoras. Al final de un
ciclo de formacion oOsea, los osteoblastos quedan rodeados por la matriz osteoide,

convirtiéndose en osteocitos incorporados a la matriz dsea.



b) Osteocitos. Los osteocitos son células 6seas maduras de forma dendritica, con una
vida util de hasta 25 afios. Comprenden el 90-95% de las células Oseas totales
siendo las més abundantes. Desempafian diversas funciones importantes en el
hueso, manteniendo el metabolismo del tejido 6éseo mediante el intercambio de
nutrientes y productos con la sangre. Estas células son de menos tamafio que los
osteoblastos por lo que el reticulo endopldsmico rugoso y el aparato de Golgi
disminuye. Los osteocitos estan ubicados dentro de lagunas rodeadas de matriz 6sea
mineralizada.

c) Osteoclastos. Los osteoclastos son células de gran tamafio multinucleadas que se
originan a partir de células mononucleares hematoldgicas. Se localizan en la cara
proxima a la superficie 6sea (endostio) teniendo un borde dentado donde libera
enzimas y acidos que digieren los componentes minerales de la matriz osteoide. Los
osteoclastos no solo son células de reabsorcion Osea, también influyen en la

actividad de otras células controlando el ciclo de remodelacion 6sea.
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Figura 6. Células dseas. Imagen tomada de
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=30131411.

El hueso constituye el 18% del hueso corporal y proporciona soporte esquelético y

metabolismo indispensable para nuestro cuerpo (Zhong y Shibata, 2022). El tejido 6seo es

el segundo tejido mas trasplantado después de la sangre con méas de 2.5 millones de



procedimientos de injerto 0seo realizados anualmente en todo el mundo (Wang y Yeung,
2017).

A pesar de la capacidad de regeneracion intrinseca que tiene el hueso y con su rara
capacidad de cicatrizar sin formar cicatriz fibrotica, sigue teniendo un porcentaje de 5 — 20
% de pacientes con fracturas de huesos largos que sufren retraso en la reparacion o una falta
de unién (Lackington y Thompson, 2020). Asimismo, se sabe que la edad influye en el
proceso de curacion de los defectos 6seos, siendo las personas mayores quienes se curan
mas lentamente sufriendo complicaciones (Cheng et al., 2019). Por otro lado, teniendo en
cuenta que la remodelacion Gsea es gracias a la accién conjunta de los osteoblastos y
osteoclastos, algunas fracturas o enfermedades provocan defectos irreparables. En fracturas

de huesos largos, regularmente se colocan placas o tornillos con relleno en andamios
(figura 7) (Cognet et al 2009).

Figura 7. Ejemplo de presencia de placas y tornillos para conseguir una estabilidad absoluta en
una fractura de hueso largo, sin movilidad alguna para iniciar una rehabilitacion adecuada.
Imagen modificada de (Cognet et al, 2009).

Sin embargo, diversos materiales sintéticos han tratado de imitar su matriz organica rigida
calcificada para formar hueso nuevo mayor a 5 mm, cuando hay pérdida de hueso por
cualquier etiologia el cuerpo per se no logra formar suficiente hueso nuevo, no obstante,

estas sustituciones tienen desventajas especificas en biocompatibilidad, degradabilidad,

8



capacidad osteogénica y respuestas histoquimicas por parte del tejido huésped (Chen et al,
2011). La ingenieria de tejidos Osea se encarga de realizar materiales que ayuden al proceso
de regeneracion, siendo algunos materiales mas comunes los cementos de fosfato de calcio,

mezclas de fosfato tetracalcico y fosfato dicalcico.

1.5. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es una linea de investigacion dentro del campo de la medicina
regenerativa. En 1993 R Langer y JP Vacanti definen la ingenieria tisular como “un campo
multidisciplinario que aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida con el
objetivo de desarrollar sustitutos bioldgicos que restauran, mantienen o mejoran la funcion
de los tejidos a través del desarrollo de estructuras bioldgicas™. Esta disciplina combina una
serie de elementos como células diferenciadas o células troncales mesenquimales (MSC),
estimulando la creacion de materiales inertes y bioactivos (andamios) cuyas caracteristicas
permitan la construccion de la base que tolere la formacion de tejido especifico (Curbelo et
al, 2020) a partir de biomoléculas o inductores de factores de crecimiento (Rosales et al.,
2012) (Figura 8).

bioactives Ingenieria
tisular

e P F e ~N

Figura 8. Triada de ingenieria de tejidos. Los andamios, las células y los factores bioactivos se
utilizan de forma aislada o en combinacion para imitar el tejido deseado.



Los materiales que puedan reemplazar el tejido dseo deben de tener ciertas especificaciones
precisas , como ser biocompatible, biorreabsorbible, osteoconductor, osteoinductivo,
morfolégicamente similar al hueso, facil de usar, etc. (Fernandez et al, 2018)

Diversas estrategias para disefiar andamios que combinen materiales bioactivos, células y
factores de crecimiento han sido investigados ampliamente para restaurar tejidos y 6rganos
dafados. La mayoria de los materiales que se comercializan principalmente son
osteoconductores, siendo muy pocos los que ofrecen propiedades osteoinductivas. Se
requieren de estrategias que permitan otorgar células para promover la regeneracion de
tejidos mientras se brinda soporte fisico temporal, cuya finalidad sea superar las
limitaciones de los tratamientos convencionales basados en trasplantes de érganos (Langer
& Vacanti, 1993: Shimojo et al, 2020). Idealmente, la combinacion de estos tres elementos
crea un producto trasplantable quirdrgicamente (andamio) que promueve la regeneracion

del tejido Gseo y restaura la funcion bioldgica intrinseca del tejido 6seo (Lu et al., 2014).

En la ingenieria de tejidos es fundamental tener controlado el microambiente extracelular
para dirigir la capacidad de las células a organizarse, crecer, diferenciarse y crear una
matriz extracelular y el nuevo tejido funcional (Morales 2014). Todo esto es un proceso
bastante complejo para tener una buena interacciéon célula-matriz y célula-célula para la
formacion del tejido 3D (Scheller et al., 2009). Sin embargo, la falta de un control espacial
perfecto o completo sobre la distribucidn de células, poros y sefiales bioldgicas y mecanicas

limita la capacidad en la creacién de procesos regenerativos.

1.5.1. Células troncales mesenquimales

Las células troncales, también Ilamadas células madre, células estromales, célula tronco y
Stems Cells ( SC, por sus siglas en inglés) son células capaces de replicarse durante varios
periodos de tiempo mediante mitosis y que tienen la capacidad Unica de diferenciarse en
distintos tipos de células especializadas (Botes W.M., 2016). Segun la definicion
convencional, pueden renovarse indefinidamente a través de la “auto-renovacion” (Slack ,
2008), siendo de gran importancia para regenerar tejidos faltantes y tratar enfermedades. Se
pueden clasificar por su origen en embrionarias (Liang G., 2012), adultas (Egusa, 2012),
IPSCs (Yamanaka, 2006); y por su plasticidad en Totipotentes (Kolios, 2013), pluripotentes
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(Wobus, 2005), Multipotentes (Krampera, 2007), Oligopotentes (Banerjee, 2014) y
Unipotentes (Singh, 2016).

En odontologia se han identificado células troncales mesenquimales /estromales (MSC por
sus siglas en inglés Mesenchymal Stem Cells) la cuales son células progenitoras
pluripotentes que se dividen muchas veces y cuya descendencia eventualmente da lugar a
tejidos esqueléticos: cartilago, hueso, tenddn, ligamento, estroma de la médula, tejido
conectivo (Caplan A., 1991). Se originan en la capa embrionaria mesodermo donde da
origen a los elementos esqueléticos del cuerpo (figura 9). EI término mesénquima deriva de
meso que significa “medio” y del griego enkhyma “infusion” teniendo la capacidad para
propagarse y migrar en el desarrollo embrionario temprano entre las capas ectodérmica y
endodermica. Las 3 capas embrionarias diferenciadas aparecen en la etapa de gastrulacion,
la cual sucede a partir de las semanas 4 y 5 de embarazo, donde el embrion pasa a llamarse
disco embrionario trilaminar. Este proceso es posiblemente la etapa mas importante del
desarrollo embrionario, ya que a partir de las tres capas se generaran todos los tejidos y

organos del cuerpo.

Ectodermo T Notocorda Tubo neural

Endodermo Amnios

Figura 9. Inicio de la organogénesis en el embrion (Gastrulacién) (Imagen tomada de
https://www.reproduccionasistida.org/quinta-semana-de-embarazo/).

La capacidad que tienen las células mesenquimales de ser multipotentes y el poder
diferenciarse en varios tipos de células, es clave para la reparacion de heridas en
organismos adultos que involucran células mesenquimales en la piel (dermis), hueso
(periostio) o musculo (perimisio) (Caplan, 1991). La actividad migratoria de las células

mesenquimales se complementa con su capacidad de formar blastemas de reparacion, que
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luego son capaces de responder a sefiales locales y diferenciarse en consecuencia para

lograr una reparacion regenerativa (Caplan, 1988).

Una fuente propicia de MSC es el tejido bucal, el cual es facilmente accesible y donde
pueden aislarse las células troncales de dientes deciduos exfoliados humanos (SHED, por
sus siglas en inglés stem cells isolated from human exfoliated deciduous teeth), las células
troncales de la pulpa dental (DPSC, por sus siglas en inglés Dental Pulp Stem Cells),
células troncales del foliculo dental (DFSC, por sus siglas en inglés Dental Follicle Stem
Cells) y células troncales del ligamento periodontal (PDLSCs, por sus siglas en inglés
Periodontal Ligament Stem Cells). Todas estas fuentes de células troncales tienen la
capacidad de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condrocitos en condiciones
adecuadas (Yildirim et al., 2016).

1.5.1.1. Células troncales de pulpa dental porcina

En comparacion con otras fuentes de tejido adulto, las células troncales de la pulpa dental
(CMPD) son un tipo de células troncales dentales adultas de facil acceso. Ademas, son
capaces de diferenciarse en al menos tres linajes celulares distintos: osteo/odontogénico,
adipogénico y neurogénico. También, estudios han revelado que las CMPD pueden
expresar varios factores de crecimiento angiogénicos, lo que indica que puede inducir la

angiogenesis (Aksel y Huang, 2017).

El modelo porcino es el méas cercano en cuanto a morfologia 6sea, con una estructura 6sea
en capas similar a la humana con densidad y contenido mineral dseos casi iguales.
También, tienen un metabolismo similar ya que la tasa de crecimiento 6seo es comparable a
la humana (Lu et al., 2020). Asi mismo existe una gran similitud entre los minipigs (cerdos
miniatura) y los humanos en términos de histologia y funciones de los tejidos orofaciales
(Hu et al., 2016). Por lo tanto, los cerdos se consideran modelos adecuados para estudios
relacionados con los huesos (Thorwarth et al., 2005). Sin embargo, en muchas ocasiones se
utilizan modelos de animales pequefios debido al manejo diario mas sencillo y asequible de
estos. Pese a lo cual, existen problemas para reparar y mantener andamios grandes a
diferencia de los pequefios. Ademas, los animales pequefios tienen una gran capacidad de

curacion 0sea, que es diferente a la reparacion 6sea real del cuerpo humano.
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Debido a esto, en este estudio se utilizaron células troncales de pulpa dental porcina
(SDPSC, por sus siglas en inglés Swine Dental Pulp Stem Cells) para evaluar la
citotoxicidad y viabilidad de las muestras de jarositas de potasio dopadas (figura 10), cuya
funcionalizacion se ve reflejada en estudios anteriores donde diversos ensayos determinan

tanto la viabilidad como la osteoinduccion (Kodonas et al., 2017) (Hu et al., 2016).

Pulpa dental

Células madre de pulpa
dental porcina

~——

Figura 10. Obtencion de celulas troncales de pulpa dental porcina.

1.5.1.2. Células troncales de foliculo dental. (CTFD)

Por otro lado, las células del foliculo dental (CMFD) son un grupo de células progenitoras
mesenquimales, a veces llamado “saco dental”, que forma un tejido similar a un saco
alrededor de los otros dos tejidos germinales del diente (Figura 11). Son las responsables
del cemento, el ligamento periodontal y la formacion de hueso alveolar en el desarrollo del
diente. Participando en la morfologia de la corona del diente e involucrandose en los
procesos de la formacion de la raiz del diente. Asi como, son precursores de todas las
células mineralizantes y no mineralizantes del periodonto. También son capaces de
diferenciarse en osteoblastos para formar nddulos de matriz mineralizada con un estimulo
osteogénico apropiado como la dexametasona, la cual, es un glucocorticoide sintético que
induce la diferenciacién osteoblastica de las células. Estudios demuestran que la presencia
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de dexametasona inhibe la proliferacion celular, guiando las células hacia el estado de

diferenciacion o maduracion (Porter et al., 2003).

