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RESUMEN 
Introducción: 

El uso continuo e inadecuado de los antibióticos como el uso incorrecto de agentes 

antimicrobianos usados tradicionalmente han provocado la aparición de cepas 

bacterianas multirresistentes (MDR) y la mutación de los microrganismos en el 

campo de la odontología.  

Por lo tanto las investigaciones proponen el empleo de diversas nanopartículas 

contra varias cepas resistentes. Uno de los materiales más interesantes  son las 

nanopartículas de dióxido de titanio (TiO2) que se ha considerado un agente  

antimicrobiano atractivo debido a su naturaleza fotocatalítica, estabilidad química, 

no toxicidad y precursores económicos. Además, varios estudios han revelado 

excelentes propiedades antifúngicas y antibacterianas. Por lo tanto, se exploran 

varios nanocompuestos o nanodispersiones basados en TiO2 preparándose con 

agentes antimicrobianos bien conocidos en el mercado, como el ácido hipocloroso 

(HOCl) para potenciar el efecto antimicrobiano. 

Objetivo General: Comparar el efecto antimicrobiano, antifúngico y citotóxico de la  

nanodispersión del HOCl con las NPs de TiO2 tanto experimental y comercial. 

Metodología experimental: 

Se sintetizó las NPs experimentales  de TiO2  por medio del método  de síntesis  sol-

gel y se utilizó las NPs de TiO2 de la marca Sigma Aldrich.  

Se caracterizó el nanocompuesto sintetizado y posteriormente se estudió el efecto 

antimicrobiano y la citotoxicidad. La susceptibilidad bacteriana se evaluó mediante 

los métodos de difusión en agar y difusión en pozo para las cepas de S. mutans, S. 

aureus y C. albicans. Se realizó el ensayo de  microdilución, MTT bacteriano y XTT 

fúngico, analizando diferentes concentraciones de la nanodispersion para 

determinar el porcentaje de inhibición  con las cepas de S. mutans, S. aureus, E. 

faecalis y C. albicans. Para evaluar el efecto citotóxico, se inocularon células madre 

de la papila apical (SCAPs) en una placa de 96 pocillos donde se evaluó su efecto 

mediante un bioensayo MTT a 24 horas. 

Resultados: 



 

 

Las NPs de TiO2 experimentales en concentraciones altas presentaron un efecto 

antimicrobiano mejorado en comparación con las comerciales, casi sin efectos 

citotóxicos en altas concentraciones, a bajas concentraciones se encontró una 

proliferación de las células SCAPs. 

Conclusión: La nanodispersión del HOCl con la NPs de TiO2 experimentales tienen 

un mayor efecto bacteriano con una alta estabilidad. Además, al ser mucho menos 

tóxico podría ser utilizado como un prometedor agente antimicrobiano en el campo 

del tratamiento de diversos patógenos dentales.  

Palabras claves: Nanopartículas de TiO2, HOCl, efecto antimicrobiano, efecto 

citotóxico, SCAPs. 



 

 

ABSTRACT 

Introduction: 

The continuous and inappropriate use of antibiotics as well as the incorrect use of 

traditionally used antimicrobial agents have caused the appearance of multi-

resistant bacterial strains (MDR) and the mutation of microorganisms in the field of 

dentistry. Therefore, research proposes the use of various nanoparticles against 

various resistant strains. One of the most interesting materials is titanium dioxide 

(TiO2) nanoparticles, which has been considered an attractive antimicrobial agent 

due to its photocatalytic nature, chemical stability, non-toxicity, and inexpensive 

precursors. Additionally, several studies have revealed excellent antifungal and 

antibacterial properties. 

Therefore, various TiO2-based nanocomposites or nanodispersions are explored by 

preparing them with well-known antimicrobial agents on the market, such as 

hypochlorous acid (HOCl), to enhance the antimicrobial effect. 

General Objective: Compare the antimicrobial, antifungal and cytotoxic effect of the 

HOCl nanodispersion with both experimental and commercial TiO2 NPs. 

Experimental methodology: 

The experimental TiO2 NPs were synthesized by means of the sol-gel synthesis 

method and the TiO2 NPs of the Sigma Aldrich brand were used. 

The synthesized nanocomposite was characterized and the antimicrobial effect and 

cytotoxicity were subsequently studied. Bacterial susceptibility was assessed by 

agar diffusion and well diffusion methods for S. mutans, S. aureus and C. albicans 

strains. The microdilution assay, bacterial MTT and fungal XTT were performed, 

analyzing different concentrations of the nanodispersion to determine the 

percentage of inhibition with the strains of S. mutans, S. aureus, E. faecalis and C. 

albicans. To evaluate the cytotoxic effect, stem cells from the apical papilla (SCAPs) 

were inoculated in a 96-well plate where their effect was evaluated by a 24-h MTT 

bioassay. 

Results: 

The experimental TiO2 NPs at high concentrations presented an improved 

antimicrobial effect compared to the commercial ones, with almost no cytotoxic 



 

 

effects at high concentrations, at low concentrations a proliferation of SCAPs cells 

was found. 

Conclusion: The HOCl nanodispersion with the experimental TiO2 NPs have a 

greater bacterial effect with high stability. Furthermore, being much less toxic, it 

could be used as a promising antimicrobial agent in the field of treatment of various 

dental pathogens. 

Keywords: TiO2 nanoparticles, HOCl, antimicrobial effect, cytotoxic effect, SCAPs. 
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INTRODUCCIÓN  

El uso continuo e inadecuado de los antibióticos como el  uso desmedido  de 

agentes antimicrobiano, ha provocado la aparición de cepas bacterianas 

multirresistentes (MDR)  y la mutación de los microorganismos en el campo de la 

odontología y con esto la aparición de la resistencia bacteriana a los antibióticos  de 

los agentes antimicrobianos, lo que conlleva a que las infecciones tienden a 

agravarse o no se lleguen a tratar adecuadamente provocando así un daño a la 

salud de nuestros pacientes (1,2). No obstante, con la problemática existente en la 

actualidad hay una indiscriminada administración de agentes antimicrobianos 

químicamente sintetizados comerciales que se asocian a numerosos 

inconvenientes,  uno de ellos  es su efectividad por el continuo uso e insuficiencia 

de parte del agente antimicrobiano, que aunado a ello, puede ser citotóxico en los      

tejidos (3,4). Un claro ejemplo es la clorhexidina ya que es el estándar de oro en 

odontología  como agente antimicrobiano debido a su propiedad de sustantividad, 

ya  que se puede adsorbe en las superficies dentales, desestabiliza las paredes 

celulares bacterianas e interfiere con la ósmosis celular, lo que lleva a la lisis de las 

células bacterianas y puesto que en concentraciones bajas es bacteriostática, 

mientras que en  concentraciones altas es bactericida(5,6). El uso prolongado de 

clorhexidina puede provocar la decoloración de los dientes, de la mucosa bucal, del 

dorso de la legua como de las restauraciones como deteriorar las propiedades 

mecánicas de las misma y además del mal sabor que tiene, que puede provocar  

xerostomía como también que asocia con alteraciones del gusto, efectos 

perjudiciales de la microflora oral y  además de ser citotóxico en los tejidos orales(7). 

Por tal motivo se ha optado por la nanotecnología debido a que las nanopartículas 

se han utilizado actualmente en varias ramas de la odontología, puesto que  

proporcionan excelentes características mecánicas mejoradas como también 

antimicrobianas comparables a los materiales convencionales(8,9). Debido a que 

las nanopartículas poseen mecanismos de acción bactericida completamente 

diferentes a los antibióticos y algunos agentes antimicrobianos tradicionales, 

proporcionando así una opción diferente(10). Por lo tanto actualmente ya se 
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prueban  contra varias cepas resistentes  debido a sus actividades antibacterianas 

y biológicas de amplio espectro debido a la capacidad bactericidas que están 

relacionada a su naturaleza de las NPs  y a sus propiedades  intrínsecas de las 

nanopartículas, a su tamaño nanométrico (1-100 nm), lo cual les facilitan 

introducirse con mayor facilidad en los  microorganismos específicamente por la 

pared celular y producir daños en la membrana, por lo tanto, influye en los procesos 

intracelulares que provocan una mayor reactividad, propiedad antimicrobiana y por 

su relación del volumen y área que posibilita un mayor contacto e interrelación  con 

los microorganismos en donde liberan iones metálicos (11,12). 

Las nanopartículas (NPs) óxidos y sus nanocompuestos metálicos han ganado más 

atención en odontología, especialmente debido a sus propiedades antibacterianas 

(13). Se ha demostrado que las NP tienen un alto grado de interacción con la pared 

celular además que exhiben propiedades biológicas mucho mejores que las NPs de 

los metales originales(14). Una de las NPs óxido metálicas más interesantes es el 

dióxido de titanio (TiO2) ya que ha sido considerado como un compuesto 

antimicrobiano atractivo debido a su naturaleza fotocatalítica y porque es una 

sustancia químicamente estable, no citotóxica, precursores económicos y 

generalmente las NPs de TiO2 son reconocida como segura con una buena 

resistencia a la erosión, corrosión y alta resistencia de refracción y fácil control, 

excelente morfología superficial(15–17). Además, varios estudios también han 

revelado que demuestra excelentes propiedades antibacterianas contra varias 

cepas microorganismos como bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, así 

como propiedades antifúngicas (18,19). 

Por lo tanto, se exploran varios nanocompuestos/nanodispersiones basados en su 

preparación con NPs de TiO2 y la combinación con agentes antimicrobianos no 

antibióticos bien conocidos en el mercado, como es el ácido hipocloroso (HOCl) 

para poder disminuir la carga bacteriana sin ser citotóxico(20). 

El ácido hipocloroso es agente antimicrobiano no antibiótico que no puede provocar 

resistencia a las bacterias y hongos, además que es un agente utilizado para 
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prevenir infecciones, reducir la inflamación y promover cicatrización de heridas con 

efectos adversos mínimos eficaz contra una amplia gama de microorganismos(21). 

Además, las NPs de TiO2  y el ácido hipocloroso tiene un efecto oxidante y también 

están catalogados dentro del grupo de unas diminutas moléculas que son llamadas 

especies reactivas del oxígeno (ROS), por donde  el HOCl se obtiene por medio de 

las células del sistema inmune (neutrófilos y  de los macrófagos) mediante un 

proceso inmunológico que se conoce por  "estallido respiratorio", durante el proceso 

de  fagocitosis de antígenos(22–24). Por el contrario, el mecanismo de acción 

antimicrobiano de las NPs de TiO2 está vinculada con sus especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y estas tienen un mayor efecto bajo la irradiación de luz UV, estas 

dañan a las células bacterianas y conducen a su apoptosis(25,26). Por lo cual la 

combinación de dos agentes antimicrobianos con dichas particularidades podrá 

tener un amplio espectro contra las bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y  

algunas especies de hongos, que será de gran importancia para superar la MDR y 

las mutaciones de los microorganismos (27). 

 
 
 
 
                  
 
 
 
 
 



4 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

               

 

           CAPÍTULO  1 
 

 
 

 

 

 

 

 

 



5 

 

MARCO TEÓRICO 

Nanotecnología  

 

La nanotecnología se refiere a las partículas menores de 1 µm en la nanoescala, 

este término  fue presentado por el Profesor Noro de la Universidad de Ciencias de 

Tokio en el año de 1974(28). Pero anteriormente la idea de la nanotecnología fue 

concebida por el físico  teórico estadounidense que obtuvo el premio nobel Richard 

P. Feynman en el año de 1959 en su conferencia en el Annual Meeting of the 

American Physical Society diciendo su frase icónica “Hay mucho espacio en el 

fondo”, así sugiriendo la inevitabilidad de la transición de la tecnología médica del 

nivel macro al nivel micro y más allá al nivel atómico(29). También se puede definir 

como un campo de la ciencia o tecnología que incluye la investigación y desarrollo, 

creación como la utilización de materiales, dispositivos u objetos con tamaño 

nanométrico en dimensiones entre 1 y 100 nm de diferentes tipos y con ciertas 

clasificaciones particulares(30). En la actualidad existen diferentes tipos de 

nanomateriales/ nanocompuestos como también nanopartículas que son utilizadas 

para diagnosticar, prevenir y tratar enfermedades a nivel médico, pero a nivel global 

tiene otros usos. véase la figura 1, que explica la clasificación de las nanopartículas 

por su origen, dimensión y configuración electrónica (31). 
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 Figura 1. Clasificación de  las nanopartículas, la primera es  por su origen el cual  puede 
ser natural o artificial / síntesis  y como  basados en chitosán y grafeno, en la segunda 
clasificación abarca el tipo de dimensión que va desde 0D a 3D en la figura se observan  
las estructuras de cada tipo de dimensión, por último, por su configuración estructural que 
son NPs basadas en una configuración estructural de carbono o grafeno, metales u 
óxidos y por dendrímeros lo cuales son estructuras que se basa en polímeros lineales. 
(Fuente propia)   
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Nanotecnología en Odontología  

 

El término "Nano-odontología" fue inventado por Freitas en el año de 2000, quien 

realizó diversas investigaciones en torno a nanomateriales, nanorobots, que 

ayudaron en la regeneración de la dentición, como también para favorecer el campo 

de la ortodoncia  y también desarrolló dentifrobots (dentífricos nanorobóticos)(32). 

