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OCT._ Octenidina 
 
CHX._ Clorhexidina 
 
IL-6._ Interleucina-6 

 
MCF-7._ Es una línea celular del cáncer epiteliales usada ampliamente, derivada del 
adenocarcinoma de pecho 

MTT._ Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol  

HeLa._  Henrietta Lacks  
 
MEM._ Medio esencial mínimo.  
 
DMSO._ Dimetilsulfóxido.  
 
ADN._ es un ácido nucleico que contiene las instrucciones genéticas. 
 
RT-PCR._ Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa. ". 
 
SARM._ Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. 
 
PDL._ Células del ligamento periodontal.  
 
PVP._ La povidona es un polímero soluble en agua  
 
CS._ Sulfato de condroitina.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

https://es.wikipedia.org/wiki/Henrietta_Lacks
https://es.wikipedia.org/wiki/Gen%C3%A9tica


10 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Listado de tablas y figuras 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



11 
 

Pagina 

 

 

Figura 1. Estructura química de la Clorhexidina………………………………………24 

Figura 1.2 Estructura química del Hidrocloruro de Octenidina………………………30 

Figura 2. Líneas celulares de crecimiento y condiciones de crecimiento…………..39 

Figura 2.1 Fundamento del Ensayo de viabilidad MTT……………………………….40 

Figura 2..2 Efecto de la octenidina sobre células epiteliales mediante el ensayo de     

viabilidad MTT…………………..…………………………………………….…………….41 

Figura 2.3. Ensayo de Calceína AM y microscopia de fluorescencia………………..42 

Figura 3. Efecto de octenidina sobre las células epiteliales humanas.……….….....47 

Figura 3.1 Tiempo - efecto de Octenidina sobre las células epiteliales humanas. .48 

Figura 3.2 Citotoxicidad de Octenidina en células epiteliales humanas por 

                   microscopía de fluorescencia……………………………………………..49 

Figura 3.3. Genotoxicidad de Octenidina sobre células epiteliales humanas  

                    mediante el ensayo cometa y microscopía de fluorescencia. ………..50 

Figura 3.4 Respuesta inflamatoria de las células humanas a Octenidina. …………51 

Figura 3.5 Efecto apoptótico de bajas concentraciones de Octenidina sobre  

                  células humanas…………………………………………………………......52 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 



12 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resumen 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

El clorhidrato de  octenidina se emplea como ingrediente principal de enjuagues 

bucales debido a sus  propiedades bactericidas y antibiopelícula. Aunque la octenidina 

es ampliamente utilizada, no hay reportes previos que indiquen su posible efecto tóxico 

en los seres humanos. El objetivo de esta investigación fue analizar la citotoxicidad de  

la octenidina en las células epiteliales humanas (HeLa). Células HeLa fueron cultivadas 

y expuestas a varias concentraciones de octenidina y la viabilidad celular se midió 

mediante ensayos de MTT. Los resultados obtenidos mostraron que no había células 

vivas después de 24 hrs de incubación al ser tratadas con 0,0125 a 0,05% de 

octenidina. Sorprendentemente,  las mismas concentraciones de octenidina mataron a 

todas las células HeLa después de sólo 5 minutos de exposición. Estos datos fueron 

apoyados por la observación de las células HeLa cultivadas con octenidina por 

microscopía de fluorescencia, que indican el daño en la membrana plasmática, 

probablemente alterando su permeabilidad. Empleando ensayos de genotoxicidad, se 

encontró que  la octenidina causa lesiones en el ADN genómico cuando se encuentra  

en cultivos de células HeLa. Las concentraciones más bajas de octenidina indujeron un 

aumento de los niveles de IL-6 en las células HeLa, sin embargo, no promueve  la 

apoptosis entre las células epiteliales. Como conclusión; la octenidina causa un alta 

toxicidad en células humanas, por lo tanto los efectos benéficos y nocivos de la 

octenidina en los seres humanos deben ser valorados en estudios in vivo. 

 

Palabras clave 

Citotoxicidad, enjuague bucal, Octenidol, Clorhidrato de  octenidina, efecto toxico  
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Abstract 

Octenidine hydrochloride is employed as main ingredient of mouth washes based on its 

bactericidal and antibiofilm properties. Although octenidine is widely used, there are no 

reports studying its possible toxic effect on humans. The aim of this research was to 

analyze the cytotoxicity of octenidine on human epithelial cells (HeLa). HeLa cells were 

cultured and exposed to several concentrations of octenidine and cell viability was 

measured by MTT assays. The findings showed no living cells were detected after 24 

hrs. of HeLa cells growing in presence of 0.0125-0.05% octenidine. Surprisingly, same 

concentrations of octenidine kill all HeLa cells after only 5 minutes of exposition. These 

data were supported by observing HeLa cells grown with octenidine by fluorescence 

microscopy, indicating damage in plasmatic membrane, probably altering their 

permeability. Employing genotoxicity assays, it was found that octenidine cause injury to 

genomic DNA when it was added to HeLa cells cultures. Lower concentrations of 

octenidine induced an increasing of levels of IL6 in HeLa cells, however did not promote 

apoptosis among epithelial cells. As conclusion octenidine cause high toxicity on human 

cells, therefore beneficial and potential harmful effects of octenidine on humans must be 

weighed in further studies in vivo. 