—/

occlusal
Follicle
i Bone

Enamel

Papilla/Pulp

apical

Figura 11. Germen dental completo con foliculo dental, papila/pulpa dental y tejido dental
mineralizado ya desarrollado (esmalte, dentina) antes de la erupcién dental y el desarrollo de la
raiz dental (Morsczeck, 2022).

Este tipo de células son capaces de diferenciarse en osteoblastos/cementoblastos,
adipocitos, condrocitos y células similares a neuronas (Yao et al 2008). Tiene excelentes
propiedades que facilita la aplicacion clinica, como en la ingenieria del tejido 6éseo, la
regeneracion de la raiz del diente y la regeneracion del periodonto. En comparacién con
otras células troncales, derivadas de la denticion, como las células troncales de pulpa dental
(CMPD), las CMFD exhiben una notable capacidad proliferativa, una pluripotencia
superior y un alto efecto inmunosupresor que favorece a la ingenieria tisular (Zhou et al.,

2019). La siguiente tabla nos muestra las diferencias entre las CMFD y las CMPD (tabla 2).
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Tabla 2. Comparacion de Células troncales de foliculo dental humano (DFCs) y Células troncales
de pulpa dental (DPSC)( Zhou et al., 2019).

Tipo de Capacidad Mar(f:_m_jore? c:e Diferenciacion ~ Propiedades  Aplicacion  Rreferencias
Células _ de 3 superTicie celular myltlpc_)ten_te in  inmunomodu- chmcg
proliferacion o ) vivo / in vitro ladoras potencial
Positivos Negativos
CD9
CD10
CD13
CD29 propiedades
CD44 inmunosupreso
CD53 ras que
CD56 expresan
CD59 TLR2, TLR3,y
CD73 Hueso alveolar, TLR4;aumento Defectos 0seos,
CD90 PDL, cemento,  de IL-10, IL-6, regeneracion de
CD105 adipocitos, TGF-8,y IDO- la raiz del
CD106 CD31 osteoblastos, 1; disminucién diente, (Limaetal.,
DECs et CD146 CD34 cementoblastos/  de IFN-y, IL-4,  regeneracion 2017)
CD166 CD45 condrocitos, y IL-8; del tejido (Yildirim et
CD271 CD133  cardiomiocitos de  proliferacion periodontal y al., 2016)
STRO-1 células similaresa  suprimida de regeneracion
NOTCH- neuronas y tejidos PBMCs; del tejido
1 HLA- similares a dentina  disminucién neural
ABC, del nimero de
NANOG células CD4+ T
SOX2 y aumento de
OCT4, las células
nestin, reguladoras T
and beta-
11-
tubulin
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CD9

CD10 .
CD13 in?rqﬁﬁfguadrisso
CD29 P
ras aumentadas
CD44
CD59 HGF, TGF-5,
Adipocito, pulpa  PGE-2, IL-6,
CD73 Lot i
dentinaria, IDO, y IL-10;
CD90 CD14 , R
musculo disminucion de
CD105 CD19 oseo/odontoblasto, IL-4y IFN-y; Defectos 6seos
CD146 CD24 mioblasto l mal o?/m]mej;(’) reparacion de, (Campos et
DPSCs +++ CD106 CD1l7 adipocito, deycélulasT denﬁina-pulpay aI_., 2.919)
CD146 CD34 osteoblasto célula reguladoras;  regeneracion de (Yildirim et
CD166  CD45 ' g T8 al., 2016)

similar a neurona,  proliferacién tejido neural

Ch271 CD31 cardiomiocito y suprimida de

STRO-1, CD133

célula similar a células Ty

TS)A;' hepatocito PBMCs;
NANOG a 0I ng)l;(i:slrdls las

SOX2 popt

células T

Oct-4 activadas

TRA-1-
80-1

1.5.2. Biomateriales (andamios)

Biomaterial es una sustancia o grupo de sustancias utilizadas para sustituir algin tejido,
organo, sin causar efectos adversos. Es la capacidad de tener una respuesta adecuada del
huésped ante citotoxicidad, mutagénesis, carcinogénesis, inmunogenicidad y genotoxicidad
(Kazimierczak y Przekora, 2020). La mayoria de los biomateriales utilizados como
andamios en la creacion de una matriz extracelular (MEC) estan elaborados principalmente
con polimeros como la policaprolactona (PCL) (Cao et al., 2017), &cido polilactico —
poliglicol (PLGA) (Wang et al, 2019) en combinacién con coldgeno o cerdmicas de silicato
de calcio (Ramaswamy et al., 2008), fosfato de calcio (Haimi et al., 2009) o ceramicas
bioactivas a base de estroncio (Mohan et al., 2013), cuya evidencia indica que favorecen la
mejora Gsea reparacion y radiopacidad para obtener imagenes facilmente. Los campos de la
ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa contintan enfrentando grandes desafios
debido a la dificultad de recrear la complejidad inherente del entorno regenerativo
(Azevedo y Mata, 2022).

Generalmente los tejidos humanos son porosos, con la finalidad de facilitar el crecimiento

celular para hacerles llegar nutrientes/oxigeno, eliminar los desechos y la funcionalizacion
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celular (Bao, 2020). La arquitectura de los andamios, asi como el tamafio de poro deben ser
parecidos al tejido jerdrquico. Ademaés, se ha demostrado que la regeneracion de tejidos
depende principalmente de las estructuras porosas de los andamios como se puede observar

en la tabla 3.

Tabla 3. Tamafrios de poro recomendados para crecimientos celulares y tejidos (Bao, 2020).

Tamarfio de poro Crecimiento interno

5-15 um fibroblastos

~20 pm Hepatocitos

45— 150 um Tejido hepético

20 — 120 um Cicatrizacion efectiva de heridas
100 — 300 um Vejiga lisa y células musculares
>90 um Vascularizacion

Se han abordado diversas técnicas para intentar lograr replicar las condiciones 6ptimas de
la matriz extracelular, con tamafios de poro deseables con base en las caracteristicas y
resultados requeridos. Algunas de estas técnicas para fabricar construcciones porosas en 3D
son la lixiviacion con sal, la formacion de gas, la separacion de fases, el electrohilado y la
liofilizacion. Sin embargo, la mayoria de estas técnicas no permiten un control preciso de la
arquitectura interna del andamio o fabricacion de arquitecturas complejas. Ademas, los
andamios fabricados con estas técnicas tienen modulos de compresion de un maximo de 0,4
MPa, que es mucho mas bajo que el tejido duro. (10-1500 MPa) o la mayoria de los tejidos
blandos (0,4-350 MPa) (Loh y Choong, 2013).

Los materiales utilizados para su elaboracion tienen una amplia categorizacion: metales
(Titanio), polimeros (criogel, sistema hidrogel, acido poliglicoico, acido polilactico),
ceramicas (sulfato de calcio, fosfato de calcio, vidrios bioactivos) y compuestos

(hidroxiapatita). La mayoria de los andamios prefabricados se utilizan solo como un
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soporte temporal para el tejido dafiado por lo que la degradacion debe ser proporcional a la
regeneracion del tejido. Resultando no ser toxicos y que el cuerpo los metabolice sin
provocar una respuesta inmunitaria (Bao, 2020). Cada tipo de tejido tiene su propio
conjunto de caracteristicas y propiedades cuyas ventajas y desventajas los hacen adecuados
para cierto tipo de aplicacion. A continuacién, abordaremos la ingenieria tisular 6sea. Los
biomateriales utilizados en la ingenieria de tejido dseo y la medicina regenerativa, suelen
clasificarse en poliméricos, ceramicos, metélicos y compuestos (Xie et al., 2020) (Figura
12). Los biomateriales metalicos mas utilizados son el titanio (Ti) y sus aleaciones, el acero
inoxidable, cobalto, magnesio (Mg). Siendo utilizados como implantes éseos debido a su
resistencia a la corrosion, resistencia a la fatiga, durabilidad, tenacidad y biocompatibilidad.
Asi, los biomateriales metalicos constituyen el 95% de los implantes ortopédicos (Yadav et
al., 2020). Sin embargo, los materiales metalicos también tienen algunas limitaciones, como
la posible liberacion de iones metélicos toxicos y residuos de desgaste que se producen
durante la friccion durante mucho tiempo, lo que provoca respuestas agudas o cronicas
después de la implantacion. Es importante mencionar que los andamios deben ser
biodegradables para proporcionar espacio al tejido 6seo recién formado, ademas de no ser

toxicos.
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Figura 12. Biomateriales que se aplican principalmente en
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1.5.3. Osteoinduccion

La osteoinduccion es el proceso que induce la osteogénesis durante la curacién del hueso,
es decir, formando hueso nuevo a partir de células osteocompetentes en el tejido conjuntivo
(Di silvio y Jayakumar, 2009). Las células troncales inmaduras y pluripotentes son
estimuladas para convertirse en células preosteoblésticas. Urist identifico la osteoinduccion
como ‘“el mecanismo de diferenciacion celular hacia el tejido 6seo debido al efecto
fisicoquimico o al contacto con otro tejido” (Urist et al., 1967). La osteoinduccion es la

principal fuerza impulsora en cualquier situacion de consolidacion dsea.

Por otro lado, la osteoconduccion es ese atributo de un material que permite que crezca
hueso nuevo en la superficie. Por lo tanto, cualquier superficie que permita el crecimiento
0seo, ya sea por encima o por dentro, es una superficie osteoconductora. En 1987, Wilson-
Hench sugirié que el proceso en el que el hueso se alinea con la superficie o el contorno de
un material se considera osteoconduccion. Esta propiedad es indispensable para el éxito de
los implantes 6seos. Pocos metales como el Ag, el Cu y el cemento 6seo muestran poca o
insignificante osteoconduccion debido a su escasa biocompatibilidad (Hench, 1987).

La osteointegracion se puede realizar como la aposicion o interfaz del hueso de conexién y
el implante. Se explica como “la union directa de un implante mediante la formacion de
tejido 6seo alrededor del implante” (diccionario médico ilustrado de Dorland). Se puede
realizar como el "puente estructural y funcional directo entre un implante y el hueso” a

medida que la deposicion Gsea aumenta temporalmente.

Los materiales osteoinductores son aquellos que tienen la capacidad de desencadenar la
diferenciacion de células troncales mesenquimales a linaje osteogénico. Los materiales
osteoinductores incluyen autoinjertos, matriz 6sea desmineralizada (DBM) y proteinas
morfogenéticas 6seas especificas (BMP) que forman hueso de forma natural dentro del
esqueleto y extraesquelético. Para tener una respuesta celular adecuada con la ayuda de

factores bioactivos para permitir la regeneracion Osea.

La osteoconductividad, que refleja la capacidad del biomaterial para estimular la adhesion
celular. Proliferacion y formacion de la matriz extracelular 6sea (MEO) por los

osteoblastos. Los materiales osteoinductores quienes tienen la capacidad para inducir la



diferenciacion osteogénica a las células troncales mesenquimales hacia osteoblastos
(Kazimierczak y Przekora, 2020). También, otra caracteristica seria su bioactividad que es
la capacidad para formar cristales de apatita similares al hueso en sus superficies. Con la
finalidad de tener una buena osteointegracion del implante para formar una conexion

directa con el tejido 6seo del huésped.

1.6.Citotoxicidad

La toxicidad es un parametro que implica el conocer el efecto en el ambiente bioldgico
frente a la introduccion o contacto con cualquier agente externo. Este parametro depende
tanto de la dosis, tiempo de exposicion, via de administracion, caracteristicas
fisicoquimicas del agente, asi como las caracteristicas del individuo (Kent, 1998). La
citotoxicidad se puede definir como la capacidad de una sustancia o proceso que resulta en
dafio o muerte celular (Eldridge, 2020). Las investigaciones sobre citotoxicidad iniciaron
como un esfuerzo por comprender porque existia un rechazo al injerto. Alrededor de los
afios 50"s se realizaron las primeras investigaciones las cuales no mostraron indicios de
citotoxicidad posiblemente a que se realizaron en tejidos separados de donantes en lugar de
células aisladas. Fue hasta la década de los afios 60°s que se habia demostrado
cualitativamente que las células sensibilizadas del sistema inmune podian lisar a células
diana (también llamadas células blanco o target en inglés) in vitro. Estudios posteriores
demostraron que las células T producian un efecto citotéxico y no necesariamente estas
mataban a las células, sino que la inducian en las células diana bajo su propia maquinaria

por medio de sefializacidn (Golstein y Griffiths, 2018).