Pero debido a la propiedades  de la nanopartículas  se ha logrado resolver 

problemas que anteriormente no creía tener solución, por lo tanto, varios 

investigadores  han  mostrado mucho interés en las nanopartículas/ nanomateriales 

y nanodispositivos ya que hoy por hoy las aplicaciones de la nanotecnología son 

muy amplios en odontología ya que su uso incluye en el diagnóstico,  como en la  

odontología preventiva, materiales dentales, prostodoncia, endodoncia, odontología 

conservadora y estética, periodoncia, implantología y odontología regenerativa y 

nanoproductos pero en  estos momentos está  abriendo nuevas alternativas 

impensables, tales como la renaturalización de la dentición, curas permanentes de 

hipersensibilidad, creación de huesos, de dientes artificiales, anestesia local, 

materiales de ortodoncia, mantenimiento de la salud oral y estrategias para la 

regeneración tisular, en la  maneras para administrar  fármacos  y la creación de 

nuevos, véase la figura 2 que explicas los usos de las NPs que existen en la 

actualidad en la odontología y en su distintas ramas con ejemplos de 

nanomateriales dentales (33,34). 
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Figura 2. En la figura se muestra una variedad de productos dentales que utilizan las NPs 

estos son usados para mejorar las propiedades de los materiales de uso dental, el cual es 

amplio ya que en la actualidad se usan en todas las áreas de la odontología (9) . 

 

Nanosolución/ Nanodispersión  

La aplicación biomédica en odontología necesita que las nanopartículas estén en 

su forma coloidal en el agua o en una solución líquida ya que permite una mejor 

interacción con una interfaz biológica debido en que su forma coloidal le permite ser 

más accesibles para objetivos remotos como son órganos, células y 

compartimientos subcelulares y fácil uso (35). 

 

Pero las nanopartículas más utilizadas en dispersiones coloidales son las metálicas 

u óxido metálicas  ya que se sintetizan normalmente mediante la reducción de 

complejos metálicos, en soluciones diluidas en condiciones de reacción de 

reducción controlada, además que poseen excelentes  propiedades antimicrobianas 

ya que pueden liberar  muchos más cationes metálicos en solución, lo producen 

iones que a su vez causan daño a  la pared celular y de igual manera a la membrana 
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celular, produciendo la oxidación de proteínas y lípidos como la interrupción del 

enlace de hidrógeno entre  las cepas de ADN como la liberación radicales libres que 

destruyen la estructura celular(36). 

 

Nanopartículas de óxido metálicos 

 

Las nanopartículas óxido metálicas se sintetizan más debido a su mayor reactividad 

y eficacia, algunos ejemplos son el óxido de cerio (CeO2), el óxido de zinc (ZnO), el 

óxido de aluminio (Al2O3), el óxido de titanio (TiO2), la magnetita (Fe3O4), el óxido 

de hierro (Fe2O3) y dióxido de silicio (SiO2), que son óxidos frecuentemente 

sintetizados porque exhiben características excepcionales en comparación a las 

NPs metálicas (37). 

Últimamente los materiales antibacterianos de tamaño nanométrico han atraído 

mucha atención en la rama de la odontología,  específicamente las nanopartículas 

óxido metálicas, ya que destacan que debido a su actividad antibacteriana fuerte y 

de amplio espectro contra diferentes tipos de microorganismos, además de  

fortalecer las propiedades mecánicas de los materiales y prevenir el desarrollo de 

caries esto gracias a que liberan iones metálicos que inducen un estrés oxidativo y  

como los mecanismos no oxidativos, por tal motivo existen varios estudios con las 

NPs óxido de metal para desarrollar materiales dentales antimicrobianos para la 

restauración de resina, la terapia endodóntica, en el tratamiento de ortodoncia como 

la reparación de la superficie del implante y la prótesis removible y han encontrado 

que las propiedades antibacterianas de los materiales de tamaño nanométrico se 

mejoran significativamente, su producción fácilmente escalable(38,39).  

 

Síntesis de las Nanopartículas por el método Sol- Gel 

 

Uno de los métodos que son más usados para sintetizar las nanopartículas o 

nanomateriales existentes, son por  el método sol-gel debido a su facilidad y 

eficacia, su alta pureza del producto, la estrecha distribución del tamaño de la 

partícula y el logro de una nanoestructura uniforme, además de que implica la 
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conversión de soluciones en un sol coloidal y luego el sol coloidal a un sol a gel esto 

causado por calentamiento adicional a altas temperaturas que da como resultado la 

formación de nanopartículas con alta cristalinidad. En la figura 3  se muestra cómo 

se clasifican las formas de síntesis de nanopartículas(40). 

 

          Figura 3. Técnicas de síntesis convencionales para las nanopartículas(37,40). 

 

Los pasos involucrados en cualquier sol-gel. son la hidrólisis, la condensación, la 

gelificación, el envejecimiento, el secado y la densificación, en este método, los 

precursores de metales como nitratos metálicos, cloruros metálicos y acetatos son 

inicialmente disuelto en soluciones acuosas, luego el agente quelante como el 

cítrico ácido o ácido salicílico se utiliza para formar complejos metálicos estables 

(41,42). 

Además, los alcoholes como el polietilenglicol (PEG) o el etilenglicol (EG) se utilizan 

como agentes de reticulación para la formación de resinas poliméricas homogéneas 
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a nivel molecular. Este gel reducirá la segregación de iones metálicos particulares 

y confirma la homogeneidad de la composición. El gel se sintetiza a altas 

temperaturas para eliminar los aditivos orgánicos y formar el producto final con fase 

pura y buena cristalinidad (43). 

Nanopartículas de dióxido de titanio (TiO2) 

 

El dióxido de titanio (óxido de titanio (IV), Titania, TiO2) es un compuesto inorgánico 

que se encuentra naturalmente en la naturaleza, presentan una gran superficie, 

excelente morfología superficial, es un óxido metálico de transición semiconductor 

que muestra características especiales, como fotoactividad y  propiedades 

fotocatalítica que permiten  degradar la materia orgánica siendo así catalogadas  

como excelentes agentes antibacterianos y antifúngicos como antitumoral(44,45). 

Además las  NPs de TiO2  es un pigmento blanco que se han investigado  y fabricado 

ampliamente debido a sus bajos costos y fácil producción esto comprobado a que  

representa el 70 % del volumen total de producción anual  de pigmentos  a  nivel  

global que comenzó a principios del siglo XX, como un sustituto no tóxico de un tinte 

blanco para pinturas por su brillo e índice de refracción muy alto, como también por  

ser consideradas entre las cinco principales NPs utilizadas en productos de 

consumo esto debido a  poseer excelentes propiedades de oxidación y  mecánicas, 

aceptable estabilidad química y térmica, tener una película delgada de 

transparencia e inercia biológica y química, hidrofilia, alta eficiencia de conversión 

de luz, absorción óptica y conductividad térmica, resistencia a la corrosión y al 

desgaste, ser biocompatibles(46,47). 

Método Sol- Gel de las nanopartículas de TiO2 

El método de síntesis de sol-gel es unas de las  técnicas más fáciles y eficaces para 

sintetizar diferentes NPs de TiO2  debido que es una   técnica económica utilizada 

en la fabricación de nanopartículas en donde se puede  obtener una  alta cantidad  

en los  cristales  de óxidos los cuales permiten  la regulación del tamaño como la 

morfología de su superficie de las NPs, como también   se ha verificado como una 

ruta superior para controlar el volumen, propiedades superficiales de los óxidos a 
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baja temperaturas, además de disposición de fases en precursores de diversas 

concentraciones, y es simple de realizar (48).  

 

Figura 4. El proceso de hidrólisis, condensación y calcinación del método sol-gel en la 

síntesis de las nanopartículas cristalinas de anatasa, rutilo y brookita TiO2.(49). 

 

El método sol-gel para la síntesis de NPs de TiO2 es un  proceso de transformación 

de los soles (son partículas sólidas que están suspendidas en líquido) en geles  (son 

redes de soles de las partículas) que involucra  dos reacciones principales: hidrólisis 

y condensación, previa a la obtención de nanopartículas de TiO2 cristalinas por 

calcinación véase la Figura 4 que explica las etapas de método sol- gel para la 

síntesis de las NPs de TiO2 (49). 

Para sintetizar las NPs de TiO2, los precursores comúnmente más usados incluyen 

el Ti(OBu)4, TiCl3, TiCl4, TiBr4 ya que estos precursores luego se hidrolizaron 

agregando agua u alcoholes (hidrólisis), lo que resultó en la formación de una red 

tridimensional compleja que dependiendo de la  relación precursor-agua y el pH  se 

obtendrá diferentes tamaños como morfologías de las nanopartículas, en la fase de 

calcinación debe determinarse cuidadosamente ya que la transformación de fase 

del TiO2 está muy influenciada por la temperatura empleada dando como resultados 

los   polimorfos cristalinos de TiO2 (anatasa, rutilo y brookita) se forman así a partir 

de la suspensión coloidal y dependiendo de los parámetros(50). 
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Aplicaciones de las nanopartículas de dióxido de titanio TiO2 

 

Las aplicaciones que tienen las nanopartículas de TiO2 tienen una amplia gama en 

las distintas áreas incluidos materiales electrónicos, energía, medio ambiente, salud 

y medicina, catalizadores, física, química, entre otros. Algunas áreas son como en 

la industria farmacéutica se usan para la producción de cremas dermatológicas, 

protectores solares y fabricación de medicamentos, en la industria cosmética para 

la fabricación de shampoo, cremas, bálsamos labiales y maquillaje como colorante 

en plásticos blanco, en la industria alimentaria  como pigmento alimentario, en la 

fabricación de alimentos enlatados, aditivos alimentarios y además que  ayudan a  

proteger a los alimentos, las bebidas y los suplementos, como en la 

manufacturación de pinturas, tintas y de papel, para opacificar los materiales 

plásticos otros usos son como la generación y almacenamiento de energía, en la  

tecnología de imagen en la fabricación de celdas solares, dispositivos 

electromagnéticos, transistores de electrones, plantas productoras de energía como 

en la purificación del agua y aire, como agentes desinfectantes y de limpieza (51–

53). 

Las NPs de TiO2  por sus propiedades son utilizadas en medicina como material 

reforzado o recubrimientos para la superficie desnuda de los implantes de titanio, 

esto  para cubrir algunas de las deficiencias de los implantes de titanio en la 

fabricación de medicamentos para la  osteoporosis, anticancerígenos y antibióticos, 

y usarse como sistemas locales de administración de medicamentos y también 

como dispositivos antibacterianos a base de TiO2  para la prevención y el tratamiento 

de infecciones, de tal forma como desinfectante de los dispositivos médicos y 

hospitalarios como en la fabricación de biosensores, agentes fotosensibilizadores 

en el tratamiento del cáncer, así como en la inactivación fotodinámica de bacterias 

resistentes a los antibióticos véase la figura 5 que explica los usos actuales y futuros 

de las NPs TiO2 (54,55). 
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Figura 5. Aplicaciones actuales y usos potenciales en un futuro de  las NPs de TiO2 (44). 