Los biomateriales implantables deben ser principalmente no téxicos para las células. El
procedimiento descrito en 1SO010993-5:2009 (Evaluacion bioldgica de dispositivos médicos
- Parte 5: Pruebas de citotoxicidad in vitro) recomienda algunos métodos para las pruebas
de citotoxicidad in vitro de biomateriales.
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1.7. Proliferacién celular

La proliferacion celular se define como el proceso que conduce al aumento en el nimero de
células debido al equilibrio entre el crecimiento y la division celular con respecto a la
pérdida celular. La tasa de proliferacion celular varia de una célula a otra dependiendo de
su origen y etapa de la célula, la presencia adicional de varios factores de crecimiento,
agentes farmacoldgicos, contaminantes, etc. también influyen en la tasa de proliferacion
celular (Yadav et al, 2014). Asi mismo, juega un papel importante en la homeostasis tisular
y celular regular para el crecimiento, desarrollo y mantenimiento adecuados del
organismo. Ademas, la proliferacion celular anormal esté asociada con el cancer, diferentes

enfermedades distréficas y autoinmunes (Figura 13).

@ Células troncales
mesenquimales

S SoF
(@)

Figura 13. Ejemplo de ensayo de proliferacién celular.

Dependiendo de diversos factores, los ensayos de proliferacion celular se pueden clasificar
en cuatro clases principales: (1) tasa de sintesis de acido desoxirribonucleico (ADN), (2)
actividad metabdlica de las células, (3) antigenos asociados con la proliferacion celular y
(4) variaciones en la concentracion de trifosfato de adenosina (ATP). Este articulo, se
centrard principalmente en el ensayo de proliferacion celular in vitro basado en la actividad
metabolica. Este tipo de ensayos miden los niveles de metabolitos importantes como ATP,
los cuales aumentan durante la proliferacion celular; o utilizan el potencial de reduccién de
las células para sales de tetrazolio reduciéndose a un producto de formazan a través de
deshidrogenasas o reductasas celulares que se detectan por cambio colorimétrico. Asi
mismo, el colorante de resazurina (7-hidroxi- 3H -fenoxazin-3-ona 10-6xido) es un
colorante redox azul, que es débilmente fluorescente, permeable a las células y sensible a la

oxidacion (Bueno et al, 2002), se reduce a resazurina y produce cambios tanto fluorescentes
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como colorimétricos. La absorcion de los medios que contienen la solucion de colorante se

puede leer utilizando un espectrofotdmetro o un lector de microplacas.

Las diferentes sales de tetrazolio comunmente utilizadas para acceder a la actividad
metabolica de las células, se pueden clasificar segun su modo de accion en dos grupos:
Compuestos con carga positiva que penetran facilmente en células eucariotas viables como
el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), y otros con carga
negativa y no penetran facilmente las células como el 2,3-bis-(2-metoxi- 4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)- 2H-tetrazolio (MTS) y sales de tetrazolio solubles en
agua (WST).

1.8.Ensayo MTT

El ensayo utilizado en este trabajo es el MTT, el cual fue descrito por primera vez por
Mosmann en 1983, siendo un ensayo desarrollado como alternativa no radioactiva a la
incorporacion de 3H-timidina en el ADN para medir la proliferacion celular, utilizandose
tanto para monocapa como para células suspendidas (Henriksson et al., 2006). El ensayo
MTT se basa en la capacidad de las enzimas deshidrogenasa mitocondrial celular, en
células vivas para reducir el sustrato amarillo soluble en agua MTT en un producto de
formazan azul oscuro/purpura, que es insoluble en agua o en medios de cultivo (Yadav et
al, 2014) (figura 14). Estos cristales de formazéan, producidos durante la reduccién, deben
disolverse utilizando isopropanol acidificado, DMSO, dimetilformamida, dodecilsulfato de
sodio (SDS) y combinaciones de detergente y disolvente organico (Marshall et al., 1995).
La acidificacion de la solucidn solubilizante tiene la ventaja de cambiar el color del rojo de
fenol a amarillo, lo que puede tener menos interferencia con las lecturas de absorbancia. La
cantidad de formazan producido es directamente proporcional al numero de céelulas en un
rango de lineas celulares (Mosmann, 1983), lo cual se mide registrando los cambios en la

absorbancia a 570 nm utilizando un espectrofotometro de lectura de placas.
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Figura 14. Ensayo MTT para determinar viabilidad celular.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Jarositas

Los compuestos de tipo jarosita, representados por MFe3(SO4)2(OH)e donde M puede ser
Na, K, Rb, Ag, TI(I), H30, NH4, %Pb(Il) o 2Hg(ll), han tenido una amplia aplicacién en
procesos metalurgicos y mineraldgicos (Dutrizac y Kaiman, 1976)(Dutrizac, 2004). Siendo
empleados en el proceso de la industria del zinc para precipitar el hierro no deseado y otros
elementos como el plomo para facilitar la etapa de filtrado (Hernandez et al., 2021)(Salinas
et al., 2001)(Jun et al., 2022). La figura 15 muestra un cristal de jarosita natural (Bourgoin
V., 2011) donde se muestra la estructura trigonal de este mineral, asi como el color amarillo

rojizo caracteristico.

Figura 15. Cristal de jarosita de pie sobre barita encontrada en la mina “La Estrella, en las cuevas
de Almanzura en Almeria, Andalucia, Espafia.(Bourgoin V., 2011).

Ademas, se ha abordado la recuperacion de metales valiosos a partir de residuos de jarosita
(Xue et al., 2011)(Pérez et al.,, 2012). Sin embargo, algunas investigaciones han
mencionado el uso de este tipo de compuestos como anodos y/o catodos en baterias de
iones de litio, mediante la preparacion de un hibrido bidimensional de jarosita
KFe3(S04)2(OH)e/rGO utilizando laminas de grafeno de una sola capa que sirven como
agentes directores de estructura y plataformas de crecimiento para hacer crecer nano placas
monocristalinas hexagonales. A través de un proceso de oxidacion en la fase de solucion a

una temperatura elevada (Hernandez et al., 2021)(Xu et al., 2016). Trabajos anteriores han
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evaluado el efecto de dopar diferentes tipos de jarosita con elementos para modificar sus
propiedades. Por ejemplo, se ha estudiado el efecto de la sustitucion del 15% de Galio no
magnético en el sitio de hierro en la jarosita de hidronio, teniendo un efecto similar a bajas
temperaturas, aumentando la susceptibilidad magnética (Earle et al., 1999). Otro estudio ha
demostrado la insercion de atomos de litio dentro de la estructura de jarosita de sodio y de
amonio, teniendo resultados prometedores para su posible uso en baterias de ion litio
(Sandineni et al., 2016).

Estudios recientes han demostrado que puede haber un intercambio idnico electroquimico
en la jarosita, existiendo fases mixtas estructuralmente estables (Kosova et al., 2020). Por lo
tanto, dopar este tipo de material con algunos elementos o compuestos podria mejorar sus
propiedades y ampliar su campo de aplicacion como actualmente se esta investigando.
Algunos de los compuestos que se evaluaran en esta investigacion son: Sulfato de Calcio
(CaS0s), Sulfato de Estroncio (SrSO4) y Sulfato de Magnesio (MgSOs).

2.2.Principales materiales osteoinductores

Hoy en dia se pueden utilizar diversos sustitutos 6seos, derivados de productos bioldgicos,
como el plasma y la hidroxiapatita o sintéticos como el sulfato de calcio y polimeros
(Fernandez et al, 2018). Asi, la combinacion de componentes organicos e inorganicos
generan que los andamios fabricados logren imitar el tejido 6seo natural, siendo la parte
organica quien proporciona la flexibilidad al biomaterial y mejora su biocompatibilidad
mientras que la parte inorganica le da rigidez y resistencia (Kazimierczak y Przekora,
2020). Es por ello, que en este tipo de compuestos la matriz organica puede estar
compuesta de diversos materiales como colageno, acido hialurénico, polimeros sintéticos
como 4&cido polilactico (PLA), Policaprolactona (PCL), acido poliglicol (PGA). Mientras
que la parte inorganica esta hecha de aleaciones metalicas y ceramicas, como hidroxiapatita
(fosfato de calcio), vitroceramicas, nanotubos de carbono (Xie et al, 2020). Sin embargo,

como se menciond anteriormente la mayoria de ellos no contribuyen a la osteoinduccion.

Actualmente la hidroxiapatita es el principal material utilizado en la ingenieria de tejido
0seo para la creacién de la matriz extracelular. Esto debido a sus propiedades de
bioactividad, biocompatibilidad, osteoconductividad y osteointegracion. Sobre la base de

estas propiedades, la hidroxiapatita se ha utilizado como uno de los materiales mas
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estudiados para diversas aplicaciones biomédicas de carga. Sin embargo, obtener una fase
de hidroxiapatita pura sigue siendo un desafio para los investigadores de biomateriales
(Saxena & Pandey, 2021)(Figura 16). También, es dificil la fabricacion de andamios con
arquitectura y porosidad controladas por lo que estudios combinan materiales para mejorar
esas propiedades. Por ejemplo, la unién de oxido de grafeno poroso con hidroxiapatita
utilizando tecnologia de luz digital (Zhao et al, 2022) mejora las capacidades mecanicas del
andamio, promoviendo asi la adhesion celular, la proliferacion y la expresién de genes

relacionados con la osteogénesis.

Figura 16. Cristal de Hidroxiapatita (fosfato de calcio). Imagen tomada de
https://wikiimg.tojsiabtv.com/wikipedia/commons/thumb/f/f8/Hydroxylapatite-338779.jpg/440px-
Hydroxylapatite-338779.jpg.

Ademas, existen diversos materiales cuyos estudios han demostrado tener buenas
propiedades osteoinductivas como las bioceramicas de fosfato de calcio bifasico (BCP) (Li
et al, 2022), donde modifican su fabricacion cambiando y controlando el tamafio del poro
mediante la combinacion del método de formacion de espuma H2O2 con el método de
interfiltracion de microesferas y sinterizados para ajustar la topografia micro-nano. Esto
con el fin de tener una neovascularizacion temprana y osteoinductividad para aplicaciones
de reparacion osea. De igual manera, los cementos de fosfato de calcio porosos inyectables
tienen una composicion comparable a la estructura quimica de los minerales 0seos
(Vezenkova & Locs, 2022), teniendo una capacidad para autofijarse y reabsorberse in vivo

teniendo una variedad de aplicaciones potenciales en la regeneracién 6sea.
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Otros materiales utilizados para la fabricacion de andamios en la creacion de la matriz
extracelular son los poliméricos biorreabsorbibles, ya que cuentan con ventajas como
biodegradabilidad, flexibilidad y la posibilidad de ser modificados para introducir
funcionalidades especificas, empero por si solos no presentan osteoinduccion. Es por ello
que estudios evaltan su uso por medio de fabricaciones de andamios multicapa (Liguori et
al, 2022) que consiste en una estera de nanofibras electrohiladas de poli(d,I-lactida-co-
glicolida)/polietilenglicol intercaladas entre dos capas de gelatina de hidrogel enriquecido
con nanoparticulas de Tantalio, teniendo propiedades biomiméticas y osteoinductivas.
Andamios nanofibrosos de administracion de farmacos dual (Rather et al, 2022) con
nanofibras de policaprolactona (PCL)-colageno que incorpora dexametasona Yy
simvastatina, fabricado mediante electrohilado, demostrando diferenciacion osteogénica de
las células derivadas del tejido adiposo al mejorar la actividad de la fosfatasa alcalina y

exhibiendo propiedades inmunomoduladoras.

En 2008, un estudio realizado por Slack menciona el uso de sulfato de calcio en el campo
de la medicina, siendo utilizado en una variedad de tratamientos de tejidos duros, como la
reparacion de defectos periodontales, el tratamiento de la osteomielitis, el aumento de senos
nasales y como complemento de la colocacion de implantes dentales (Slack, 2008).
Asimismo, en el afio 2011 Chen menciona el uso de sulfato de calcio para estimular la
formacion de hueso, teniendo buena biocompatibilidad y ofreciendo un entorno biolégico
satisfactorio para el crecimiento de hueso nuevo en los implantes. Asi, se destaca la rapida
reabsorcién que presenta, siendo incluso mas rapido que la formacion de hueso nuevo in
vivo (Chen et al, 2011).

Otro material estudiado en los Gltimos afios es el estroncio cuya incorporacion en cementos
6seos de hidroxiapatita, ayuda a la fijacion y mineralizacion de los osteoblastos in vitro y al
crecimiento 0seo y la osteointegracion in vivo (Wong et al., 2004). De igual manera,
presenta una gran bioactividad, aportando fuerza de union al hueso (Ni et al, 2006).
También ha sido demostrado que la hidroxiapatita que contiene estroncio estimula la
actividad de los osteoblastos e inhibe la actividad de los osteoclastos cuyas células son las
responsables de la reabsorcion del hueso (Yang et al, 2011). También se reveld que el

estroncio podria mejorar la diferenciacion osteogénica de las células troncales
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mesenguimales MSC (por sus siglas en inglés Mesenchymal Stem Cells) promoviendo la
formacion de hueso in vivo mediante la activacion de la via Wnt/b-catenina (Yang et al,
2011). Asimismo, aumenta la resistencia 6sea en modelos de osteointegracion y es eficaz

para promover la curacion y reparacion de fracturas 6seas (Saidak y Marie, 2012).

En el cuerpo, el estroncio se considera un elemento traza u oligoelemento ya que se
necesita en cantidades pequefias para asegurar un crecimiento y desarrollo adecuados. Es
por ello que juega un papel importante en el modelado 6seo encontrdndose en la fase
mineral del hueso. Ademas, la propiedad radiopaca del estroncio ayuda a facilitar la
evaluacion clinica (Mohan et al., 2013). Més estudios revelan que este elemento se ha
utilizado en la fabricacién de andamios con propiedades osteoinductoras, demostrado una
buena compatibilidad con el tejido 6seo reduciendo la inflamacién y la osteoclastogénesis
(Xu et al., 2021). Recientemente se encontré que el uso del estroncio como aditivo mejora
las propiedades mecénicas, impulsa la formacion Osea, previene la reabsorcion Osea y
favorece la proliferacion celular de las MSC de medula 6sea humana (Vezenkova & Locs,
2022).

Por otro lado, en el 2013 Kriiger, demostr6 que al combinar fosfato de calcio con Magnesio
incrementa la resistencia mecanica (Kruger et al, 2013). Se ha investigado que los iones de
magnesio promueven la proliferacion celular y, al incrementar la concentracion, aumenta la
diferenciacion osteogénica (Li et al, 2013). Ademas, el mezclarlo en forma de polvo con
polimeros, acelera la formacion dsea (Lai et al, 2019). Asi, el uso del magnesio en
ortopedia ha ido incrementando en los ultimos afios debido a que cuenta con caracteristicas
favorables, como su flexibilidad, y principalmente como auxiliar en la degradacion ésea.
Siendo el Mg* el que presenta mejores resultados por ser un componente normal del
cuerpo humano, promoviendo la osteogénesis. No obstante, también presenta algunas
desventajas al degradarse muy rapido, dejando una pérdida temprana del soporte mecanico
en el sitio a reparar (Xu et al, 2019). Su uso como aditivo tiene efectos como la mejora de
la inyectabilidad, adhesion de células troncales mesenquimales de la médula Gsea y
diferenciacion osteogénica a traves de un mecanismo mediado por integrinas, mejora de la
biodegradabilidad y promocion de la inmunomodulacion antiinflamatoria (Vezenkova &
Locs, 2022).

29



3. METODOLOGIA

En el presente trabajo, el método de sintesis utilizado fue el mismo informado por Elias
Herndndez-Lazcano et al. (Hernandez et al., 2021), que es una version modificada de lo
reportado por otros investigadores afios antes al sintetizar jarosita de amonio en 3 horas
(Das et al., 1995), variando el pH para la sintesis de jarositas de potasio estructuralmente
estables (Smith et al., 2006) o modificaciones en la temperatura de trabajo (Drouet y
Navrotsky, 2003). EI método aqui utilizado, reduce significativamente el tiempo de
reaccion de 24 a solo 3 horas, la temperatura de trabajo de 97 a 70 °C, y las variaciones en
el pH y los célculos estequiométricos de los precursores. Posteriormente se realiza la
preparacion como biomaterial, disminuyendo la cantidad de hierro y eliminando la mayor
cantidad de sulfatos con un protocolo que reduce significativamente la cantidad de agua
para lograr subir el pH de las muestras de las jarositas de potasio dopadas a niveles

cercanos a 7.

El disefio de esta seccion de la investigacion se centrard en la parte experimental de la
sintesis de jarosita, asi como en la caracterizacion de las muestras. Primero, se valoraré la
afectacion en la sintesis de la jarosita de potasio con base en las variables independientes a
evaluar (sulfato de calcio, sulfato de estroncio y sulfato de magnesio) en el sistema
propuesto. Asi mismo, una vez obtenidas las muestras, se realizara un ajuste en el pH de
cada una de ellas, logrando alcanzar valores cercanos a 7. Posteriormente, se realizara la
caracterizacion necesaria para obtener sus propiedades. Estimandose los resultados de cada
una de las variables para cada uno de los parametros propuestos, con la finalidad de poder
correlacionar los resultados generales obtenidos con base a las mejores composiciones.
Finalmente se preparardn las muestras llevando a cabo una esterilizacion por radiacion

gamma para poder realizar los ensayos biol6gicos.
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3.1.Sintesis de jarositas de potasio dopadas

La sintesis de los compuestos tipo jarosita se realizd bajo las siguientes condiciones: 0,15
M de sulfato de hierro, Fe2(SO4)3snH20 (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EE. UU.), 0,15 M de
sulfato de potasio, K>SO4 (J.T. Baker, Phillipsburg , NJ, USA) y 0.03 M del sulfato
correspondiente con el que se dopoé a la jarosita; sulfato de calcio, (CaSO4nH20 (Técnica
Quimica S.A., Ciudad de Meéxico), sulfato de estroncio, SrSOs (Aldrich Chemical
Company, Inc. Milwaukee, WI, USA) o sulfato de magnesio, MgSO4+7H.O ( Meyer,
Ciudad de México)) (Figura 17).

Figura 17. Reactivos utilizados para la sintesis de los compuestos tipo jarosita de potasio dopados.
La solucién acuosa se prepard en un reactor de tres bocas de 1.0 L de capacidad con agua
desionizada, y equipado con un sistema de medicién de pH, manteniendo la temperatura a
70 °C y agitacion mecéanica continua. La figura 18 muestra la matriz experimental descrita.
Ademas, todos los productos quimicos descritos y también el hidroxido de sodio (NaOH) y
el &cido sulfurico (H2S0.) utilizados para ajustar el pH se compraron de Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, EE. UU.) con alta pureza (< 99%).
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Figura 18. Esquema representativo de la sintesis de jarositas de potasio dopadas, donde se aprecia
el equipo y material utilizado para la realizacién de su sintesis.

Una vez finalizada la reaccion de sintesis, la solucion permanecié en reposo por un tiempo
predeterminado para evitar la coalescencia de las particulas, y posteriormente, el producto
solido fue lixiviado con medio litro de agua desionizada caliente (>70 °C) para eliminar los
sulfatos residuales. Se colocaron las muestras de jarosita dentro del recipiente con agua
caliente para limpiarlas y al mismo tiempo subir el pH hasta niveles cercanos a 7. Luego de
esto, el producto fue filtrado por vacio y secado en un horno (Lindberg ISB ) durante 6 horas

a temperatura < 100°C y caracterizado (figura 19).
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Figura 19. Filtrado del material obtenido para la eliminacion de liquido y exceso de sulfatos. A) Se
aprecia el sistema de filtrado por vacio mientras que en la imagen B) se puede observar agua
desionizada a punto de ebullicion para la eliminacion de sulfatos.

3.2.Caracterizacion de las muestras

En cuanto a los protocolos utilizados para las técnicas analiticas utilizadas para la
caracterizacion de sélidos, las muestras se prepararon por tamizado hasta alcanzar tamafios
de particula inferiores a 75 um, y luego se secaron a 100 °C durante 6 h en una estufa de

laboratorio con control digital.

3.2.1. Difraccion de Rayos X

El método de andlisis utilizado para la caracterizacion fue el siguiente: Difraccion de rayos
X utilizando un Difractometro INEL modelo Equinox 2000 (figura 20) ubicado en la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (AUSH), México y fabricado por INEL en
Artenary, Centro Val de Loire, Francia. Cuyo filamento es de Cobalto y con tiempos de
barrido de 10 min para cada muestra. La indexacion de los difractogramas obtenidos se
realizd con el software MATCH version 1.1 (desarrollado por Crystal Impact, Bonn,
Alemania), y haciendo un refinamiento rietvelt para determinar porcentajes de cristalinidad

y tamafios de cristal para cada muestra.
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Figura 20. Difractometro de Rayos X Equinox 2000 (INEL, Artenay, Francia) con radiacion
CoKal (1.79026 A).

3.2.2. Microscopia Electronica de Barrido

Por otro lado, el estudio morfoldgico realizado a las muestras se ejecutd utilizando un
Microscopio Electrénico de Barrido JEOL JSM-IT300 (figura 21), fabricado por JEOL
Tokyo, Japén (ubicado en la Escuela Superior de Apan, UAEH), equipado con un dispersor
de energia Oxford. espectrometria (EDS). Se colocaron 10 mg de material en polvo en un
portamuestras y se recubrieron con oro para su andlisis, utilizando un voltaje de operacion
de 20 keV. Realizandose mapeos y lecturas puntuales para determinar el porcentaje

semicuantitativo elemental de las muestras.
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Figura 21. Microscopio Electronico de Barrido JEOL modelo JSM-6300.

3.2.3. Espectroscopia FTIR

Finalmente, para completar y confirmar la presencia de los elementos dopados en la
estructura de la jarosita, se realizd un examen infrarrojo por transformada de Fourier de
reflectancia total (ATR-IFTR). Se complet6 utilizando un espectrometro FTIR Perkin
Elmer Frontier (figura 22) (Watham, MA, EE. UU.), y se colocaron cuidadosamente 10 mg
de la muestra en polvo sobre la superficie del cristal y cada espectro obtenido se registro
como absorbancia por debajo del 75 %. Cada espectro se escaned entre 4000 y 400 cm™ de

longitudes de onda.

Figura 22. FTIR Perkin Elmer Frontier.
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3.3. Ensayos biologicos de las jarositas.

En este capitulo se abordaran los ensayos in vitro realizados en las muestras de jarosita para
aplicaciones con enfoque bioldgico. Se utilizaron dos tipos de células troncales: (1) Células
troncales de pulpa dental porcina (SDPSC, por sus siglas en inglés Swine Dental Pulp Stem
Cells), para determinar su citotoxicidad, realizando ensayos de proliferacion celular con el
fin de conocer la viabilidad como biomaterial de las muestras de jarosita de potasio
dopadas. (2) Células troncales de foliculo dental humano (DFSC, por sus siglas en inglés
Dental Follicle Stem Cells), con el proposito de evaluar la capacidad de las muestras de
jarosita de potasio dopadas como material osteoinductor para diferenciar las DFSC a linaje

osteogénico, por medio de ensayos colorimétricos, rojo de alizarina.

3.3.1. Ensayo MTT

El ensayo metabdlico celular colorimétrico de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) se utiliz6 para medir el posible efecto citotoxico de la jarosita de
potasio dopada en células troncales de pulpa dental porcina (SDPSC), basado en la
conversion de MTT en cristales de formazan por células vivas, lo que determina la
actividad mitocondrial (Meerloo et al., 2011). Durante la optimizacion del protocolo
recomendado por diversos estudios, asi como del proveedor (Sigma-Aldrich), se deben
tener en cuenta los siguientes pardmetros: (1) la concentracion de MTT utilizada, (2) la
duracion del periodo de incubacién, (3) el nimero de células viables, (4) la actividad
metabdlica de las células, (5) la cantidad de polvo (jarosita) utilizada y (6) el filtrado de la
solucién para evitar errores en la lectura de la absorbancia (Figura 23). La duracion del
periodo de incubacién es muy critica, ya que la conversion de MTT en formazan por las
células en cultivo depende del tiempo y al mismo tiempo, los reactivos de deteccion son de

naturaleza citotoxica, por lo que el tiempo de incubacion se limito a 3, 7 y 10 dias.
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Figura 23. protocolo de ensayo MTT modificado donde los cristales formados se filtraban a través
de unas puntas con filtro para evitar que el polvo de jarosita pasara a los pocillos donde se
realizaria la lectura de la placa.

Las células se sembraron por triplicado en placas de 96 pocillos a una densidad de 4000
células/pocillo y se cultivaron en el medio. En todos los casos las células fueron cultivadas
en DMEM bajo en glucosa (Bio-west, Ciudad de México), Suero Fetal Bovino (FBS) al
10% (Bio-west, Ciudad de México) y penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich, St.
Louis , MO, EE. UU.) e incubadas las 24 h a 37 °C, 5 % de CO>. Las muestras de jarosita
se agregaron después de 24 h con un volumen de 5 mm?® por pocillo utilizando una

herramienta hecha a medida de acero inoxidable y con capacidad de 1 mm? (figura 24).