 

Aplicaciones de las nanopartículas de dióxido de titanio TiO2 en 

odontología   

 

El uso que tiene las NPs de TiO2 en odontología son muy amplias ya que  se  utilizan 

en las diferentes áreas de la odontología pero en general su uso es muy extenso 

que van desde la odontología preventiva, en el diagnósticos, como en los  

tratamiento de patologías, enfermedades relacionadas a la cavidad oral, mejorar la 

eficacia de los materiales y dispositivos dentales  existentes en el mercado, como 

de tal manera usado como agentes antimicrobianos, antifúngicos y antivirales  

debidos a  las propiedades que poseen las NPs de TiO2 (56,57). 

 Algunos ejemplos más comunes y explotados del uso de las NPs de TiO2 en 

odontología es para la fabricación de pastas y enjuagues bucales como 

desinfectantes orales, pero también tienes muchos más usos específicos en cada 

una de las ramas de la odontología  véase la tabla 1 y la figura 6 (58–60). 
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Figura 6. Ejemplos de materiales dentales que contienen NPs de TiO2 en su composición, 
se usan como recubrimientos en su superficie o son utilizados  para   tratamientos (59). 

 

Tabla 1. Uso de las nanopartículas de  TiO2 en los campos de odontología (61,62)  

Ortodoncia  Prótesis/Operatoria  Periodoncia 

/Implantología 

Endodoncia 

 

Patología  
/Cirugía 

Fabricación para 

brackets y ligas como 

alambres, adhesivos, 

resinas y acrílicos.  

 

1.Agentes 

Blanqueadores, 

resinas y ionómeros 

de vidrio, resinas 

fluidas y adhesivos. 

2.En el 

pretratamiento de la 

superficie de la 

dentina o el esmalte. 

 

1.Desinfectantes 

antibacterianos 

orales. 

2.En la 

fabricación de 

implantes o 

recubrimientos 

para implantes. 

3.Como enjuague 

dental. 

1.Selladores de 

conductos 

apicales y 

materiales de 

obturación. 

2. En el 

tratamiento de la 

hipersensibilidad 

dental. 

1.Tratamiento 

de tumores 

orales o en la 

fabricación de 

medicamentos.  

2.En la 

fabricación de 

placa óseas y 

férulas.  

3. Como agente 

antifúngico. 
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4. En 

biomateriales. 

5.En la 

fabricación de 

pastas dentales. 

 

3.En soluciones 

para irrigar los 

conductos. 

4.Como 

aditamento para 

el MTA (63). 

5.En 

recubrimientos 

de limas 

rotatorias. 

  

Aplicación y efecto antimicrobiano de las nanopartículas de TiO2 

en odontología 

 

El uso y aplicación que tiene las nanopartículas de dióxido de titanio como agente 

antibacteriano usado en el campo de la  odontología y en la medicina es muy 

investigado debido a que tienen excelentes propiedades antibacterianas más altas 

que la clorhexidina u otros agentes antibacterianos, ya que poseen un color 

agradable, tienen una alta biocompatibilidad, además que las NPs de TiO2 han 

demostrado tener propiedades antiadhesivas frente a Streptococcus mutans, esto 

debido al fuerte poder oxidante por generación de radicales libres que forman un 

nivel de energía tan alto que pueden reaccionar con diferentes materiales orgánicos 

y degradarlos, como también el tamaño de las NPs facilita su penetración en los 

túbulos dentinarios  y su probable liberación sostenida, posterior y  así  poder tener 

efectos antibacterianos más prolongados, las nanopartículas pueden inhibir la 

adherencia bacteriana y por lo tanto, la proliferación de bacterias (64,65). 

Además que el efecto antimicrobiano también podría atribuirse a las propiedades 

de la superficie y la estructura de las nanopartículas de TiO2 que incluyen; ser 

nanocristalino, efecto de superficie hidrófila, reflectividad infrarroja y actividad 

antimicrobiana sin contacto debido a estas propiedades pueden  interferir con los 

mecanismos biológicos vitales incluyendo la respiración, la reacción de fosforilación 
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oxidativa y semipermeabilidad, su mecanismo de acción simplificado de las  NPs de 

TiO2 contra las bacterias, su efecto antimicrobiano en materiales dentales se ilustra 

en la tabla 2 (66,67). 

    

 

 Tabla 2. Efecto antimicrobiano que tienen las nanopartículas de TiO2  en 

combinación con  materiales de uso Odontológico. 

Autor y año Tamaño de NPs 
 

Bacterias  
 

Estudio 
antimicrobiano  

   

Aplicación  
 

Ibrahimn et 

al.2017(68). 

21 nm en combinación 

–(Quitosano).  

Streptococcu

s mutans 

  Ensayo de MTS  Cemento de 

ionómero de 

vidrio (GIC) 

Karasenkov et 

tal.2015 (36). 

100 y 200 nm (agua 

bidestilada). 

Escherichia coli, 

Bacillus cereus 

   Difusión agar  Agente 

antibacteriano 

Ahrari et al. 

2015 (69) . 

40 y 60 nm (agua). Streptococcus 

mutans y 

Streptococcus 

sangius 

  Difusión en agar Enjuagues 

bucales 

Ragheb et al. 

2021(70). 

< 20 nm (monómero) Candida 

albicans  

Staphylococcus   

aureus 

Staphylococcus 

epidermis 

 Difusión en agar  Aditamento de   
prótesis 
dentales. 
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Rimjhim et al. 

2016 (71) . 

50 nm  

 

Streptococcus 

mutans y 

Enterococcus spp, 

Prevotella, 

Selenomonas, 

Fusobacterium, 

Pseudomonas spp, 

Lactobacillus 

fermentii y 

Peptostreptococcus 

spp. 

Difusión en pozo 

de agar 

Pasta dental y 

colutorios. 

 

Ácido Hipocloroso  

 

El ácido hipocloroso (HOCl) es un desinfectante y sanitizante ideal el cual no es   

citotóxico, es  ideal  para  desinfectar las superficies, como no  corrosivo, efectivo 

en varias formas y de bajo costo, además que el  HOCl es una sustancia endógena 

en todos los mamíferos y es eficaz contra una amplia gama de microorganismo, 

además  de ser un poderoso agente oxidante/desproteinizante en solución acuosa 

también tiene propiedades tanto proinflamatorias como antiinflamatorias y parece 

desempeñar un papel importante en el sistema inmunitario ya que se clasifica dentro 

del grupo especies reactivas del oxígeno (ROS) que son producidas por las células 

del sistema inmune que son los  neutrófilos y macrófagos durante una etapa  

inmunológica y biológica  conocido como "estallido respiratorio" durante la 

fagocitosis de los antígenos véase la figura 7 que representa la producción del HOCl 

a nivel intracelular (72,73). 
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Figura 7. Se observa  la producción de HOCl y como se obtiene a  nivel intracelular 
durante el proceso del  estallido respiratorio, esta existe debido a la fagocitosis de 
un antígeno, la cual es  representara en la figura  de una manera esquemática  (73). 

 

El ácido hipocloroso (HOCl) es utilizado para prevenir enfermedades, para disminuir 

la inflamación y acelerar la curación de heridas con menos efectos secundarios 

adversos, hasta la fecha ha habido numerosos informes sobre la potente actividad 

microbicida y la seguridad de HOCl en la desinfección ambiental y la antisepsia. Los 

estudios in vitro también han demostrado que el HOCl es un excelente  agente 

antimicrobiano  no antibiótica con efectos significativos sobre los  siguientes 

microorganismos patógenos orales como son el  Streptococcus mutans, 

Streptococcus sanguinis, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, y varillas entéricas que viven en la 

biopelícula dental de los dientes y los implantes dentales y también es eficaz contra  

micobacterias, esporas, hongos, virus e  incluso el resistente Clostridium difficile por 

lo tanto es utilizado en odontología como medicina como agente antimicrobiano 

debido a los distintos  mecanismo de acción antibacteriana que tiene el HOCl véase 

la figura 8 que explica los diferente mecanismo antibacteriano del HOCl (74,75) 
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Figura 8. Mecanismos de acción del HOCl contra las células bacterianas(76). 

Aplicaciones del Ácido Hipocloroso  en odontología  

 
 En odontología el ácido hipocloroso (HOCl) es usado debido a su bajo peso 

molecular que le  permite una difusión rápida y a la falta de carga que evita que sea 

repelido por las superficies de células bacterianas cargadas negativamente, el HOCl 

tiene un alto  potencial para usarse como sustancia antimicrobiana contra las 

biopelículas de una variedad de bacterias orales, además de no causar la erosión 

en la superficie del diente y de no que afectar  la viabilidad de los queratinocitos y 

que pueda ser capaz de disolver y eliminar la fase orgánica del barrillo dentinario 

(77,78). 

También es empleado como un enjuague bucal (particularmente eficaz después de 

cualquier tipo de cirugía bucal), en el  tratamiento de agua de las  unidades dentales, 

en el área de endodoncia como una solución de irrigación endodóntica y como 

agente quimioterapéutico para el tratamiento de la periodontitis como también el 

HOCl es efectivo para limpiar superficies de implantes contaminadas con 

biopelículas y tiene el potencial de ser un antiséptico para el tratamiento de la 

perimplantitis como un  desinfectante de impresiones e instrumentos dentales, 

baños ultrasónicos y también tiene un uso como desproteinizante del barrillo 

dentinario véase la tabla 3 sobras aplicaciones antimicrobianas del HOCl en 

odontología(79). 
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Tabla 3. Efecto antimicrobiano en odontología y  medicina  del Ácido hipocloroso 

como aplicaciones. 

Autor y Año Tipo y 

concentración del 

ácido hipocloroso 

usado  

Estudio 

antimicrobiano   

Bacterias  Uso  

Anwar et 
al.2022 
(80). 

Ácido hipocloroso 
al 0,01% 

Ensayo en agar por el 
método  de difusión 
en pocillos de copa 
de Kirby-Bauer. 

Enterococcus 
faecalis 

Solución de irrigación 
de heridas 

Chen et al. 
2106(79). 

Relación de 
volumen 4:1 de 
HOCl 

Ensayo alamarBlue y 
la detección de 
lipopolisacáridos 
(LPS) 

Enterococcus 
faecalis 
Escherichia coli 
Streptococcus 
sanguis 
Porphyromonas 
gingivalis 

Agente antimicrobiano  
de superficies de 
implantes titanio 
contaminadas 

  
Feng et 
al.2002(81). 

El HOCl comercial 
en  550 ppm y 
experimental  de  
750 ppm   

Difusión en agar Enterococcus  
faecalis 

Desinfectante de 
superficies  

 
Haapasalo 
et al.2010 
(82) . 
 

Aquatine 
Endodontic 
Cleanser 

Modelo in-vitro con 
dientes  

Enterococcus 
faecalis 

Solución de Irrigación 
del sistema de 
conductos 

 

Hsieh et 
al.2020 
(83). 
 

Agua EO 
compuesta por 
ácido  hipocloroso 
(HOCl) 

Difusión  Streptococcus 
mutans 

Enjuague bucal 

Shajahan et 

al.2016(84). 

 

200 ml de solución 
desinfectante 
(clean cert) en 
cada depósito de 
agua  

Análisis con el 
microscopio 
electrónico de barrido 
(SEM)  

Biopelícula Desinfectante para 
desinfectar las líneas 
de agua de la unidad 
dental 
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 Células madre de la papila apical (SCAPs) 

 

La papila apical es la porción apical de la papila dental, está unida libremente al 

ápice se encuentra solo en dientes de crecimiento antes finalización del desarrollo 

de la raíz dental, en el desarrollo  de los dientes permanentes en erupción además 

esta contribuye a la formación de los  dientes ya que existe una zona rica en células 

entre la papila apical y la pulpa dental (85). En los últimos años se descubrió que  la 

papila apical  tiene una gran importancia en la maduración como formación de la 

raíz dental  y de las células madre de la papila apical (SCAPS)  que son de células 

madre mesenquimales células aisladas de la papila apical permanente inmadura 

humana que  fueron inicialmente aisladas por Sonoyama en el año de  2006  que 

tiene la capacidad de diferenciarse en osteoblastos, odontoblastos y adipocitos 

como también de poder diferenciarse en otros tipos de células no nativas, como las 

células neurales, condrocitos y los hepatocitos, además las SCAPs tienen un alto 

potencial proliferativo de regeneración de dientes a base de célula por lo cual 

SCAPs  parece ser más adecuado para la regeneración de tejidos que DPSCS y las 

PDLSC  porque SCAPs tiene una mayor una mayor capacidad para la regeneración 

nervios y potencial de mineralización y de poseer la capacidad de diferenciarse en 

células multilínea, pueden considerarse como una fuente de células prometedor 

para las terapias basadas en células madre (86,87). 