2 mm[D

Figura 24. Prototipo de acero inoxidable para el control de medicion de la cantidad de jarosita a
evaluar.
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La distribucion de los grupos se observa en la figura 25, donde podemos apreciar medio de
cultivo (DMEM) colocado solo en el pocillo, como grupo 1. Posteriormente, para cada
muestra de jarosita el acomodo de grupos fue: jarosita mads PBD como grupo 2; Jarosita
méas DMEM como grupo 3; Células mas DMEM como grupo 4 y finalmente, Células mas
Jarosita mds DMEM como grupo 5. El experimento se completd por triplicado y las placas
de pocillos se incubaron a diferentes tiempos: 3, 7 y 10 dias a 37 °C, 5 % de CO.. Luego, a
cada de esos dias, las células se incubaron con una solucion de Cell Proliferation Kit (MTT)
(Roche Diagnostics Deutschland GmbHal, Germany) al 10% durante 4 h a 37 °C
protegidas de la luz. Finalmente, se afiadié isopropanol para solubilizar las sales de
formazan. La solucion se pasé a otra placa de 96 pocillos donde se utilizé un ajuste al
protocolo recomendado por el proveedor y diferentes estudios (Roche, 2020). Pasando la
solucion a través de unas puntas con filtro para pipeta electronica, esto con la finalidad de
evitar que el polvo de jarosita pasara junto a la solucién, produciendo aumentos en las
lecturas del equipo. Asi se pudo determinar la medicion de la actividad metabdlica de una
manera precisa, sin contar con errores de lectura debido a la presencia del polvo de jarosita
en la solucién. La actividad metabdlica se midié con un lector de placas Elisa (Biotek
EIx808, EE. UU.) equipado con un filtro de 562-630 nm.
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Figura 25. Distribucion de los grupos para el ensayo de MTT; 1) DMEM,; 2) Jarosita + PBS; 3)
Jarosita + DMEM; 4) Células + DMEM; 5) Células + Jarosita + DMEM.
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3.3.2. Ensayo de diferenciacion osteogénica

Las células se sembraron a una densidad de 5000 células de DPSC en placas de 24 pocillos
y se cultivaron con DMEM bajo en glucosa (Bio-west, Ciudad de México), complementado
con suero bovino fetal al 10 % (FBS) (Bio-west, Ciudad de México) y penicilina-
estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), y se incubaron a 37 °C,
CO2 al 5% bajo humidificacion durante 24 h. Pasado ese tiempo, se evaluaron en tres
grupos como se explica a continuacion (Figura 26): células del pozo solas cultivadas con
DMEM bajo en glucosa (Bio-west, Ciudad de México), suplementadas con Suero Fetal
Bovino (FBS) al 10% (Bio-west, México ) y penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) (grupo A); y jarosita (10 mm?®pozo) y DMEM bajo en
glucosa (Bio-west, Ciudad de México), suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS) al
10% (Bio-west, Ciudad de México) y penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich , St.
Louis, MO, EE. UU.) (grupo B); y células, jarosita y medio de diferenciacion osteogénica
MesenCultTM (que consta de medio basal, 15 pl de dexametasona, 250 pl de &cido
ascorbico, 175 ul de glicerofosfato y 7,5 ml de suplemento estimulante osteogénico
MesenCultTM (Stem Cells Technologies, Cambridge, MA, EE. UU.) ( grupo C). La placa
se incubo a 37 °C, 5% CO2 bajo humidificacion y se cambi6 el medio de cultivo una vez

por semana durante 28 dias.
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Figura 26. Caja de 24 pozos con los grupos a evaluar; grupo A: células + DMEM; grupo B:
celulas + jarosita + DMEM; grupo C: células + jarosita + medio de diferenciacion osteogénico.
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Pasados los 28 dias se llevo a cabo la evaluacion de la diferenciacion osteogénica de las
DPSC mediada por la jarosita, con la tincion rojo de alizarina (ARS) (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.) colored depositos de calcio de forma selectiva, y se ha utilizado
durante décadas para evaluar depdsitos ricos en calcio en cultivos celulares (Puchtler, 1969)
de la placa de pozo, y luego las células se fijaron durante 20 min con formalina neutra al
3,74% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Ademas, se lavaron tres veces con
solucidn salina tamponada con fosfato (Bio-west , Ciudad de México), y ademas fue lavado
con agua destilada para eliminar los restos de sal. Se afiadié una solucion de ARS al 2%
p/v, con pH ajustado 4.2, de manera que cubriera toda la superficie de la jarosita. Después
de 60 min de incubacion a temperatura ambiente, el exceso de ARS se lavo con agua. Se
tomaron imégenes de la tincién ARS utilizando un microscopio Optico de contraste de fase
de campo de luz invertido Leica DM IL LED. Todos los experimentos se realizaron por

triplicado.

Asimismo, se realiz6 un sembrado a una densidad de 3,000 células troncales de foliculo
dental humano (CTFD) en placas de 96 pocillos y se cultivaron con DMEM bajo en
glucosa (Bio-west, Ciudad de México), complementado con suero bovino fetal al 10 %
(FBS) (Bio-west, Ciudad de México) y penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.), y se incubaron a 37 °C, CO al 5% bajo humidificacion durante 24 h.
Pasado ese tiempo, se evaluaron en nueve grupos como se explica a continuacién (Figura
27): El grupo A como grupo control contiene células en pozo solas cultivadas con DMEM
bajo en glucosa (Bio-west, Ciudad de México), suplementadas con Suero Fetal Bovino
(FBS) al 10% (Bio-west, México ) y penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.); el grupo B contiene jarosita (1.5 mm®pozo) y DMEM bajo en
glucosa (Bio-west, Ciudad de México), suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS) al
10% (Bio-west, Ciudad de México) y penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich , St.
Louis, MO, EE. UU.); el grupo C con células, jarosita (1.5 mm?®/pozo) y medio de
diferenciacion osteogénica MesenCultTM (que consta de medio basal, 15 pl de
dexametasona, 250 ul de &cido ascorbico, 175 ul de glicerofosfato y 7,5 ml de suplemento
estimulante osteogénico MesenCultTM (Stem Cells Technologies, Cambridge, MA, EE.
UU.); el grupo D contiene jarosita (3.0 mm®/pozo) y DMEM bajo en glucosa (Bio-west,

Ciudad de Meéxico), suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS) al 10% (Bio-west,
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Ciudad de Meéxico) y penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich , St. Louis, MO, EE.
UU.); el grupo E con células, jarosita (3.0 mm3pozo) y medio de diferenciacion
osteogénica MesenCultTM (que consta de medio basal, 15 ul de dexametasona, 250 pl de
acido ascorbico, 175 pl de glicerofosfato y 7,5 ml de suplemento estimulante osteogénico
MesenCultTM (Stem Cells Technologies, Cambridge, MA, EE. UU.); el grupo F contiene
jarosita (4.5 mm?®/pozo) y DMEM bajo en glucosa (Bio-west, Ciudad de Meéxico),
suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS) al 10% (Bio-west, Ciudad de México) y
penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich , St. Louis, MO, EE. UU.); el grupo G con
células, jarosita (4.5 mm3/pozo) y medio de diferenciacion osteogénica MesenCultTM (que
consta de medio basal, 15 ul de dexametasona, 250 pul de &cido ascorbico, 175 ul de
glicerofosfato y 7,5 ml de suplemento estimulante osteogénico MesenCultTM (Stem Cells
Technologies, Cambridge, MA, EE. UU.); el grupo H contiene jarosita (6.0 mm®/pozo) y
DMEM bajo en glucosa (Bio-west, Ciudad de Meéxico), suplementado con Suero Fetal
Bovino (FBS) al 10% (Bio-west, Ciudad de México) y penicilina-estreptomicina al 1%
(Sigma Aldrich , St. Louis, MO, EE. UU.); y el grupo | con células, jarosita (6.0 mm®/pozo)
y medio de diferenciacion osteogénica MesenCultTM (que consta de medio basal, 15 ul de
dexametasona, 250 ul de &cido ascorbico, 175 ul de glicerofosfato y 7,5 ml de suplemento
estimulante osteogénico MesenCultTM (Stem Cells Technologies, Cambridge, MA, EE.
uu.).
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Figura 27. Caja de 96 pozos con los grupos a evaluar; grupo A: células + DMEM; grupo B:
células + jarosita 1.5mm*+DMEM; grupo C: células + jarosita 1.5 mm®+ medio de diferenciacion
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osteogénico; grupo D: células + jarosita 3.0 mm® + DMEM; grupo E: células + jarosita 3.0 mm?® +
medio de diferenciacion osteogénico; grupo F: células + jarosita 4.5 mm® + DMEM; grupo G:
células + jarosita 4.5 mm?® + medio de diferenciacion osteogénico; grupo H: células + jarosita 6.0
mm?®+ DMEM; grupo |: células + jarosita 6.0 mm?® + medio de diferenciacion osteogénico.

Pasados los 28 dias se llevo a cabo la evaluacion de la diferenciacion osteogénica de las
CTFD mediada por la jarosita, con la tincion rojo de alizarina (ARS) (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.). Las ceélulas se fijaron 20 min con formalina neutra al 3,74% (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) durante 5 min. Ademas, se lavaron tres veces con
solucion salina tamponada con fosfato (Bio-west , Ciudad de México), y ademas lavado
con agua destilada para eliminar los restos de sal. Se afiadié una solucion de ARS al 2%
p/v, con pH ajustado 4,2, de manera que cubriera toda la superficie de la jarosita. Después
de 60 min de incubacion a temperatura ambiente, el exceso de ARS se lavo con agua. Se
tomaron iméagenes de la tincion ARS utilizando un microscopio optico de contraste de fase
de campo de luz invertido Leica DM IL LED. Todos los experimentos se realizaron por
duplicado.

4. RESULTADOS

4.1.Sintesis de las jarositas de potasio dopadas

Se obtuvieron tres muestras de jarosita, denominadas JKCa para la jarosita de potasio
dopada con calcio, JKCa2 para la jarosita de potasio dopada con calcio al doble de
molaridad, y JKAII para la jarosita de potasio dopada con calcio, estroncio y magnesio,
como se muestran en la Figura 28. Una vez sintetizadas, el pH correspondiente se midio
con un medidor de pH (Dual Star PH/ISE con electrodo y sonda ATC marca Thermo Orion,
fabricado por ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), obteniendo valores de 3,
3.5y 3.2, respectivamente. De acuerdo con estos resultados, las muestras se lavaron con
agua desionizada a temperatura de ebullicién bajo agitacion mecéanica y se agregaron al
resto de la solucion durante 2 a 3 min, finalmente filtrandose para lograr el secado de las

muestras. El proceso de lavado se completo dos veces y nuevamente se midio el pH hasta
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obtener valores de 6.9 para JKCa, 7.2 para JKCa2 y 7.4 para JKAII, los cuales son

aceptables para ensayos celulares.

JKCa JKCa?2 JKAI

Figura 28. Muestras de compuestos tipo jarosita dopados obtenidos tras la sintesis.
4.2.Composicion quimica
4.2.1. Microscopia Electrénica de Barrido MEB

Se utiliz6 microscopia electrénica de barrido (SEM) en conjunto con la espectrometria de
dispersion de energia de rayos X (EDS) para principalmente evaluar, analizar y observar las
propiedades morfoldgicas y composicionales, semi-cuantitativamente, de los polvos de
jarosita dopada obtenida, con el fin de interpretar su relacion con las propiedades
estructurales y corroborar la adecuada incorporacion de elementos dopados a la estructura
correspondiente. Las muestras se prepararon colocandose en un porta muestras con

capacidad para 10 ensayos, siendo recubiertas con oro durante 1 minuto aproximadamente.

4.2.1.1. Jarosita de Potasio dopada con Calcio JKCa

La Figura 29 muestra la imagen de microscopia electrénica de barrido para la muestra
JKCa, donde se aprecia su morfologia cuasi-esférica, teniendo tamafios de grano diversos
que van de 1- 10 micras y tendiendo a aglomerarse como corresponde a la jarosita potasica
reportada en estudios anteriores (Hernandez et al, 2021)(Dutrizac y Jambor, 2000)(Sasaki y
Konno, 2000). Las condiciones de trabajo fueron de 20 kV con una distancia de campo de
11.3 mm a unas 5,000 maximizaciones como se puede observar en la micrografia. Se puede
apreciar la tendencia que tienen los cristales de jarosita a agruparse principalmente entre
ellos en forma de ndédulos, pero en este caso se aprecia una aglomeracién sobre los cristales

de sulfato de calcio.
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SED 200kV WDI113mm High-P.C40.0 HighVac.

Figura 29. Micrografia de la muestra JKCa donde se aprecia la morfologia cuasi esférica de las
particulas de jarosita solas o aglomerandose alrededor de algunos sulfatos de calcio de forma
cilindrica.

Podemos apreciar que algunas particulas de jarosita se encuentran aglomeradas entre ellas o
rodeando lo que parece ser sulfato de calcio, debido a la forma cilindrica que tienen
(Cabanas et al, 2002), recubriéndolo por completo y creando formas mas grandes y
amorfas. Asi mismo, la figura 30 nos muestra los resultados obtenidos por energias
dispersivas de Rayos X (EDS) donde se puede observar el espectro del analisis
semicuantitativo elemental (% en peso) que se llevd a cabo de manera puntual a la muestra.
Por otro lado, en la figura 31 podemos observar el mapeo realizado en el mismo sitio,
donde se da una idea de la distribucion elemental en la topografia de las particulas, asi

como la confirmacion de la incorporacién de estos dentro de la muestra.
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Figura 30. Espectro EDS (SEM) que muestran la composicion quimica semicuantitativa del 44
compuesto tipo jarosita dopada con calcio (JKCa)
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Figura 31. Mapeo realizado en la muestra de JKCa donde se puede apreciar la presencia de los
elementos S, Fe, Ky Ca.