 

El uso que tienen la SCAPs en la actualidad es el tratamiento de endodoncia 

regenerativa  para apoyar el desarrollo de la raíz de los dientes inmaduros que 

anteriormente experimentaron necrosis de pulpa y periodontitis periapical ya que se 

ha demostrado que las SCAPs demuestran la capacidad de promover la 

regeneración de tejidos mineralizados dentro de la raíz de los dientes previamente 

necróticos o en el tejido periapical después de que se resuelve la infección severa 

ya que las SCAPs tienen aptitud inherente para sobrevivir como  prosperar en un 

entorno hipóxico debido a que su nicho normalmente está poco vascularizado y su 

nutrición depende de la difusión pasiva de los tejidos circundantes (88,89). 
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Ensayo de MTT 

La prueba de MTT se usa  para cuantificar  la actividad metabólica celular, como  

indicador de la viabilidad, la proliferación celular, para evaluar la citotoxicidad de las 

nanopartículas o de los nanomateriales. Es un ensayo colorimétrico que se basa en 

la reducción de la sal de tetrazolio amarilla (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio o conocido como MTT) llevada a cabo por la enzima mitocondrial 

succinato-deshidrogenasa  a cristales de formazán de color morado por las células 

metabólicamente activas, las células viables contienen enzimas oxidorreductasas y 

deshidrogenasa y donantes de electrones dependientes del NADPH que reducen el 

MTT a formazán (90). Los cristales de formazán insolubles se solubiliza con un 

disolvente como el dimetilsulfóxido (DMSO) para una medición homogénea y la 

disolución coloreada resultante se cuantifica midiendo la absorbancia de  la cantidad 

de formazán  que se refleja por medio de la densidad óptica en un rango de a 540 

y 720 nm con un espectrofotómetro multipocillos de barrido multipocillo (lector 

ELISA) y muestran un alto grado de precisión véase la figura 18 que explica los 

mecanismo general del ensayo de MTT (91). Cuanto más oscura sea la disolución, 

mayor la cantidad de formazán producido que resulta ser el número de células 

metabólicamente activas viables, pero no puede medir las células muertas, y la 

señal generada depende del grado de activación de las células(92). 

Este sistema de ensayo colorimétrico no radiactivo en el que se utiliza MTT fue 

descrito por primera vez por Mosmann et al en 1983  y mejorado en los años 

siguientes por otros investigadores (93). El ensayo de proliferación celular (MTT) es 

optimizado ya que  contiene reactivos listos para usar y no requiere pasos de lavado 

ni la adición de más reactivos (94). Se trata de un ensayo cuantitativo que permite 

una manipulación rápida, cómoda de un gran número de muestras y la ausencia de 

cualquier radioisótopo (95). 

Las pruebas (MTT) puede utilizarse para las siguientes  aplicaciones: 

● Medir la citotoxicidad  in vitro de los fármacos o compuestos a diferentes 

concentraciones en líneas celulares establecidas o células primarias de 

pacientes. 

● Pruebas de sensibilidad de nuevos medicamentos. 
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● Estudio de resistencia cruzada entre fármacos relacionados y no 

relacionados. 

● Medición de la proliferación celular en respuesta a factores de crecimiento, 

citocinas y nutrientes. 

● Estudia  la activación celular. 

● Cuantificación del crecimiento y la viabilidad celular. 

● La actividad mitocondrial/metabólica de las células. 

● Determinar el crecimiento bacteriano 

● Ensayos de actividad antimicrobiana (96,97). 

 

Ensayo de XTT  

 

El ensayo colorimétrico para la cuantificación no radiactiva ya que no utiliza  

isótopos radiactivos, de la proliferación celular, la viabilidad y la citotoxicidad  que 

utiliza el  2,3 bis (2 metoxi-4-nitro-5 sulfofenil) 2H tetrazolio, 5 carboxanilida (XTT) 

fue descrito por primera vez por Scudiere, P.A. et al. en el año de 1988 y mejorado 

en años posteriores por varios otros investigadores, este reactivo permite lecturas 

de absorbancia directas, eliminando así un paso de solubilización y acortando el 

procedimiento de ensayo de crecimiento de microcultivo, con la adición de 

metosulfato de fenazina (PMS) mejora  notablemente la reducción celular de XTT 

en un rango de 4hrs para medir la absorbancia se usa una longitud de onda  en de 

450- 660 nanómetros con un espectrofotómetro (lector ELISA) véase la figura 18 en 

donde explica los mecanismo del XTT (98,99). 

El nuevo reactivo XTT que es sensible al redox celular, a la reducción intracelular 

como también a las células que respiran activamente que se reducen mediante 

deshidrogenasas de células metabólicamente activas que  convierten el compuesto 

XTT que se basa en la reducción de una sal amarilla de tetrazolio  a un formazán 

que es soluble en agua de  un  color naranja correspondiente a la viabilidad celular 

relativa, esta conversión ocurre solo en células viables  proporcionando así un 

ensayo de crecimiento celular, citotoxicidad in vitro como también en la actividad 

metabólica, en pruebas antimicrobianas con posible aplicabilidad en una variedad 

de problemas en farmacología y biología celular, en la actualidad se usa más  ya 
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que  ofrece ventajas significativas sobre MTT, como resultado de la reducción del 

tiempo de ensayo y la manipulación de muestras, al tiempo que ofrece una 

sensibilidad equivalente (100,101). 
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Antecedentes 

En la actualidad no existe una línea de investigación  de una nanosolución de ácido 

hipocloroso (HOCl) con NPs de dióxido de titanio (TiO2) pero en cambio existen 

productos u investigaciones  similares que utilizan el HOCl, pero con diferentes tipos 

de nanopartículas que pueden ser metálicas u óxido metálicas en diferentes tipos 

de microorganismo como también con distintas aplicaciones por lo cual nos  da la 

pauta para seguir una línea de investigación parecida pero siguiendo un enfoque en 

el campo de odontología utilizando la NPs de dióxido de TiO2 debido a su 

propiedades y efecto antimicrobiano véase la tabla 4 de antecedentes de 

nanocompuestos/nanosoluciones de HOCl y la figura 19 que representa una 

patente y ejemplos la nanopartículas en combinación con el HOCl. 

 

Tabla 4. Antecedentes de la combinación de nanopartículas con  HOCl. 

Autor y Año NPs Tamaño y Forma Ensayo 

antimicrobiano 

Microorganismo

s 

Aplicación  

BÜYÜKÜNAL 

et 

al.2022(102). 

CuO 

ZnO 

AgO 

200 ppm HOCl + 

100 nm CuO 

200 ppm HOCl + 

100 nm ZnO 

200 ppm HOCl 

+100 nm AgO 

(Sigma-Aldrich 

792004) (Sigma 

Aldrich 721077), 

(Sigma-Aldrich 

730777) 

 

Difusión en agar  Salmonella 

Typhimurium, 

Salmonella 

Enteritidis, 

Salmonella 

Dublin 

Salmonella 

Infanti 

Desinfectante 

de superficies  

Kuwabara et al 

2020 (103) .  

Ag Las Ag NP eran 

esféricas con un 

tamaño de 

Modelo in vivo 

ratones diabéticos  

Pseudomonas 

aeruginosa 

Desinfectantes 

de heridas  
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partícula 

promedio de 5,17 

± 1,92 en 

soluciones de 

HClO (200ppm, 

pH 6,5) y 

compuestos 

CNFS/Ag NPs 
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Planteamiento del problema 

El uso continuo e inadecuado de los antibióticos por partes de los pacientes y 

algunos odontólogos han provocado la aparición de cepas bacterianas 

multirresistentes (MDR) en el campo de la odontología, causando que los 

antibióticos y agentes antimicrobianos que se utilizaban anteriormente en el 

tratamiento de infecciones de origen dental no tengan el mismo efecto, por lo cual 

se están buscando alternativas que no sean antibióticas, no provoquen resistencia 

y a su vez que no sean citotóxicas. 

Pregunta de investigación  

¿Existe un efecto antimicrobiano, antifúngico y no citotóxico usando la 

nanodispersión  de NPs de TiO2  con HOCl como agente antimicrobiano en 

odontología? 

Justificación 

● Las NPs de TiO₂ pueden reducir el crecimiento bacteriano de bacterias 

multirresistentes al dañar las membranas celulares bacterianas, lo que 

conduce a una mayor permeabilidad y como consecuencia de la pérdida de 

componentes celulares vitales a la muerte de las bacterias, para  tener el 

efecto antibacteriano deseado(104) . 

● El uso de las NPs TiO₂ en combinación con un  agente antimicrobiano usado 

ya comercialmente como el  HOCl para caracterizar  una nanodispersión de 

los dos, puede ayudar a obtener una mayor eficacia antimicrobiana contra 

los microorganismos  multirresistentes a los medicamentos ya que el HOCl 

es un agente antimicrobiano no antibiótico, clasificado biológicamente como 

una especie reactiva del oxígeno, lo cual le  es extremadamente eficaz y 

rápido ya que actúa localmente, reacciona con diferentes moléculas como 

lípidos, nucleótidos y proteínas de microorganismos tanto en  bacterias 

Gram-negativas y Gram-positivas, como en  cepas de Candida (105). 
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Objetivos 

General 

Comparar el efecto antimicrobiano, antifúngico y citotóxico de la  nanodispersión del 

HOCl con las NPs de TiO2 tanto experimental y comercial. 

Específicos  

Sintetizar las NPs con el proceso de sol-gel. 

Formar la nanodispersion coloidal de NPs TiO2 (comerciales y 

experimentales) con HOCl. 

Caracterizar NPs TiO2, nanodispersión coloidal NPs TiO2 / HOCl. 

Evaluar el efecto antimicrobiano y antifúngico de la nanodispersión de las 

NPs de TiO2 tanto experimental y comercial. 

Evaluar el efecto citotóxico de la nanodispersion del HOCl con las NPs de 

TiO2 en  las células cultivadas de  SCAPs.  

Comparar la eficacia antimicrobiana, antifúngica y citotóxica entre la 

nanodispersión de las NPs de TiO2 comerciales y experimentales  

 

Hipótesis 

Hipótesis del estudio 

Las NPs de TiO₂ tendrán un efecto antimicrobiano en cultivo con Streptococcus 

mutans, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus y un efecto antifúngico en 

Candida albicans  sin ser citotóxico lo que permitirá su posible aplicación como un 

agente antimicrobiano de uso odontológico. 

Hipótesis alternativa 

Las NPs de TiO₂ tendrán un efecto antimicrobiano en cultivo con Streptococcus 

mutans, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus y un efecto antifúngico en  

Candida albicans  siendo citotóxico lo que no permitirá su posible aplicación como 

un agente antimicrobiano de uso odontológico. 
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Marco metodológico 

Tipo de estudio: Experimental e in vitro puro. 

Diseño del estudio: Descriptivo, prospectivo, comparativo y puro. 

Universo o Población del estudio/muestra 

 

Universo de estudio: 

1. Las NPs de TiO2 experimentales con HOCl en las concentraciones a evaluar  

y grupo control positivo, negativo y el HOCl. 

2. NPs de TiO2 comerciales con HOCl  en las  concentraciones evaluar  y grupo 

control positivo y negativo y el HOCl. 

3.  El número de las células orales cultivadas del tejido oral humano 

específicamente de SCAPs. 

4. Microorganismos Streptococcus mutans, Candida albicans, Staphylococcus 

aureus, Enterococcus faecalis. 

Muestra: No probabilístico. 

Tamaño de  la muestra: Es un triplicado de las pruebas independientes n=9 

Criterio de selección del estudio 

Criterios de inclusión 

● Ácido hipocloroso de la marca Water COT (Consorcio Odontológico 

Traslacional, Toluca del Estado de México). 

● Nanosolución de las  NPs de TiO2 experimentales mediante el método sol-

gel de morfología anatasa con un tamaño de 15 nm. 

● Nanosolución de las  NPs de TiO2 comerciales marca Sigma-Aldrich de 

morfología anatasa de tamaño de  25 nm con una pureza de 99.7%. 

● Microorganismos: Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, 

Staphylococcus aureus y Candida albicans. 

● Cultivos celulares de SCAPs con confluencia mayor de al 80% con una 

densidad mínima de (1 x105  cel/mL)  
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Criterios de exclusión 

● Nanosolución  de HOCl que no permitan la  dispersión  NPs de TiO2 

experimentales y comerciales. 

● Cultivos celulares con más de 15 divisiones. 

Criterios de eliminación 

● Cultivos celulares y/o bacterianos contaminados. 

● Cajas Petri con superficies anormales y con áreas que no estén bien  

sembradas. 

● Agares con más de un mes de almacenamiento.  

● Nanodispersión de HOCl y NPs de TiO2 de comerciales y experimentales 

contaminados.  

● Muestras que no presenten proliferación después de 24 horas. 

 

Variables del estudio 

Variables dependientes 

Variable 

Definición 

Conceptual 

Definición operacional 
Tipo de 

variable 

Escala de 

medición 

CC         Citotoxicidad  

  

Establece la 

cantidad de las  

células que están 

vivas en la muestra 

total de células en 

un determinado 

tiempo. 

Mediante ensayo biológico 

de  MTT con el valor de 

absorbancia de 550 nm. 

Cuantitativa 

Continua 

 

  

Razón 

 

 

Efecto 

antimicrobiano 

Determina el 

crecimiento del 

microorganismo 

infectante o el 

patógeno, que es 

Mediante el método de 

determinación de sensibilidad 

antimicrobiana, por difusión 

en agar y la microdilución. 

Cuantitativa 

Continua  

Razón 
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inhibido por una 

concentración de 

un  agente 

antimicrobiano en 

una muestra total 

de bacterias. 

En el método de 

microdilución para evaluar el 

efecto antimicrobiano se 

realizó un ensayo de MTT 

bacteriano y XTT antifúngico 

con el valor de absorbancia 

de 550 nm para MTT  y de 

510 nm para XTT. 

 

 

Variables independientes 

 

Variable 

Definición 

Conceptual 

Definición 

operacional 

Tipo de 

variable 

Escala de 

medición 

Concentración de 

nanopartículas  

Es la relación que se 

establece al comparar 

la cantidad de soluto y 

el nivel de disolvente 

presentes en una 

disolución. 

Cantidad de 

nanodispersión  de 

las nanopartículas 

de dióxido de 

titanio presentes 

en la solución 

HOCl. 

Cuantitativa 

Continua 

 

 

 

Ordinal 

 

 

 

Células  SCAPs  

Son células madres de 

la papila apical que se 

sitúan de los dientes 

permanentes e 

inmaduros, que tienen  

las  capacidades  de alto 

potencial proliferativo, 

Se colocó la 

concentración de 

la nanodispersión 

de HOCl con la 

NPs de TiO2 en 

contacto con las 

SCAPs. 

Cuantitativa 

Continua 

 

 

 

 

Razón 
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de autorrenovación, de 

diferenciación celular  y 

baja inmunogenicidad. 

Tipo de 

nanopartículas  

Nanopartícula en  forma 

anatasa y esférica, 

menor de 50 nm en 

nanodispersión en HOCl 

Se colocó  la 

nanodipersión 

para evaluar efecto 

antimicrobiano y 

citotoxicidad 

Cuantitativa 

Continua  

 

 

Razón  

 

Diseño metodológico experimental 

Materiales para los ensayos 

Equipos  
 

● Campana por flujo laminar para bacterias horizontal (LumisellMR LH-120, 

Guanajuato, México) 

● Campana por flujo laminar para levaduras (Thermo Scientific ™, Grand 

Island, New York) 

● Centrifugadora (Beckman, J2-MC, Indianapolis, USA) 

● Incubadora (Binder,Tuttlingen , Germany) 

● UV-VISIBLE SPECTROSCOPY (Thermo Scientific™, Grand Island, New 

York, USA) 

● Agitador magnético IKA C-MAG HS7 (IKA Works, Wilmington, USA) 

● Balanza analítica (Denver instrument, Colorado, US) 

● Vortex (Genie 2 Daigger, Vernon Hills, Illinois, US) 

● Densitómetro (Grant-bio, Grant Instruments, Cambridge, United Kingdom) 

● Incubadora de agitación (VORTEMP 1550 LABNET, Edison, Nueva  Jersey, 

US) 

● Autoclave (Tuttnauer, Hauppauge, Nueva York, USA) 

● Microscopio óptico (LEICA DM IL LED, Wetzlar, Germany) 

● Horno de mufla de Thermolyne ™ (Thermo Scientific ®. Grand Island, New 
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York, USA) 

● Aspirador de laboratorio Accuris ASPIRE™ (Accuris Instruments, Edison, 

New Jersey, USA) 

● Filtro Millipore ® (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) 

●  Baño de Ultrasonido Elmasonic P (Elma, Frechen, Germany) 

● Campana de flujo horizontal para células (Biobase, Wolfenbüttel, Alemania)      

Muestras 

● Nanopartículas de TiO2 en forma anatasa del tamaño de 15 nm  que se 

obtuvieron de manera experimental por el método sol-gel 

● Nanopartículas  de TiO2 en forma anatasa del tamaño de  25 nm con pureza 

de 99.8% (Sigma-Aldrich, Estado de México, México) 

● Ácido hipocloroso de la marca Water COT (Consorcio Odontológico 

Traslacional, Toluca del Estado de México) 

● Nanodispersión de  HOCl con las  nanopartículas en forma anatasa de  TiO2  

experimentales  

● Nanodispersión de HOCl con nanopartículas de TiO2 comerciales (marca 

Sigma-Aldrich). 

● Clorhexidina (FGM, Joinville, Santa Catarina, Brasil) 

● Agua estéril  Inyectable Pisa Frasco con 500 ml (Laboratorios  PISA, 

Guadalajara, Jalisco, México) 

● Bacteria ATCC. S. mutans Clarke 35668 

● Bacteria Enterococcus faecalis aislado clínico  

● Levadura ATCC. Candida albicans Clarke   90028 

●  Bacteria Staphylococcus aureus aislado clínico  

● Células SCAPs de aislado clínico  

Instrumental  

● Micropipetas de 1000,200 µL (Thermo Scientific™, Austin, TX, EUA) 

● Micropipetas de  50.0 µL (Thermo Scientific™, Austin, TX, EUA) 

● Micropipetas de 1.00 µL (Thermo Scientific™, Dallas, TX, EUA) 

● Placa de Petri  pequeñas de 6-cm  y  grandes de 10- cm (Thermo Scientific, 

Richardson, TX, EUA) 
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● Frascos de vidrio autoclavable de 3,3 x 250 ml  (KIMAX) 

● Matraz Erlenmeyer  

● Vaso de precipitados  

● Mortero de porcelana 

● Asa bacteriológica  

● Tubos falcón  de 10 mL y de  50 mL 

● Tubos Eppendorf de 1.5 mL y de 5mL 

● Microplacas de 96 pozos (Thermo Scientific, Denver, CO, EUA) 

Insumos  
 

● Medio de cultivo para células  DMEM (Minimum Essential Medium Eagle) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% antibiótico penicilina-

estreptomicina y 1% de glutamina (Sigma-Aldrich, Sain Louis, MO, USA)  

● Buffer de fosfato (PBS, Ph 7.4) 

● Bromuro de tetrazolio (Sigma -Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 

● Dimetilsulfóxido (MEYER, Tláhuac, México) 

● Cloruro de titanio IV (  Fluka ® Analytical Monterrey, N.L, México) 

● Alcohol Etílico Absoluto (Karal, León, Gto, México) 

● Campo operatorio  

● Agua bidestilada (Karal, León, Gto, México) 

● Agar Mueller Hinton Broth (Sigma – Aldrich Saint Louis, MO, USA) 

● Agar Mueller Hinton™ (Becton  Dickins, Cuamatla Estado de México, México)  

● Agar Dextrosa Sabouraud Oxoid ™ (Becton Dickins, Cuamatla, Cuautitlán 

Izcalli, Estado de México, México)   

● Agar Enterococcus Selective Agar (Sigma – Aldrich Saint Louis, MO, USA) 

● RPMI Medium 1640 (Gibco ® Grand Island, New York, USA) 

● Ácido 3-morfolinopropanosulfónico, (MOPS 500 G, J.T Baker ®, Ecatepec 

de Morelos, Estado de México, México)  

● Solución de cloruro de sodio (Sigma – Aldrich Saint Louis, MO US) 

● Membrana de filtración (Thermo Scientific ®. Grand Island, New York, USA) 

● XTT sodium salt, (Sigma -Aldrich, Saint Louis, MO US) 

● Phenazine methosulfate (PMS, Sigma -Aldrich, Saint Louis, MO US) 
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Desarrollo de la metodología 

Cada uno de los experimentos se llevó a cabo en la Escuela Nacional de Estudios 

Superiores (ENES) Unidad León (UNAM) en las  instalaciones del Laboratorio de 

Investigación Interdisciplinaria (LII) en el área de Nanoestructuras & Biomateriales. 

Síntesis de las nanopartículas de TiO2  

Para sintetizar las nanopartículas experimentales de dióxido de titanio (TiO2) que se 

utilizaron para la nanodispersión de HOCl para los ensayos de susceptibilidad 

antimicrobiana y de citotoxicidad  se optó por realizar el método sol- gel ya que se 

podría obtener una NPs en forma anatasa similares a las  NPs comerciales que se 

utilizarían  para comprar, cual tiene mayor eficacia en las pruebas previamente 

mencionadas. Así que se procedió a colocar en un vaso de precipitado los 60 mL 

de alcohol etílico absoluto, después se coloca en una plancha de calentamiento con 

agitación en una temperatura de 120° C por  1 hora, posteriormente se agregan 6mL 

del precursor de TiCl4, en el proceso de gelatinización, las especies TiCl absorbieron 

agua de la atmósfera para formar el precursor Ti(OH)4,que se polimeriza para 

convertirse en un polímero inorgánico que se intensificó con el tiempo de 

gelatinización. Finalmente, el polvo obtenido en la etapa de gelificación, se colocó 

en la vasija del mortero en donde se calcinó en el horno de mufla de Thermolyne™  

una temperatura de  500°C  por 1 hora, para  eliminar el componente  orgánico del 

precursor y con el mortero se procedió a triturar los granos gruesos del polvo, para 

obtener las NPs de TiO2 en forma anatasa, en un tamaño de grano del polvo 

homogéneo y fino (106). 

Dispersión de las nanopartículas dióxido de titanio (TiO2) en  el 

Ácido Hipocloroso (HOCl) 

En la  balanza analítica se pesó la cantidad de 25 µg tanto de nanopartículas 

experimentales, comerciales y posteriormente en un tubo Falcón de 50 mL con la 

ayuda de la pipeta se colocó 25 mL del ácido hipocloroso de la marca Water COT y 

ya después se agregó los 25 µg de  las nanopartículas en el tubo Falcón con los 25 

mL de ácido hipocloroso y posteriormente se colocó el tubo Falcón en la tina de 

ultrasonido y se sonificó por 1 hora, después se pasó a vortex por 5 minutos  hasta 
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obtener una mezcla homogénea, para evitar la sedimentación de las nanopartículas 

y obtener una nanodispersión  del  HOCl  con  las  NPs de TiO2  tanto experimentales 

y comerciales  en solución stock de 25 µg de NPs de TiO2/ 25 mL de HOCl véase la 

figura 9 en donde explica el procedimientos de la dispersión las NPs  experimentales  

y la figura 10 de la dispersión de la nanopartículas comerciales en el HOCl. 

 

Figura 9. Diagrama de cómo se realizó la nanodispersión de las nanopartículas de TiO2 
experimentales disueltas en  el HOCl de la marca Water COT. (Fuente propia- BioRender) 

 

Figura 10. Diagrama de cómo  se realizó la nanodispersión  con las nanopartículas de TiO2 
comerciales de Sigma -Aldrich disuelto en el HOCl de la marca Water COT. (Fuente propia- 
BioRender) 

Susceptibilidad antimicrobiana y antifúngica 

Para la evaluación del efecto antimicrobiano de la nanodispersión de las NPs de 

TiO2 en HOCl tanto experimental y comercial se utilizaron los siguientes 
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microorganismos: S. mutans, Candida albicans, S. aureus, S mutans y  E. faecalis 

en los siguientes ensayos in vitro; difusión en agar, difusión en pozo, microdilución, 

para la viabilidad bacteriana: reducción metabólica del MTT para el caso de 

bacterias y XTT fúngico para levaduras. 