4.2.1.2. Jarosita de Potasio dopada con el doble de Calcio JKCa2

En la Figura 32 podemos ver la imagen tomada con el microscopio electrénico de barrido
de la muestra de JKCa2 donde se aprecia el cambio de la morfologia de la jarosita a
diferencia de la muestra de JKCa, observandose formas que ya no son tan redondeadas sino
ligeramente mas alargadas. Teniendo algunos grupos de particulas aglomeradas que
muestran un patron de crecimiento lineal sobre un cilindro de sulfato de calcio,
envolviéndolo. A diferencia de la muestra anterior se aprecian en mayor cantidad debido a
que la cantidad asignada a esta muestra es mayor. Asi mismo, se notan algunos puntos

brillantes que corresponden al calcio dentro de la estructura.
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Figura 32. Micrografia de la muestra JKCa2 donde se aprecia la morfologia atn cuasi esférica de
las particulas de jarosita solas, pero en mayor cantidad aglomeradas alrededor de algunos sulfatos
de calcio de forma cilindrica.

Se notan muchas de esas formas medio alargadas debido a la mayor presencia de sulfato de
calcio agregado en la sintesis y retenido en la muestra. Corroborando con los resultados de
la espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) mostrados en la figura 33, el
espectro muestra el porcentaje en peso semicuantitativo elemental de la muestra, asi como
el mapeo realizado sobre la muestra dando una interpretacion de la distribucion e

incorporacion elemental en su topografia (figura 34).
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Figura 33. Espectros EDS (SEM) que muestran la composicién quimica semicuantitativa de
los compuestos tipo jarosita dopados: (a) JKCa; (b) JKCa2; y (c) JKAII.
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Figura 34. Mapeo realizado en la muestra de JKCa2 donde se puede apreciar la presencia de los
elementos S, Fe, Ky Ca.

4.2.1.3. Jarosita de Potasio dopada con Calcio, Estroncio y
Magnesio JKAII

En el caso de la muestra de JKAII, la Figura 35 nos muestra la imagen de microscopia
electrénica de barrido, donde podemos observar que existe un cambio en la morfologia de
la muestra, la cual, podria deberse a un cambio en la estructura cristalina. En esta
micrografia también se pueden observar tamafios de particulas mas pequefias (<1 um) y
aglomeraciones mayores de 10 um, con un tamafio de grano promedio de 7 um. Ademas, se
puede notar que la presencia de grandes particulas que contienen Sr, Mg y Ca en una
morfologia no redondeada sino mas bien con bordes rectos definidos caracteristicos de
celdas ortorrombicas, las cuales podrian representar una nueva fase, junto con particulas de

jarosita antes mencionadas dando una mezcla de dos soluciones sélidas.
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Figura 35. Micrografia de la muestra JKCa2 donde se aprecia la morfologia aln cuasi esférica de
las particulas de jarosita solas, pero en mayor cantidad aglomeradas alrededor de algunos sulfatos
de calcio de forma cilindrica.

De igual forma, en la imagen se puede apreciar la presencia de puntos brillantes que
podrian deberse a la existencia de calcio, estroncio y magnesio, incorporados a la estructura
de la jarosita como se comprueba en el analisis de espectroscopia de rayos X de energia
dispersiva (EDS) (figura 36) donde podemos ver el espectro (% en peso) de la muestra y el
mapeo realizado sobre la misma para la interpretacion de la distribucion elemental en su

topografia (figura 37).
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Figura 36. Espectros EDS (SEM) que muestran la composicién quimica semicuantitativa de
los compuestos tipo jarosita dopados: (a) JKCa; (b) JKCa2; y (c) JKAII.
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Figura 37. Mapeo realizado en la muestra de JKAII donde se puede apreciar la presencia de los
elementos S, Fe, K, Ca, Sry Mg.

Lo anterior también se puede observar en la tabla 4 donde se muestran los resultados

obtenidos de porcentaje en peso semicuantitativo elemental en cada muestra.

Tabla 4. Composicion quimica semi cuantitativa elemental por energia dispersiva de las muestras
de jarosita (porcentaje en peso % Wt).

Jarosita\Elemento O S K Fe Ca ©Sr Mg  Total
JKCa 48.85 12.67 5.96 3510 043 - - 100
JKCa2 64.45 24.00 0.79 6.08 4.67 - - 100
JKAII 51.09 13.08 3.65 15.76 0.17 16.19 0.06 100
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La muestra JKCa contiene una mayor cantidad de hierro y potasio a diferencia de las otras
dos muestras, pero una cantidad menor de azufre. Las 3 muestras contienen Calcio en su
estructura siendo la muestra JKCa2 la que mayor cantidad de este elemento logré
incorporar. La muestra JKAII contiene una gran cantidad de estroncio que se incorpord en

su estructura, lo cual podria indicar el cambio en la morfologia mostrado en la figura 35.

4.2.2. Espectroscopia FTIR.

De acuerdo con los resultados obtenidos ejecutados por ATR-FTIR, se obtuvo mas
informacién relacionada con la composicién quimica de las muestras en cuanto a la
incorporacion o no de los elementos dopados. Los cambios en la frecuencia de las bandas
de absorcién y las intensidades relativas de las bandas indican cambios en la estructura o
cambios en el entorno de las muestras (Anderson y Voskerician, 2010). A través de la
radiacion electromagnética, la regién IR se extiende de 10 a 13 000 cm21 y solo la region
IR media (400-4000 cm?1) se utiliza en el analisis IR convencional, porque la vibracion
fundamental o los grupos funcionales que estan sujetos a andlisis, pertenecen a esta region
(Settle, 1997).

La Figura 38 representa los espectros IR de tres muestras y un control de jarosita de
potasio. Se puede observar que los espectros IR de JKCay JKCA2 son muy similares a los

de la jarosita potasica.
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Reflectance (%)

Figura 38. Espectros FTIR de: (a) jarosita de potasio, (b) JKCa, (c) JKCa2 y (d) JKAII

De acuerdo con lo anterior, para el caso de JKCa y JKCa2, ambas presentan bandas de
absorcion con formas y posiciones comparables, y solo aparecen unos pocos picos de
sulfato de calcio cerca de 590, 660 y 1600 cm™ (Kamaraj et al., 2017). Por otro lado, JKAII
muestra un espectro tipico del sulfato de estroncio (Chemical book, 2022). La Figura 39a
muestra solo una banda, que se debe principalmente al modo de estiramiento de OH
estructural e incluye modos de agua, especialmente para las muestras sintéticas. Los

espectros de reflectancia en esta region estan casi saturados para estos sulfatos.

Las caracteristicas espectrales observadas en las tres jarositas surgen de las oscilaciones del
enlace S-O del anion sulfato a aproximadamente 1100-1200 cm™ (Lane y Christensen,
1998) debido al estiramiento asimétrico (Figura 39b). Ademas, las caracteristicas de 680 y

600 cm™* son componentes del modo normal de vibracion (Vasallo y Finnie, 1992) (Figura
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38d), y los movimientos de flexion simétricos cercanos a los 450 cm™ (Herzberg y
Crawford, 1946) (Figura 39d). Ademas, en la misma figura, dos picos cercanos a los 900

cm™ probablemente pertenecen al sulfato de magnesio (Chemical Book, 2022). Por otro

lado, en la Figura 39c, se pueden observar dos bandas caracteristicas de sulfato de calcio

(Kamaraj et al., 2017), aproximadamente 1600-1700 cm™, principalmente en JKCa2 y
JKAII. En JKCa, hay una banda ancha (1630 cm™) caracteristica de la jarosita de potasio,

como la que se muestra en los espectros de control, complementada asi con los resultados

obtenidos en SEM (Figura 29), donde el crecimiento de las particulas de jarosita a lo largo

del sulfato de calcio puede ser observado.

a)

1300 1000

1200 1100

423 403

1600 1500

1400

1800

——Kea

—Jxcall

5o ——JKal

—— JKcall

— Kl

Figura 39. Espectros comparativos obtenidos (a—d) para el correspondiente espectro de Jarosita de

Potasio.
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4.3. Caracterizacion mineralégica

4.3.1. Difraccion de Rayos X

La Figura 40 muestra los resultados de XRD obtenidos para compuestos tipo jarosita
dopados sintetizados. Se puede observar que para la muestra de JKCa (Figura 40a), el
patron tipico obtenido es el de la jarosita potasica, pero con un ligero desplazamiento hacia
la izquierda, lo que podria deberse a la expansion de la celda por la presencia de 4&tomos de
calcio en la estructura de la jarosita (sistema cristalino trigonal), confirmando el dopaje con
Ca.

Por otro lado, la muestra JKCa2 muestra un espectro diferente (Figura 40b) al de una
jarosita de potasio, mostrando un patrén caracteristico de células trigonales de células
ortorrombicas. Finalmente, se encuentra una fase de jarosita potasica en conjuncion con
otra de sulfato célcico, asi como algunos picos de fases calcicas con superposicion de
azufre y en la jarosita formada previamente. Teniendo esto en cuenta, se podria considerar
que la adicion de cantidades superiores de calcio (superiores a las estequiométricas) durante

la sintesis puede modificar la estructura cristalina de la jarosita.
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Figura 40. Espectros de difraccion de rayos X para los compuestos tipo jarosita dopados: (a) JKCa; b) JKCa2c) JKAII.
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Para el caso de JKAII (Figura 40c), muestra el espectro de difraccion de rayos X donde se
puede observar un espectro similar al mostrado en la Figura 8b. En este caso, la fase
celestita del sulfato de estroncio se puede identificar como las fases correspondientes al
sulfato de estroncio (celestita), probablemente debido a in intercambio entre los atomos de
potasio y estroncio, teniendo mas afinidad a reaccionar con el azufre. Por otro lado, se
aprecian algunos picos correspondientes a la jarosita potésica, no tan intensos como en los
espectros de las muestras pasadas, pero aun prevalece la formacién de esta fase
posiblemente por la incorporacion del estroncio. En este caso, la XRD muestra un cambio
en la estructura cristalina de trigonal a ortorrombica, posiblemente debido a la mayor
adicion de elementos dopantes durante la sintesis. Por ultimo, en el espectro no se alcanzan
a apreciar las fases del magnesio que se hallaron en los ensayos anteriores, probablemente

porque se encuentran superpuestos los picos de las fases anteriores.

4.3.1.1. Tamano de cristal y porcentaje de cristalinidad

La determinacion del tamafio de cristal se realizé con la ecuacién Debye-Scherrer (formula
1).

KA
(1)D - BcosO

Donde D es el tamafio de la particula, K se le conoce como la constante de Scherrer
(K=0.94), X es la longitud de onda de rayos X (para este estudio se usa cobalto 1.78900 A),
B es el ancho completo a la mitad del maximo (FHWM) del pico de difraccion y 6 es el
angulo de Bragg. Los valores de 2, asi como el ancho FWHM de los picos se determind

utilizando un software de disefio AutoCad 2021 (figura 41).
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Figura 41. Determinacion de los valores 26 y FWHM por software AutoCad 2021 para determinar
tamafo de cristal.

Para poder determinar los datos de los picos del espectro, se utilizé el archivo de extension
“.xls” para poder extraer las coordenadas x y y. Posteriormente, se copian los valores al
software AutoCad para crear una polilinea que dibuje el espectro de la muestra a elegir.
Asi, pico por pico se van obteniendo los valores de 260 y del ancho de pico FWHM para
determinar el tamafio de cristal. EI proceso se realiza a los picos pertenecientes a fases

especificas previamente indexadas en el software Match 2.0.

4.3.1.1.1. Cristalinidad JKCa

En la tabla 5 se pude apreciar los tamafios de cristal de la muestra de jarosita de potasio
dopada con calcio JKCa, en la cual se compone de dos fases: Jarosita de potasio y sulfato
de calcio (ver figura 40). Se analizaron los picos pertenecientes a cada una de las dos fases,

ordenéndose de acuerdo al angulo 26 (de menor a mayor).

56



Tabla 5. Tamafios de cristal de JKCa.