Ensayo en agar por el método de difusión.(107) 

Se realizaron agares  Mueller Hinton™ (Becton Dickinson, Cuamatla, Cuautitlán 

Izcalli, Estado de México, México)  para cultivo bacteriano de S. mutans, y de S. 

aureus, en  el caso del  E. faecalis  se usó  agar Enterococcus Selective Agar (Sigma 

– Aldrich Saint Louis, MO US), para la levadura de C. albicans se usó  Agar Dextrosa 

Sabouraud Oxoid™ (Becton Dickinson, Cuamatla, Cuautitlán Izcalli, Estado de 

México, México) se pusieron  20 mL de  agar en las placa de Petri de 10 cm. 

Posteriormente se tomó un inoculo de cada microorganismo  antes mencionado y 

se incubó por 24 horas a 37°C, véase la figura 11 que explica la manera en la cual 

se siembra la bacteria para un cultivo joven. 

 

Figura 11. Proceso de cómo realizar un cultivo joven, en donde se muestra la manera en la 
cual se siembra la bacteria alrededor del plato de agar. (Fuente propia- BioRender) 

Se preparó una solución de trabajo utilizando  solución salina  isotónica al 0.85 % 

de NaCl estéril  en la cual  se suspendieron un  aproximado  de  3- 5 colonias  de 

microorganismos de 1mm de  diámetro, posteriormente se ajustó la dilución al 

patron de turbidez de 0.5 de la escala estándar de McFarland (equivalente a 1.5 

x108   UFC/mL). Una vez ajustada   la solución de trabajo se colocaron 90  µL y con 
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ayuda de un hisopo estéril se realizó un sembrado  de una manera homogénea  en 

las cuatro direcciones con la técnica de estriado. 

En la prueba por el método de difusión de agar se analizaron a los siguientes 

microorganismos  C. albicans, S. aureus y  S. mutans así que un  en los platos  con 

agar Mueller Hinton™ (Becton Dickinson, Cuamatla, Cuautitlán Izcalli, Estado de 

México, México) y Sabouraud Dextrosa Oxoid™ (Becton Dickinson de México, 

Cuamatla, Cuautitlán Izcalli, Estado de México, México) se colocó la nanodispersión 

de las NPs de TiO2 en ácido hipocloroso de 1000 ppm en las siguientes dosis  que 

fueron de 50, 25 ,12.5 µg/mL  de los 3 grupos controles  respectivamente, usando 

como control positivo clorhexidina y como control negativo agua bidestilada estéril, 

en donde se colocaron los discos de papel filtro en contacto  con en el agar y de 

igual   manera con los microorganismos e incubados por 24 horas véase la figura  

24 que representa la caja Petri que explica la forma en la cual se colocó los discos 

de papel en su concentraciones como también los controles negativos y positivos. 

 

Figura 12. Representa en la forma en la cual se acomodó alrededor de  la caja  los discos 
de papel estériles con las concentraciones de la nanodispersión como el control negativo 
con agua estéril y el control positivo de clorhexidina. (Fuente propia- BioRender) 

El efecto antimicrobiano se evaluó midiendo el diámetro de las zonas de inhibición 

producido por la nanodispersión véase la figura 12 que muestra los pasos 

simplificados de la prueba  de  agar por el método de difusión. 
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Ensayo en agar por el método en pozo  

Para el ensayo de difusión son los mismo pasos solo cambia en los siguiente: que 

en un plato con agar Mueller Hinton (Becton Dickinson de México, Cuamatla, 

Cuautitlán Izcalli, Estado de México, México) y Sabouraud Dextrosa (Becton 

Dickinson de México, Cuamatla, Cuautitlán Izcalli, Estado de México, México) se 

realizaron cortes circulares en el agar para la formación de pozos y se colocó en la 

dosis de 50, 25, 12.5 µg/ml de la 1000 ppm de la nanodispersión, clorhexidina 

(control positivo) y agua bidestilada (control negativo) para S. aureus, S. mutans y 

C. albicans, los platos fueron incubados por 24 horas, véase la figura 13  la cual 

representa como se colocaron los pozo en la caja Petri para evaluar el efecto 

antimicrobiano. 

 

Figura 13. Representación de la caja Petri de la colocación de los pozos en los controles 
tanto positivo (clorhexidina) y negativo (agua estéril) como las concentraciones que se 
analizaron de la nanodispersión. (Fuente propia -BioRender) 

Ensayo de microdilución.(107)  

Para conseguir los datos de susceptibilidad y determinar la concentración mínima 

inhibitoria de las distintas  concentraciones a valorar  de la nanodispersión, se optó 

por hacer los ensayos de microdilución en las microplacas de 96  pozos por 

triplicado por cada cepa bacteriana  a evaluar. 

Primero se empleó agar Mueller Hinton (Becton Dickinson, Cuautitlán Izcalli, Estado 

de México, México) para hacer cultivo bacteriano y para levaduras se usó agar 

Dextrosa Sabouraud (Becton Dickinson, Cuautitlán Izcalli, Estado de México, 
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México) para cultivo fúngico, en el caso de E. faecalis  se usó  agar Enterococcus 

Selective Agar (Sigma – Aldrich Saint Louis, MO US). Se agregaron  20 mL del agar  

correspondiente a la cepa bacteriana a evaluar dentro de las placas Petri  de  6 cm 

para obtener cultivo joven de cada cepa. 

Se elaboraron 1000 mL de caldo de agar mueller Hinton Broth (Sigma – Aldrich 

Saint Louis, MO US), luego se  agregó 15 mL de medio MHB en un tubo falcón de 

50 mL con el asa se tomó de 3 a 5 colonias bacterianas de S. aureus, S. mutans y 

E. Faecalis  del cultivo joven de cada bacteria. El tubo falcón con bacteria se colocó    

en agitación por la noche, en incubación a una temperatura constante de 37 °C 

(overnight de 16 a 18 horas), posteriormente  en un tubo falcón de 50  mL, se agregó  

7 mL de caldo de agar Mueller Hinton Broth y se colocó  aproximadamente 750 µL  

del overnight para preparar un inoculo estandarizado a  0.5 de la escala McFarland 

de cada bacteria. Después se preparó la solución de trabajo, colocando en un tubo 

falcón estéril  15 mL de medio correspondiente a cada microorganismo y se añadió  

15 µL del inóculo previamente ajustado (dilución 1:1000), para obtener una solución 

final de trabajo de 1x104 UFC/mL. 

Posteriormente se efectúo un stock de la dispersión con 25 µg de  NPs de TiO2  tanto 

experimental, comercial y 25 mL de HOCl con el cual se realizó las 

nanodispersiones, en las siguientes concentraciones para evaluar su efecto 

antimicrobiano que fueron al 100µg/ml,75 µg/ml,50 µg/ml, 25 µg/ml, 12.5 µg/ml 6,25 

µg/ml en el ensayo de microdilución. 

En una microplaca de 96 pozos se colocó la solución stock en las distintas 

concentraciones (100µg/ml,75 µg/ml,50 µg/ml, 25 µg/ml, 12.5 µg/ml 6,25 µg/ml), se 

agregaron 100 µL de la  bacteria previamente ajustada en cada pocillo. Se colocaron 

controles positivos y negativos, el HOCl sin nanopartículas se utilizó como blanco 

colocándolo con 100 µL de solución de trabajo. Las microplacas de 96 pozos con 

las diluciones a evaluar se colocaron en la  incubadora a una temperatura de  37°C 

durante 24 horas como en agitación.  
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Ensayo de MTT bacteriano  

Después de las 24 horas de incubación de los ensayos de microdilución a evaluar 

de cada una de las cepas  bacterianas, se  preparó el MTT bacteriano por lo cual  

en la balanza analítica  se pesó 0.0020g de bromuro de tetrazolio (Sigma -Aldrich, 

Saint Louis, MO US), posterior  a esto  se utilizó 10 ml de caldo Mueller Hilton el 

cual  se agregó dentro de un tubo  falcón de 15 ml en la campana de bacterias y ahí 

mismo se añadió  el bromuro de tetrazolio, después se  colocó en agitación por 15  

a 20  segundos hasta que esté  homogénea. Se removió el medio con  el  Aspirador 

de laboratorio Accuris ASPIRE™ (Accuris Instruments, Edison, New Jersey, USA) 

y se agregaron 100 µL del  MTT bacteriano preparado en cada pozo de la placa, se 

incubó  por 3 horas a una temperatura de  37 °C. Posteriormente se retiró  el MTT 

y se colocaron 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) y se dejó en incubación por 2 

horas pasando el periodo se efectuó la mediciones  de la absorbancia de cada una 

la cepas evaluadas  en el espectrofotómetro  de UV-Visible a una longitud de onda 

de 570 nm correspondiente a  S. aureus, en 550 nm respectivos a S. mutans y E. 

faecalis, véase la figura 24 en donde se observan los pasos que se llevan a cabo 

para el ensayo de MTT bacteriano véase la figura 14 que representa los 

procedimientos del ensayo del MTT bacteriano para determinar la actividad 

bacteriana.  
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Figura 14. Diagrama del procedimiento del ensayo de MTT bacteriano el cual se utiliza para 
determinar la actividad antimicrobiana de la nanodispersión de las NPs de TiO2 con el HOCl 
en la cepa de S. mutans, S. aureus, E. faecalis en una placa de 96 pocillos. (Fuente propia 
-BioRender) 
 

 

Microdilución fúngica.(107)  

Para obtener los datos de susceptibilidad antifúngica y como determinar la 

concentración mínima inhibitoria de las diferentes concentraciones de la 

nanodispersión se optó por hacer un ensayo de microdilución en microplacas  96 

pozos, realizar un  triplicado  para  evaluar C. albicans. 

Se hizo agar Dextrosa Sabouraud (Becton Dickinson de México, Cuamatla, 

Cuautitlán Izcalli, Estado de México, México) para cultivo fúngico de  C. albicans, el 

cual se obtiene agregaron 20 mL de agar en placas de Petri pequeñas. 

 

El siguiente paso fue elaborar 1 litro de RPMI Medium 1640 (Gibco ® Grand Island, 

New York, USA), el cual se ajustó el pH a una escala neutra  con ayuda  del  

potenciómetro, posteriormente se filtró con el Filtro Millipore (Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, Germany). Después se colocaron 15 mL de RPMI Medium 1640 en 

tubos falcón de 50 ml agregando de 3 a 6 colonia de la levadura. Posteriormente se 

colocó el tubo con bacterias en agitación por la noche, transcurrido el tiempo  en un 

tubo de densitómetro se añadió 7 mL de RPMI Medium 1640, se comprobó que el 

densitómetro marcará 0, se agregó aproximadamente 650 µL de Overnight de la 

cepa de C. albicans, el cual  se adaptó a una escala de 0.5 McFarland. Luego de 

haber ajustado la densidad en otro tubo falcón de 50 mL colocamos 30 mL de RPMI 

Medium 1640, agregamos 30 µL del hongo previamente ajustado. 

Previamente se realizó un stock compuesto por 25 µg de NPs de TiO2  tanto 

experimental, comercial y 25 mL de HOCl  con el cual se realizó las 

nanodispersiones, en las siguientes concentraciones para evaluar su efecto 

antimicrobiano que fueron al (100µg/ml,75 µg/ml,50 µg/ml, 25 µg/ml, 12.5 µg/ml 6,25 

µg/ml), en la prueba de microdilución. 
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En las microplacas de 96 pozos se colocó  la solución stock con la ayuda de la 

pipeta en sus distintas concentraciones (100µg/ml,75 µg/ml,50 µg/ml, 25 µg/ml, 12.5 

µg/ml 6,25 µg/ml y con sus respectivos controles), se agregaron 100 µL de la 

levadura  previamente ajustada en cada pocillo. Se colocaron controles positivos y 

negativos, el HOCl sin nanopartículas que  fueron  probadas  en 100 µL del  medio 

de trabajo, en el ensayo se realizó triplicado del experimento en donde cada uno se 

colocó en la incubadora a una temperatura de  37°C durante 24 horas y en agitación.  

Ensayo de XTT antifúngico  

Después de  24 horas de incubación del ensayo de microdilución, se preparó el XTT 

de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO US), se pesó en la balanza analítica 0.01 gr y 

posteriormente  se agregaron  25 µL de PBS,  nuevamente en la balanza analítica 

se pesó  un  total  de 0.0001 gr de Phenazine methosulfate (PMS, Sigma -Aldrich, 

Saint Louis, MO US) ya por último se utilizó 10 mL RPMI Medium 1640 (Gibco ® 

Grand Island, New York, USA) el cual  se agregó dentro de un tubo  falcón de 15 

mL en la campana de levaduras y ahí mismo se añadió tanto el XTT, PBS como el 

PMS y el cual se  agito en el por 20 segundos hasta que la solución sea homogénea. 

Se removió el medio con el Aspirador de laboratorio Accuris ASPIRE™ (Accuris 

Instruments, Edison, New Jersey, USA) y se agregan 100 µL de la solución de XTT  

en cada pocillo, la microplaca se incubó  por 3 horas a una temperatura de 37 °C. 

Después de tiempo se llevó a cabo la medición de la absorbancia en el 

espectrofotómetro de UV-Visible  a una longitud de onda en 510 nm para C. 

albicans. 

Ensayo de citotoxicidad de la nanodispersión de NPs TiO2 

comercial vs experimental en HOCl 

Se realizó el ensayo de citotoxicidad utilizando cultivo de (SCAPs) del laboratorio 

de investigación interdisciplinarias de la Escuela Nacional de Estudios Superiores 

de la Unidad León, UNAM subcultivadas en una placa 96 pocillos donde se 

inocularon la NPs de TiO2 para cuantificar la viabilidad celular, mediante ensayo 

biológico de MTT después de  24 horas de contacto.   

Subcultivo de SCAPs  
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Se  utilizaron  subcultivo de células troncales de la papila  apical dental de  humanos  

(SCAPs, del inglés Stem cells from the apical papilla), de un plato de cultivo en a 

una densidad de 8x105  para esto se corroboró mediante el microscopio óptico 

(LEICA DM IL LED, Wetzlar, Germany) hasta que las células  SCAPs  presentará 

una confluencia mayor del 80%. Posteriormente se retiró el medio de cultivo del 

plato de 3 cm y se lavó en tres  ocasiones  con solución buffer de fosfato PBS para 

agregar 0.5 mL, EDTA-2Na al 0,05 % (Sigma-Aldrich) y se incubó por 5 minutos a 

una temperatura de 37° C ,95 % de humedad  y al 5%  de CO2, se realizó el pase 

celular a un nuevo plato de cultivo, agregando 2 mL Medio de cultivo para células  

DMEM (Minimum Essential Medium Eagle) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino, 1% antibiótico penicilina-estreptomicina y 1% de glutamina (Sigma-Aldrich, 

Sain Louis, MO, USA) para luego pipetear para inactivar la tripsina, lograr el 

volumen deseado, desprender las SCAPs e disgregarse, luego comprobar en el 

microscopio el desprendimientos de la células,  con una pipeta se colocan 100 

microlitros del medio que contiene las células, en la placa de 96 pocillos  y se esperó 

a 24 horas para que el cultivo esté bien establecido y poder inocular la  NPs TiO2 

véase la figura 15 sobre cómo realizar el subcultivo celular de SCAPs. 

 

Figura 15. Esquema de cómo se realizó el subcultivo  celular de SCAPs para el ensayo de 
citotoxicidad. (Fuente propia-BioRender) 
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Inoculación NPs de TiO2 en SCAPs 

Se colocaron 100 µL de  medio fresco en el cultivo celular  de las  microplacas de 

96 pocillos, posteriormente se realizó  una microdilución seriada en donde se colocó 

los 100 µL en cada una de las concentraciones de la nanodispersión que  se 

analizaron: 0.5.,1,5,10,20,30,40,50,100 µg/mL,  en seguida,  se agregó  el control 

positivo y el HOCl  sin nanopartículas, el cual fue incubado a una temperatura de 

37ºC con el 5 % de CO2 y con 95 % humedad relativa por  24 horas  véase la figura 

que representa la manera en la cual se acomodó la placa de 96 pocillos. 

Ensayo de citotoxicidad con  MTT 

Pasando el tiempo indicado se determinó el número relativo de las células viables 

por medio del ensayo de MTT [“0.2 mg/mL,”- bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -

2,5-difeniltetrazolio]. Se colocó 10 mL de medio de cultivo en un tubo falcón de 15 

mL, después se midió en la báscula analítica el  MTT a una cantidad de  0.0020g, 

el cual se agrega en el tubo falcón con el medio de cultivo, que después se colocó 

en agitación durante 5 minutos. Las muestras de la  nanodispersión, el HOCl como 

el control positivo se retiraron y se agregaron 100µL  de  (0.2 mg/mL) de solución 

MTT a cada pocillo. Se incubaron por 3 horas a una temperatura de 37º C con el  5 

% de CO2 y al 95 % humedad relativa. Terminando la 3 hora se removió y agregaron 

los  100 µL del disolvente (dimetilsulfóxido; DMSO) para  ser analizado en el 

espectrofotómetro de UV-Vis  a una longitud de onda de 570 nm véase la figura 16 

del proceso del ensayo de MTT para evaluar la citotoxicidad. 

 



50 

 

 

Figura 16. Esquema del ensayo de  citotoxicidad  este se realizó para determinar el efecto 
citotóxico (n= 24), se realizó un subcultivo celular de SCAPs y se inoculó la nanodispersión 
de las NPs TiO2 experimentales y comerciales con HOCl en concentraciones de [0.5-
100µg/mL] mediante una dilución seriada por 24 hrs a 37⁰C, 95 % de humedad  y 5%  de 
CO2  y este se evaluó  según norma ISO 10993-5. (Fuente propia-BioRender). 
 

Implicaciones éticas 

En el  presente trabajo de investigación no se presentó la evaluación ante el comité 

de bioética, debido que los experimentos involucraron no involucraron a pacientes, 

sino que meramente fueron un experimento in-vitro desarrollado en los laboratorios 

de  la  Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES), Unidad León (UNAM) 

específicamente en el departamento de Investigación Interdisciplinaria (LII) en el 

área de Nanoestructuras & Biomateriales.                                                                                

Análisis estadístico y representación de datos 

Los experimentos se realizaron por triplicado en 3 experimentos independientes 

(n=9). Se calcularon los resultados por medio de porcentajes, promedio y  

desviación estándar. Los datos que obtuvieron se analizaron con el software  SPSS 

(Statistical Packegen for Social Science) del año 2016 versión 29.0  con  las 

siguientes pruebas de normalidad Shapiro-Wilks y pruebas de ANOVA, pos Hoc de 

Tukey y se graficaron con el software de OriginPro  del año 2018 (64-bit) SR1 

versión b9.5.1.195. 

Se determino una significancia estadística con valor de p<0.05. 
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Resultados 
 

Espectrofotometría de UV-Vis    
 

El  análisis de UV-Vis es una técnica ampliamente utilizada ya que proporciona una 

evaluación no invasiva y rápida en tiempo real del tamaño, la concentración y el 

estado de agregación de las NPs o nanomaterial debido que  su  proceso  es fácil  

y económico con una preparación mínima de la muestra, su uso es amplio puesto 

que evalúa  las características de las  NPs o nanomateriales, como el tamaño, el 

estado de agregación y el índice de refracción mediante una simple medición de 

absorción. En el presente experimento el análisis  de UV-Vis se usó para evaluar  la 

caracterización de la nanodispersión de NPs de TiO2 comerciales, experimentales 

en HOCl como de igual manera de las NPs de TiO2 tanto experimentales y 

comerciales véase la figura 17. 

 

Figura 17. En la  imagen  se muestra la caracterización óptica del HOCl, de las 
nanopartículas de TiO2 tanto experimental y comercial, como también la caracterización de 
nuestra nanodispersión de HOCl con nanopartículas de TiO2   experimental y comercial, en 
donde el HOCl y las NPs  de TiO2 tiene una absorbancia en la región visible completa, pero 
al  agregar el HOCl a las NPs forma un pico a los 340 nm de ion hipoclorito (ClO-), que 
confirma la formación de la nanodispersión.          
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Caracterización estructural                                                                                                  

Para la realización estructural  se realizó en el microscopio electrónica de barrido o 

SEM (Scanning Electron Microscopy) donde se utiliza un haz de electrones con alta 

energía que genera una variedad de señales dentro de  la superficie de toda la 

muestras sólida que se desea analizar, en la cual la señales se van a derivar de las 

interacciones muestra-electrón que representa la información sobre la muestra que 

incluye desde su  morfología externa como la composición química, su estructura 

cristalina y la orientación de los materiales que componen la muestra véase la figura 

18 que representa imágenes detalladas de las superficies de las nanopartículas 

experimentales y comerciales por medio de la microscopia electrónica de barrido. 

 
       a) Comerciales                         b) Experimentales  
Figura 18. Imágenes detalladas de las superficies  de las nanopartículas en donde la  en la 
figura a) Comerciales que tienen un tamaño de 25 nm, pero con agregación. b) 
Experimentales que tiene un tamaño de 15 nm con agregación de una forma esférica.    

Susceptibilidad antibacteriana y antifúngica 

Resultado antimicrobiano  de las pruebas de difusión en agar                                                                                                                                                                                                                          

Se analizó el efecto  antimicrobiano por medio del método de difusión en agar con  

los discos de papel filtro que contienen las concentraciones de la  nanodispersión 

de HOCl con  las NPs  de TiO2  experimentales y comerciales en contacto con las 

cepas que se analizaron de S. mutans, S. aureus como C. albicans por 24 horas, 

después de tiempo transcurrido en la incubadora no se observó ningún halo de 

inhibición en las concentraciones de la nanodispersión de las NPs de TiO2 
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experimental, comercial con  HOCl frente a los microorganismos antes mencionados  

como  se puede apreciar en la figuras 19 y 20 donde se pueden observar los agares 

de cada una de la cepas evaluadas en el experimento. 

 

Figura19.Se observa el ensayo por el método de  difusión en agar  que demuestra la 
actividad antimicrobiana de la nanodispersión experimental en la  cepa de S. mutans, S. 
aureus  y C. albicans. (Fuente directa) 
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Figura 20. Ensayo de difusión agar en la cepa de S. mutans, S. aureus y C. albicans, en 

donde se observa la actividad antimicrobiana de la nanodispersión de ácido hipocloroso 

con NPs de TiO2 comerciales.  

Resultados antimicrobianos  del  método de difusión en pozo 

En el ensayo de difusión en pozo es otra forma para observar la actividad 

antimicrobiana de la nanodispersión a evaluar en contacto  con las cepas de S. 

mutans, S. aureus y C. albicans en donde se incubaron los agares por 24 horas  

pero no se observó ningún halo de inhibición véase la figura 21 y 22, en la primera 

se muestra los resultados de la prueba difusión en pozo con la nanodispersión  

experimental evaluada con sus correspondiente triplicado de cada microorganismo 
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evaluado pero en ninguna se observó un halo de inhibición y la segunda figura 

muestra la nanodispersión comercial pero de igual manera no se observó ningún un 

halo de inhibición  contra los mismo microorganismo en triplicado en los resultados 

obtenidos. 

Figura 21. Ensayo antimicrobiano en agar por el método en pozo que indica la 

actividad antimicrobiana de la nanodispersión experimental en la  cepa de S. 

mutans, S. aureus  y C. albicans. (Fuente directa) 
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Figura 22. Ensayo de  la actividad antimicrobiana de la nanodispersión de ácido 

hipocloroso con NPs de TiO2 comerciales por el método  de difusión agar en las 

cepas de S. mutans, S. aureus y C. albicans.  