Jarosita de Potasio dopada con calcio JKCa

Jarosita Fe2.79 H6.13 K0.87 014 S2 [96-901-0317]
. d Match Tamario
Pico 20 I  FHWM @ d (A) A) cristal (A)

1 17.560 25 0.284 8.780 5.860 5.943 5.990
2 18.476 10 0.070 9.238 5.572 5.732 24.340
3 20.404 44 0.350 10.202 5.050 5.099 4.880
4 28.328 22 0.306 14.164 3.656 3.557 5.670
5 33.783 100 0.432 16.892 3.078 3.083 4.070
6 41.057 9 0.248 20.529 2.551 2.545 7.240
7 46.303 24 0.536 23.152 2.275 2.839 3.410
8 53.673 31 0.465 26.837 1.981 1.981 4.050
9 58.396 27 0511 29.198 1.834 1.828 3.770
10 71.094 9 0.345 35.547 1.539 1.541 5.990
11 73.085 12 0.125 36.543 1.502 1.486 16.750

12 83.357 7 0.186 41.679 1.345 1.344 12.110

Yeso Ca H4 06 S [96-901-3170]

d Match Tamarfo

Pico 20 I  FHWM o d (A) A) cristal (A)
1 13.730 9 0158  6.865 7.483  7.481 10.750
2 24060 10 0.098  12.030 4292  4.258 17.530
3 33.783 100 0.432  16.892  3.079  3.083 4.070
4 36762 12 0.199 18381 2837 2839 8.910
5 46303 24 0.536  23.152 2275  2.839 3.410

Para la muestra JKCa se realiz6 la comparativa de la distancia interplanar (d), entre este
método utilizado y el software Match 2.0. Observandose que los resultados son bastante
similares. Por otro lado, al realizar la comparativa del ancho de pico FHWM con respecto
al mismo software, hay variaciones en las medidas debido a que no es un material puro o
gue contiene una sola fase. Por tal motivo, el tamafio de cristal va variando, ya sea por el
traslape de picos causado por el desordenamiento de las direcciones de los planos o también
por algun pico de una fase que logra coincidir con otro de fase diferente. Los tamafios de
cristal obtenidos en la fase de jarosita, son variados, teniendo pequefios tamaros
comprendidos entre 3 y 4 A hasta cristales de tamafio que alcanzan los 20 A. Mientras que,
para la fase de sulfato de calcio se obtuvieron cristales desde los 3.41 A hasta alcanzar casi
los 20 A.

57



El porcentaje de cristalinidad de las fases se presentan en la figura 42, donde se observa que
prevalece mayoritariamente la fase de jarosita de potasio en la muestra de JKCa, con un
82% de cristalinidad contra un 18% de cristalinidad de la fase de yeso.

Porcentaje de cristalinidad JKCa

m Jarosita

Yeso

Figura 42. Porcentaje de cirstalinidad JKCa.

4.3.1.1.2. Cristalinidad JKCa2

Los resultados del tamario de cristal para la muestra de jarosita de calcio dopada con calcio
al doble de molaridad JKCa2 se muestran en la tabla 6, donde podemos apreciar la
presencia de 4 fases cristalinas (figura 40). Una fase corresponde a la jarosita de potasio,
mientras que las otras 3 contienen variantes que contienen calcio como son el sulfato de
calcio hemihidrato Bassanita, el yeso y la Gorgeyita. Se analizaron los picos pertenecientes

a cada una de las cuatro fases, ordendndose de acuerdo al angulo 26 (de menor a mayor).
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Tabla 6. Tamafios de cristal JKCa2.

Jarosita de Potasio dopada con calcio JKCa?2

Jarosita Fe3 H6 K 014 S2 [96-900-9286]

Yeso Ca H4 06 S [96-901-3172]

Tamafio Tamafio
Pico 20 I  FHW 0 d(A) cristal Pico 20 I  FHW 0 d(A) cristal

A) A)
1 17.364 18 0.247 8.682 5.926 6.880 1 24419 12 0543 12.209 4.230 3.170
2 20273 51 0.515 10.137 5.083 3.320 2 29970 28 0.531 14.985 3.460 3.280
3 29970 69 0.531 14.985 3.460 3.280 3 31.253 100 0.397 15.626 3.321 4.400
4 33524 100 0.651 16.762 3.102 2.700 4 37894 54 0.386 18.947 2.755 4.600
5 36212 12 0.262 18.106 2.878 6.760 5 40606 3 0.233 20.303 2.578 7.690
6  46.335 31 0.844 23.168 2.274 2.170 6  43.763 22 0.425 21.882 2.400 4.260
7 54216 29 0.442 27.108 1.963 4.270 7 49.063 21 0.427 24532 2.154 4.330
8 58.077 22 0.386 29.039 1.843 4.980 8 51498 63 0.491 25.749 2.059 3.800
9  69.797 23 0.482 34.898 1.564 4.260 9 60306 15 0.464 30.153 1.781 4.200
10 72359 6 0.090 36.179 1.515 23.050 10 63.771 11 0.414 31.886 1.693 4.790
11 77.183 21 0.412 38592 1.434 5.220 11 79790 5 0.156 39.895 1.395 14.020
12 89.218 9 0.128 44.609 1.274 18.520 12 95243 6 0.502 47.621 1.211 4.970
13 104438 7  0.095 52.219 1.132 29.030 13 101777 7 0.367 50.888 1.153 7.270

Sulfato de calcio hemihidrato Bassanita Ca H 04.5
S [96-101-0919]

Gorgeyita Ca5 H2 K2 025 S6 [96-900-9546]

Tamarno Tamafio
Pico 20 |  FHW o d (A) cristal Pico 20 |  FHW 0 d(A) cristal
A A)
1 17.364 8 0.247 8.682 5.926 6.880 1 18.312 10 0.155 9.156 5.621 11.020
2 29.970 29 0.531 14.985 3.460 3.280 2 27.286 41 0.354 13.643 3.792 4.890
3 34.723 100 0.408 17.362 2.998 4.320 3 32.454 82 0.348 16.227 3.201 5.030
4 37.894 56 0.386 18.947 2.755 4.600 4 40.219 13 0.185 20.109 2.602 9.670
5 38.702 39 0.404 19.351 2.700 4.410 5 49.063 38 0.427 24.532 2.154 4.330
6 49.063 22 0.427 24532 2.154 4.330 6 52.650 100 0.524 26.325 2.017 3.580
7 51.498 65 0.491 25.749 2.059 3.800 7 54216 21 0.442 27.108 1.963 4.270
8 52.650 58 0.524 26.325 2.017 3.580
9 58.077 9 0.386 29.039 1.843 4.980
10 62.183 5 0.454 31.091 1.732 4.320
11 63.771 11 0.414 31.886 1.693 4.790
12 67.484 17 0.651 33.742 1.610 3.110
13 74.096 17 0.546 37.048 1.485 3.860
14 82732 6 0.397 41.366 1.354 5.640
15 92430 5 0.226 46.215 1.239 10.760
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Para la fase de Jarosita de potasio de la muestra JKCa2 los tamafios de cristal obtenidos son
variados, teniendo pequefios cristales de tamafios cercanos a 2 A y con una media entre 3 y
4 A. También se encontraron cristales de mayor tamafio, llegando a tener valores cercanos a
30 A. Probablemente esto se deba a la aglomeracion y cubierta de las particulas de jarosita
sobre los sulfatos de calcio. Por otro lado, para la fase de sulfato de calcio hemihidrato
basanita se obtuvieron cristales cuyos tamafios son mas constantes, entre 4y 5 A. En la fase
de yeso se obtuvieron valores entre 3y 7 A, estando mejor definidos que en la muestra de
JKCa posiblemente por estar en mayor concentracion. Por ultimo, para la fase de Gorgeyita

se aprecian tamarios de cristal mas variados, teniendo tamafios desde 2 A hasta 11 A.

El porcentaje de cristalinidad de las fases de JKCa2 se presentan en la figura 43, donde se
aprecia una mayor cantidad de Sulfato de calcio en la fase Bassanita con un 40% de
cristalinidad. La fase que le sigue es la de yeso con un 30% de cristalinidad. Mientras que,
la fase jarosita aparece en menor porcentaje junto a la fase de Gorgeyita, la cual es un
sulfato de calcio con potasio. Sin embargo, aln se encuentra presente probablemente por la
cantidad de sulfato de calcio que reaccion6 con los azufres y potasios de la solucion.

Ambas fases cuentan con un 15% de cristalinidad.

Porcentaje de cristalinidad de JKCa2

15% 15%

Jarosita = Bassanita = Yeso Gorgeyita

Figura 43. Porcentaje de cristalinidad JKCaz2.
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4.3.1.1.3. Cristalinidad JKAII

Los resultados del tamafio de cristal para la muestra de jarosita de calcio dopada con calcio,
estroncio y magnesio JKAII se muestran en la tabla 7, donde podemos apreciar la presencia
de 3 fases cristalinas (figura 40). Teniendo una fase de sulfato de estroncio (celestina), una
de jarosita de potasio y otra de calcio. Se analizaron los picos pertenecientes a cada una de

las tres fases, ordenandose de acuerdo al angulo 26 (de menor a mayor).

Tabla 7. Tamafios de cristal JKAII.

Jarosita de Potasio dopada con calcio, estroncio y magnesio JKAII

Sulfato de estroncio (Celestina) O4 S Sr [95-500-0043] Jarosita Fe3 H6 K 014 S2 [96-900-9286]

Pico 20 | FHW 0 d(A) zsg:;”&) Pico 206 | FHW 6  d(A) Iﬁg;;”&)

1 24354 14 0372 12177 4241 4.630 1 20306 3 0.148 10.153 5074 11570

2 27221 35 0374 13611 3.801 4.630 2 33362 4 0271 16.681 3.116 6.470

3 29953 27 0.405 14977 3.461 4.300 3 34755 100 0.393 17.378 2.995 4.480

4 31253 97 0382 15626 3.321 4.570 4 35889 3 0005 17.944 2.903 18.660

5 32421 51 0393 16211 3.204 4.450 5 54280 14 0485 27.140 1.961 3.890

6 34755 100 0.393 17.378 2.995 4.480 6 57184 6 0234 28592 1.869 8.190

7 37861 62 0396 18931 2757 4.490 Calcio Ca [96-151-2499]

8 38734 45 0426 19.367 2.697 4.180 Pico 20 | FHW @ d(A) 'amafo
cristal (A)

9 40090 7 0355 20.045 2.610 5.040 1 32421 82 0393 16.211 3.204 4.450

10 43763 20 0.377 21.882 2.400 4.810 2 37.861 100 0.396 18.931 2.757 4.490

11 46335 14 0.360 23.168 2274 5.090 3 54280 22 0.485 27.140 1.961 3.890

12 48967 25 0470 24484 2.158 3.930 4 65740 10 0.376 32.870 1.648 5.320

13 51498 66 0474 25749 2.059 3.940 5 67.643 23 0.666 33.821 1.607 3.040

14 52682 56 0513 26.341 2.016 3.660 6 92400 10 0.237 46.200 1.239 10.240

15 54280 14 0485 27.140 1.961 3.890

16 57184 6 0.234 28592 1.869 8.190

17 60370 17 0.389 30.185 1.779 5.010

18  63.867 11 0490 31.933 1.691 4.040

19 65740 6 0.376 32.870 1.648 5.320

20 67.643 14 0666 33.821 1.607 3.040

21  69.686 10 0479 34.843 1566 4.270

22 74222 14 0608 37.111 1.483 3.470

23 75892 8 0525 37.946 1.455 4.060

24 77277 6 0523 38639 1.433 4.110

25 79570 7 0316 39.785 1.398 6.930

26 82514 6 0242 41257 1.357 9.240

27 83450 5 0137 41.725 1.344 16.450

28 84479 6 0428 42240 1.331 5.300

61



29 89.095 6 0.292 44547 1.275 8.090
30 90293 7 0132 45146 1.262 18.040
31 92400 6 0.237 46.200 1.239 10.240
32 95363 9 0438 47.682 1.210 5.710
33 101.895 7 0.540 50.948 1.152 4.940
34 104320 5 0.316 52.160 1.133 8.660

35 106533 9 0.482 53.267 1.116 5.840

Para la fase de sulfato de estroncio (Celestina) de la muestra JKAII los tamafios de cristal
obtenidos son constantes y no varian demasiado, teniendo una media que oscila entre 3y 5
A, aunque teniendo cristales de tamafios mayores llegando a 18 A. Por otro lado, para la
fase de jarosita se obtuvieron cristales de tamafios mas variados, teniendo cristales desde 4
A, hasta tamafios de 18 A. Por (ltimo, en la fase de calcio prevalecen tamafios de cristal
entre 3y 5 A,

El porcentaje de cristalinidad de las fases se presentan en la figura 44, donde se observa que
la fase de sulfato de estroncio (Celestina) es la que se presenta mayormente en la muestra
de JKAII, con un 77% de cristalinidad contra un 12% de cristalinidad de la fase de calcio.
Finalmente tenemos la fase de jarosita con un 11% de cristalinidad que ain prevalece en la
muestra. Podemos asumir que, al incorporar elementos dopantes durante la sintesis de

jarosita, ésta termina por ir desapareciendo conforme van aumentando los dopantes.