Resultado antimicrobiano por la cuantificación de la viabilidad 

bacteriana por medio del ensayo MTT   

En el ensayo que se realizó de MTT por un periodo de 24 horas se verifico la 

existencia de las bacterias activas metabólicamente, después se procedió a realizar 

las  lecturas con base al protocolo  del fabricante y en base a la evidencia científica 

con una densidad óptica  para  de 570 nm para S. aureus y en 550 nm para S. 
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mutans y E. faecalis se leyó en una lectura de 550 nm con triplicado, obteniendo los 

siguientes resultados que observan en la figura 23 se representan los resultados de 

S. mutans  en  porcentaje representado en gráficas de barra de error,  como en la 

figura 24 y 25 se observan los resultados S. aureus y finalmente de E.feacalis ambos 

en porcentaje y representados en grafica de barra de error en los tres resultados 

obtenidos durante el ensayo se puede observar la significancia entre la 

nanodispersión de la NPs de TiO2 experimental vs  las NPs de TiO2  comercial.                                                                                                                                                                             

Figura 23. Resultados de las pruebas antimicrobianas de  S. mutans con  las NPs de TiO2 
comerciales y experimentales. 

 

Figura 24. Resultados  de las pruebas antimicrobianas de  S. aureus con  las NPs de TiO2 
comerciales y experimentales. 
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Figura 25. Resultados  de las pruebas antimicrobianas de E. faecalis con  las NPs de TiO2 
comerciales y experimentales. 
 

Resultado antifúngico por  la cuantificación de la viabilidad 
fúngica  por medio del  ensayo XTT 
   
La prueba de XTT se realizó por un periodo de 24 horas para determinar  si  existen 

bacterias activas metabólicamente después de terminar el experimento. Las 

lecturas  se realizaron  con base a los establecido por el fabricante y en base a la 

evidencia, con una densidad óptica  para  de 510 nm para la cepa de C. albicans 

con triplicado, véase la  figura 26  donde se observan los resultados del ensayo por 

XTT con la cepa de C. albicans en porcentaje representado en gráficas de barra de 

error, véase la tabla 5 que se muestra el análisis estadísticos del efecto  

antimicrobianos de cada microrganismos entres los grupos de TiO2 experimental y 

comercial con HOCl . 



60 

 

Figura 26.Resultados de pruebas antimicrobianas de C. albicans  con  las NPs TiO2 
comerciales y experimentales 
 

Tabla 5. Análisis estadísticos del efecto antimicrobianos para cada 
microorganismo evaluado entres los grupos de TiO2 Experimental 
y Comercial  con HOCl.   
   

 
 

 

Dose (%)

100 13±2.5 16.53±3.5*

75 14±1.4 17±4.5*

50 15±2.9 18±3.9

25 35±9.8 38±7.06

12.5 47±10.07 57±12.1

6.25 96±7.5** 97±8.6

Diferencia significativa intragrupo p<0,05* p<0,001**, Diferencia significativa entre 

grupos p<0,05 + p<0,01 ++, pos Hoc Tukey 0,05, IC 95%.

Grupos

Inhibición de C.albicans (%)

Nps TiO2 exp Nps TiO2 com

Dosis (%)

100 78±14.4 98±41.3

75 53±17.9 66±11.9

50 30±16.8 67±27.9

25 32±12.5 36±12.6

12.5 53±24 43±8.42

6.25 47±3.6 49±18.1

Inhibición de S.mutans(%)

Grupos Nps TiO2 exp Nps TiO2 com

Diferencia significativa intragrupo p<0,05* p<0,001**, Diferencia significativa entre 

grupos p<0,05 + p<0,01 ++, pos Hoc Tukey 0,05, IC 95%.
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Ensayo de citotoxicidad    
 

Se evaluó el ensayo de citotoxicidad de las nanodispersiones  mediante la prueba 

de MTT siguiendo el protocolo  establecido en donde su uso una línea celular de 

SCAPs en el experimento se observó un aumento de las células  siendo superiores 

al control positivo, en un rango de tiempo de las 24 horas en las  bajas 

concentraciones de 0.5-10 µg/ml evaluadas, pero al aumentar la concentración se 

observa que son ligeramente citotóxico en un rango de 20- 100 µg/mL tanto la 

nanodispersión  experimental y comercial esto con los estipulado en la norma ISO 

10993-5:2009,véase la figura 27 que se observan los  resultados del ensayo de 

citotoxicidad con el protocolo de MTT. 

 

 

Dosis (%)

100 53±8.12+ 46±15.2

75 57.71±10.14+ 57±20.4

50 46±13.6+ 50±7.7

25 45±9.9 56±11.8

12.5 49±5.2 51±9.5

6.25 48±3.2 49±3.4

Inhibición de E.fecalis(%)

Grupos Nps TiO2 exp Nps TiO2 com

Diferencia significativa intragrupo p<0,05* p<0,001**, Diferencia significativa entre 

grupos p<0,05 + p<0,01 ++, pos Hoc Tukey 0,05, IC 95%.

Dosis (%)

100 64±15.07 70±25.2

75 76±9.6 86±14.06

50 43±21.4 76±16.1

25 62±10.4 59±18.7

12.5 51±10.9 60±10.4

6.25 51±11.6 45±14.2

Diferencia significativa intragrupo p<0,05* p<0,001**, Diferencia significativa entre 

grupos p<0,05 + p<0,01 ++, pos Hoc Tukey 0,05, IC 95%.

Inhibición de S.aureus (%)

Grupos Nps TiO2 exp Nps TiO2 com
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Figura 27. Resultados de la prueba de citotoxicidad  de las nanodipersión  de HOCl con las 
NPs de TiO2 experimental y comercial. 

 

Discusión 

En el  presente experimento  se evaluó el efecto antimicrobiano y antifúngico como 

el  efecto citotóxico de la nanodispersión de HOCl con las nanopartículas de  TiO2 

experimentales y comerciales como también se comparó la eficacia de ambas 

nanodispersiones para demostrar cual tenía mayor efecto antimicrobiano con las 

cepas evaluadas de S. mutans, S. aureus y E.feacalis, en el ensayo  antifúngico con 

la cepa de C. albicans y a su vez demostrar  ser menos citotóxica  ya que 

actualmente no existe suficiente evidencia científica sobre una nanodispersión que 

combine el HOCl con las NPs de TiO2 de con las características que se manejaron 

en este estudio. 

● Una de las características similares tanto como las NPs TiO2 y el HOCl es el  

mecanismo de acción antimicrobiana en donde Leung et al.2016 asocia a la 

NPs de TiO2 a especies reactivas de oxígeno (ROS) ya que tienen un  alto 
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potencial oxidativo, las ROS afectan a las células bacterianas por diferentes 

mecanismos que conducen a su muerte(108).Como lo explica Priyanka et 

al.2016 que la generación de ROS tiene mayor ventaja al estar en 

nanoescala debido a que naturaleza a nanométrica implica un aumento 

importante de la relación área superficial/volumen que proporciona un 

máximo contacto con el agua y el oxígeno del medio, lo  puede penetrar 

fácilmente a la pared celular que es la primera barrera de defensa ante 

cualquier daño oxidativo del medio, siendo por lo tanto la primera afectada 

por la ROS  y  posteriormente la membrana celular, lo que permite el aumento 

de la oxidación intracelular lo cual se comprobó en los experimentos  ensayos 

de MTT bacteriano y XTT antifúngico que la nanopartículas de TiO2 

experimentales lograron tener mayor efecto esto debido a su tamaño y menor 

agregación que le permite penetrar fácilmente en la pared celular y con la 

ayuda del HOCl que posee la capacidad también de liberar las ROS lograr 

intensificar a una mayor escala el daño sobre la pared celular, en la  

membrana celular de la bacterias como la síntesis de proteína, de ATP y ADN 

a la vez rompiendo los enlaces(109). 

● En cambio, Maher M  et al 2023  demostró que el HOCl es capaz de penetrar 

las membranas de las células bacterianas, lo que lleva al daño intracelular y 

muerte celular, se ha encontrado que es efectivo a bajas concentraciones y 

tiene un tiempo de contacto corto el HOCl, es eficaz contra una variedad de 

bacterias, incluidas cepas resistentes como el Staphylococcus aureus y el 

Enterococcus faecalis, así como patógenos fúngicos como Candida albicans 

y es considerado como un  antibiótico, que no es tóxico, no irritante y no 

alergénico, por lo que es un alternativa segura y bien tolerada a los 

antibióticos y agentes antimicrobianos tradicionales esto usado para diversos 

entornos clínicos, como cuidado de heridas, control de infecciones e higiene 

bucal todo los rasgos lo pudimos verificar en nuestro experimento ya que con 

la nanodispersión de HOCl  con las NPs de TiO2 se pudo observar un efecto 

inhibitorio con la cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y 

con el Streptococcus mutans  pero más evidente con el Candida albicans  ya 
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que son las  bacterias más encontradas en odontología, lo que se observó  

en bajas concentraciones  que había un efecto antibacteriano  y antifúngico 

que a su vez en el ensayo de citotoxicidad se observó no ser citotóxicas y 

existía una proliferación de células SCAPs dando los resultados similares al 

autor(110) . 

● En la publicación de Argueta-Figueroa et al.2018 se mencionaron que las 

NPs de TiO2  en concentraciones bajas e intermedias, no resultaron ser  

citotóxicas en las dosis mencionaras por varios autores en las líneas  

celulares  derivados o no derivaos de la cavidad bucal, son considerados   por  

varios investigadores como una alternativa potencial  para estimular la 

proliferación celular por tal motivo en la actualidad se usan en los 

recubrimiento  de implantes óseos y dentales, entre otros  uso por lo cual se 

busca elaborar materiales que contengan las NPs de TiO2 para ser utilizados 

en el área de la odontología por lo mencionado anteriormente, lo comprobado 

en el ensayo de MTT en un rango de 24 horas se confirma que las NPs de 

TiO2 tanto comercial y experimental se observó una proliferación de las 

SCAPs en bajas concentraciones, e intermedias no era citotóxicas, esto 

siendo  potenciando con el HOCl, en otro estudio de Sismanoglu et al.2022 

comparó varios  irrigantes endodónticos usados en el área de la odontología 

como la clorhexidina y el hipoclorito de sodio como  para evaluar cual tenía 

mayor  viabilidad en las células madre mesenquimales dentales dando como 

resultado que el HOCl demostró tener mayor  viabilidad  en la células 

mesenquimales esto comprobado de igual manera con el ensayo de 

citotoxicidad de la nanodispersion dando la pauta para poder dar un uso 

como un irrigante en el área de endodoncia(111,112). 

 

 

Conclusiones 

La nanodispersión de HOCl con NPs de TiO2 experimentales tiene efecto 

antibacteriano entre la tres cepas evaluadas que fueron S, mutans ,S. aureus y  E. 

faecalis, mostrando  un excelente efecto antifúngico con la cepa de C.albicans   con 
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una alta estabilidad en comparación que la nanodispersión de HOCl con NPs de 

TiO2 comerciales esto debido a la agregación y tamaño de las nanopartículas que 

no le permitían tener un  efecto antimicrobiano tan alto como su contraparte 

evaluada, pero en los ensayo de microdilución se demostró ser eficaz  con la cepa 

de C.albicans tanto en el ensayo de XTT antifúngico y el MTT antifúngico.  

El ensayo de citotoxicidad  mostro menor citotoxicidad con las  células SCAPs 

expuestas a  la  nanodipsersión de HOCl con NPs experimental y comercial, en las 

concentraciones bajas se observó un hallazgo significativo con la proliferación de 

las células que superaron el control positivo tanto con las NPs de TiO2 comerciales 

como con las experimentales, en contra parte, las concentraciones altas mostraron 

un aumento en la citotoxicidad en un rango de 20-100 µg/mL. 

Los  experimentos realizados en este estudio sugieren que  las NPs de TiO2  pueden 

mejorar la actividad antimicrobiana y antifúngica de un agente antimicrobiano no 

antibiótico como el HOCl por medio de la nanodispersión, para ser utilizado como 

un prometedor  agente antimicrobiano en el tratamiento de diversos patógenos 

dentales, con baja citotoxicidad. Por lo cual  la nanodipersión puede usarse como 

una alternativa  eficaz para los tratamientos  de  regeneración y cicatrización de los 

tejidos de las mucosas, en los tratamientos de la pulpa dental, ya que no provoca la 

resistencia antimicrobiana como otros antibióticos o agentes antimicrobianos  de 

uso odontológicos. 
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