Porcentaje de cristalinidad de JKAII

= Celestina Jarosita Calcio

Figura 44. Porcentaje de cristalinidad JKAII.
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En la Figura 45a, se muestra la estructura cristalina de la jarosita de potasio (sin dopaje),
donde se pueden ver células unitarias trigonales formando estructuras hexagonales
compactas. Por otro lado, la Figura 45b es una jarosita de potasio dopada con Ca, donde se
sugiere que la migracion de iones alcalinos en las estructuras de JKCa es posible a altas
temperaturas 0 se acomparia de una reorganizacion estructural (Kosova et al., 2020). Lo
anterior es consistente con la ocurrencia de la transformacion cristalino-amorfa cuando se
inserta un ion alcalino en la estructura. También se puede observar que la intercalacion de
iones Ca durante la primera descarga se produce mediante un mecanismo bifasico con la
formacion de la fase correspondiente (Gnanavel et al., 2014), obteniendo una solucion
solida de JKCa modificando la celda unitaria y obteniendo una combinacién entre

tetragonal y fases ortorrombicas.

Figura 45. Representacion de la estructura cristalina de a) la jarosita potasica, y b) la jarosita
potasica dopada con Ca
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4.4. Ensayos biologicos de las jarositas

4.4.1. Ensayo MTT

Los resultados de citotoxicidad celular por ensayos MTT se muestran en la Figura 46. La
viabilidad celular aument6 significativamente con el tiempo tanto en el grupo de control
como en el de jarosita. En el dia 3, la unidad de actividad metabdlica de absorbancia mas
alta se encontraba en las células en contacto con JKAIl (23,63 % +/- 1,27 %) y JKCa2
(17,83 % +/- 2,17 %). La unidad de absorbancia mas baja de la actividad metabdlica se
encontraba en las células en contacto con JKCa (16,23 % +/- 2,44 %). En el dia 7, la mayor
actividad metabolica fue la de las células en contacto con JKAIl (38,03 % +/- 4,38 %),
seguida de las células en contacto con JKCaz (36,27 % +/- 5,37 %). De nuevo, la unidad de
absorbancia méas baja de la actividad metabdlica se encontraba en las células en contacto
con JKCa (29,60 % +/- 2,84 %). Finalmente, el dia 10, las actividades metabdlicas no
aumentaron mucho, siendo menos de 50 unidades de absorbancia en las tres muestras de
jarosita en comparacion con el grupo control (72,53 +/— 3,57), JKa2 (45,03% +/— 5,1%),
JKAII (40,53% +/- 6,81%) y JKCa (35,57% +/- 7,1). Las condiciones de cultivo adversas,
como la diferencia en el pH o el agotamiento de nutrientes esenciales, como la glucosa,

pueden provocar variaciones en los resultados
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Viabilidad celuar (%)
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ODMEM +celulas OJKCa M@IJKCa2 mIKall

Figura 46. Ensayo de citotoxicidad (MTT) de células troncales de pulpa dental porcina sembradas
(4000 células/pocillo) con polvos de jarosita después de 3, 7 y 10 dias. Los resultados se expresan
como la media y la desviacion estandar de la viabilidad celular.
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Los cambios en la citotoxicidad relativa entre las células troncales de pulpa dental porcina
cultivadas con JKCa, JKCa2, JKAIl y en el grupo control (sin presencia de jarosita).
Después del dia 3, JKCa tuvo una viabilidad y proliferacion celular por debajo de JKCa2 y
JKAII en los tres tiempos evaluados, pero al comparar JKCa2 y JKAIl ambas tuvieron un
comportamiento muy similar en los dias 7 y 10, mostrando células viables y proliferacion
celular aumentada como se muestra ( Figura 45) por el metabolismo de las células, segun
ISO 10993-Parte 5 (ISO, 2022). Es posible que si hubiéramos evaluado en tiempos mas
largos los polvos de JKCa y JKAII, por ejemplo, a los 14 o 21 dias, se superaria el 50% de
viabilidad y proliferacion, ya que se expresa en casi el doble del porcentaje aumentado del
dia 3 al dia 10 en JKCa2, y JKAII, como se determind en otros estudios donde la presencia
de Sr podria mejorar la viabilidad celular, diferenciacion osteogénica y angiogenica (Wang
et al., 2017), y excelente bioactividad para la regeneracion 6sea ademas de una excelente

resistencia a la corrosion (Pham et al., 2022).

4.4.2. Diferenciacidon osteogénica

La tincion con rojo de alizarina se puede utilizar como indicador de la diferenciacién
osteogeénica (Rosales et al., 2021). Para evaluar la propiedad osteoinductiva de los polvos
de jarosita, hemos elegido aquellos que mostraron mejor viabilidad y proliferacion (JKCaz2,
JKAII) con el ensayo MTT. Después de sembrar las células troncales de pulpa dental
porcina en una placa de 24 pocillos, se afiadieron 10 mm? de polvo de jarosita (grupo b, c y
e). La Figura 47b muestra algunos depdsitos de calcio que se pueden observar en las células
sembradas en el DMEM bajo en glucosa JKCa2+ (Bio-west, Ciudad de México),
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS) (Bio-west, Ciudad de México). ) y
penicilina estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Puede
observarse mas evidencia del depdsito de calcio en las células sembradas en el pozo de
diferenciacion osteogénica JKCa2 + MesenCultTM (Figura 47c); se puede observar mucha
deposicion de calcio en las celulas sembradas en el pocillo de JKAIl + DMEM bajo en
glucosa (Bio-west, Ciudad de Mexico), suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino
(FBS) (Bio-west, México) y penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.) (Figura 47d); pero se puede observar un rojo intenso de depdsito de calcio

en las células sembradas en el pozo de diferenciacion osteogéenica JKAIl + MesenCultTM
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(Figura 47e); y finalmente, no se observa evidencia de deposito de calcio en el grupo

control (Figura 47a).

Celulas + JKCa2 + Celulas + JKAIl +
Control (Celulas + o . L ..
DMEM) Celulas + JKCa2 + DMEM | Osteogenic Differentiation | Celulas + JKAIl + DMEM | Osteogenic Differentiation
Kit Kit

i

Figura 47. Imagenes representativas del dep6sito mineral en células troncales de pulpa dental
porcina el dia 21 por ARS, con sus respectivas micrografias: (a) control (células y DMEM); (b)
células, JKCa2 y DMEM; (c) células, JKCa2 y kit de diferenciacion osteogénica; (d) células, JKAII
y DMEM,; (e) células, JKAIl y kit de diferenciacion osteogénica.

Otra explicacion que se puede visualizar es agregar menos cantidad de polvo sobre las
células para permitir una mejor estabilidad del cultivo celular, y podrian migrar al fondo de
la placa permitiendo asi que vivan mas células y mayor proliferacion como se muestra en el
grupo de control sin polvo de jarosita. Este estudio es Unico en el sentido de que investigo
exclusivamente los efectos dependientes de una dosis Unica (Wang et al., 2015) del polvo
de jarosita colocado en células troncales de pulpa dental porcina, observando
especificamente la viabilidad y proliferacion celular. En ese sentido, la composicion de
JKCa2 permitié la osteoinduccion cuando se afiadio a las células troncales de pulpa dental
porcina. Se observo poca coloracion el dia 28, a excepcidn de la composicién de JKAII que
se muestra y aumentd en rojo intenso cubriendo casi toda la superficie del pozo, lo que
muestra que la composicion de JKAII muestra no solo proliferacion de células, por ejemplo,
cuando se cultivaron solo con DMEM, lo que se evidencia por la presencia de calcio,

estroncio y magnesio para demostrar buenas propiedades osteoinductivas.
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Posteriormente se realizaron ensayos con diferentes cantidades para cada una de las
muestras para determinar si una cantidad menor de polvo permite mayor estabilidad del
cultivo celular. En la figura 48 podemos apreciar los ensayos de tincion con rojo de

alizarina realizados a diferentes cantidades de polvo JKCa2 donde se observa lo siguiente.

El grupo B muestra una buena tincion, sobre todo cerca de donde se encuentra depositado
el polvo de JKCa2 y en el fondo del pocillo. Por otro lado, en el grupo C con la misma
cantidad de JKCa2 se observa una pigmentacion mas saturada, probablemente debida a la
presencia del medio osteoinductor. Posteriormente, en los grupos D, F y H que no
contienen medio osteoinductor, se observa un color rojo parecido, dejandose de apreciar el
fondo y las células al aumentar la cantidad de material. Para el resto de los grupos E, G e |,
la tincion prevalece ligeramente mas oscura, dejando de apreciar detalles del fondo y

células por la presencia de material JKCa2
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Jarosita (JKCa2)
Grupo A Grupo B Grupo D

Grupo C rupo E

(9] ! [0) I

Grupo F rupo H

Figura 48. Imagenes representativas del depdsito mineral en células troncales de foliculo dental
humano el dia 28 por ARS: (Grupo A) control (células y DMEM); (Grupo B) células, JKCa2 (1.5
mm?®) y DMEM; (Grupo C) células, JKCa2 (1.5 mm?) y kit de diferenciacion osteogénica; (Grupo
D) células, JKCa2 (3.0 mm®) y DMEM; (Grupo E) células, JKCa2 (3.0 mm®) y kit de diferenciacion
osteogénica; (Grupo F) células, JKCa2 (4.5 mm?®) y DMEM; (Grupo G) células, JKCa2 (4.5 mm?®) y
kit de diferenciacion osteogénica; (Grupo H) células, JKCa2 (6.0 mm®) y DMEM; (Grupo I)
células, JKCa2 (6.0 mm®) y kit de diferenciacion osteogénica.

En la figura 49 se aprecian los ensayos para la muestra de JKAII, observando una tincion en
el grupo B (Células, DMEM y JKAII) bastante similar al grupo C (Células, JKAIl y medio
de diferenciacion osteogénica) indicando que la muestra JKAII con tan solo 1.5 mm?® de
polvo logra formar depdsitos calcicos en las células troncales de foliculo dental humano,
tifendo de un color rojo tanto la muestra JKAIl como el fondo del pozo donde quedaron
depositadas las células. Conforme aumentamos la cantidad de material en los grupos donde
no hay medio osteoinductor (D, F, H) el fondo del pocillo queda repleto de este,

oscureciendo la muestra y no dejando apreciar detalles en el fondo. Para el resto de los
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grupos con medio osteoinductor (E, G, I) la apreciacion es similar, no dejando ver el fondo
por la cantidad de material. Sin embargo, la intensidad del color es muy parecida en cada
par de grupos que contienen las mismas cantidades de polvo. Demostrando mejores

resultados osteoinductoras que la muestra de JKCaz2.

Jarosita (JKAII)
Grupo A Grupo B Grupo D

Grupo C Grupo E

Grupo F Grupo H

Grupo G po |

Figura 49. Imagenes representativas del depdsito mineral en células troncales de foliculo dental
humano el dia 28 por ARS: (Grupo A) control (células y DMEM); (Grupo B) células, JKAII (1.5
mm?®) y DMEM; (Grupo C) células, JKAII (1.5 mm®) y kit de diferenciacion osteogénica; (Grupo D)
células, JKAIl (3.0 mm®) y DMEM; (Grupo E) células, JKAIl (3.0 mm?) y kit de diferenciacion
osteogénica; (Grupo F) células, JKAIl (4.5 mm®) y DMEM; (Grupo G) células, JKAIl (4.5 mm®) y
kit de diferenciacion osteogénica; (Grupo H) células, JKAIl (6.0 mm®) y DMEM; (Grupo 1) células,
JKAII (6.0 mm®) y kit de diferenciacion osteogénica.
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5. CONCLUSIONES

Los compuestos jarositicos de potasio pueden ser dopados con otros elementos (Ca, Sr,
Mg) en la mejora de sus propiedades, abriendo nuevas lineas de investigacion para estos
materiales y ampliando su horizonte de aplicacion. Particularmente en este estudio en la

Ingenieria de tejidos dseos.

Las jarositas de potasio dopadas con calcio JKCa, con calcio al doble de molaridad (JKCa2
y dopados con Calcio, Estroncio y Magnesio JKAII, son viables para su uso en la ingenieria
tisular 6sea desde el punto de vista biolégico, debido a que no son tdxicos para las células
troncales de pulpa dental porcina, dados los resultados de los ensayos de citotoxicidad
MTT.

Principalmente las muestras de JKCa2 y JKAIl presentan probablemente propiedades
osteoinductoras dados los resultados de la prueba de Rojo de Alizarina lo que conlleva a
continuar la investigacion. Estableciendo nuevos ensayos para corroborar la induccion a

linaje osteogénico.

Se necesitan mas estudios para determinar su uso como un material osteogénico para su
empleo en la medicina regenerativa a través de ensayos invitro como ALP, RunX2,
Osteocalcina. Asi como su incorporacion en andamios para la realizacion de ensayos in

Vivo.
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