 

Key words 

Cytotoxicity, Mouth washes, Octenidol, Octenidine Hydrochloride, Toxic effect. 
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La boca ofrece un entorno propicio para la colonización y el crecimiento de una amplia 

gama de microorganismos, de los cuales las bacterias son los más comunes y 

numerosos. Las mayores acumulaciones de bacterias son encontradas como 

biopelículas en la superficie de los dientes (placa dental); la carga microbiana es menor 

en las superficies mucosas (Van Strydonck y cols, 2012; Chainani  y cols, 2014). Una 

amplia gama de agentes se han formulado en productos de cuidado oral con el fin de 

mejorar el control de la placa (Scheie, 2008; Brading, 2003; Baehni, 2003).  

 

Los colutorios son preparaciones líquidas destinadas a ser aplicadas sobre los dientes, 

las mucosas de la cavidad oral y faringe con el fin de ejercer una acción local 

antiséptica, astringente o calmante. El vehículo más comúnmente utilizado en los 

colutorios es el agua y los principios activos son principalmente antisépticos, 

antibióticos, antifúngicos, astringentes y antiinflamatorio (Carretero y cols, 2004). 

 

En la actualidad los antisépticos en odontología se han utilizado como  desinfectantes 

de heridas, para el control de placa bacteriana post-quirúrgico y como parte de la fase 

del mantenimiento periodontal para prevenir septicemia haciendo un enjuague pre-

operatorio, además de medida para disminuir la propagación de  microorganismos 

presentes en el aerosol generado por instrumentos rotatorios, sónicos y ultrasónicos 

(Torres, 2012).  

 

Estos agentes pueden inhibir la formación de placa por la inhibición de la proliferación 

bacteriana y/o por un efecto de tipo bactericida por medio del cual el agente 

antibacteriano destruye todos los microorganismos que se están adhiriendo o que ya 

están adheridos a la superficie dental. En la actualidad la mayor parte de los agentes 

antiplaca son antimicrobianos e impiden la fase de proliferación bacteriana en el 

desarrollo de la placa (Carretero y cols, 2004; Wu, 2002). 

 

Actualmente muchos enjuagues de gran efectividad clínica y microbiológica contienen  

clorhexidina como ingrediente activo. Clorhexidina(CHX) al 0.12% ha sido ampliamente 

usada para matar bacterias orales y mantener la salud oral, sin embargo el potente 
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efecto biocida no es exclusivo para microorganismos (Jones, 1997). Muchos estudios 

reportan un importante efecto citotóxico en una variedad de células (Louis, 1985; 

Kenney y cols, 1972; Knuuttila, 1981; Heleland y cols, 1971; Pucher, 1992). 

 

El hidrocloruro de octenidina (OCT) es un derivado de la bispiridina. Un enjuague bucal 

al 0.1% de OCT es efectivo para reducir la acumulación de placa y gingivitis (Patters y 

cols, 1983) Incluso se ha demostrado que OCT es más efectivo que clorhexidina al 

menos en cuanto a la prolongada actividad bacterial antiadhesiva (Decker y cols, 2003). 

Las propiedades antimicrobiales de octenidina son incuestionables, sin embargo su 

citotoxicidad no  ha sido ampliamente explorada. En este trabajo se analizó el 

efecto tanto de clorhexidina como de octenidina en las  células epiteliales humanas y 

de riñón de mono para valorar el grado de citotoxicidad. Encontrando que  la OCT al 

0.1%  como también la CHX al 0.12% presentaron una elevada toxicidad en las células 

epiteliales humanas, que nos sugiere que el uso prolongado de estos productos podría 

ser perjudiciales para las personas, esto nos hace una llamado para crear nuevas 

alternativas para nobles para el uso en seres humanos. 
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La clorhexidina y el hidrocloruro de octenidina (OCT) presentan un efecto tóxico 

importante en células epiteliales humanas. 
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Objetivo General  

 

Evaluar el nivel de citotoxicidad de la clorhexidina e hidrocloruro de octenidina en 

células epiteliales humanas  

 

Objetivos Específicos 

 

Determinar la viabilidad celular mediante el ensayo del MTT de cultivos celulares de 

humano expuestos a diferentes concentraciones de OCT y CHX. 

 

Evaluar el posible efecto genotóxico de octenidina y clorhexidina sobre células 

humanas. 

 

Determinar si octenidina y clorhexidina tiene la capacidad de iniciar una respuesta 

inflamatoria. 

 

Analizar si octenidina y clorhexidina promueven apoptosis entre las células epiteliales 

humanas. 
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Mecanismos  de higiene y enjuagatorios de la salud oral  
 

El control efectivo de la placa es fundamental para mantener la salud oral (Yankell y 

cols, 1982). Es por eso que el cepillado de los dientes, es el medio más difundido de 

limpieza dental y buena salud gingival, la cual a su vez puede ser afectada por la  mala 

técnica y el tiempo de cepillado. Aunque las cerdas de los cepillos de dientes verticales 

convencionales eliminan la placa de superficies planas y accesibles,  son menos 

eficaces en los márgenes gingivales y en zonas proximales, donde la acumulación de 

placa conlleva a la aparición de gingivitis y el deterioro de la salud periodontal (Warren 

y cols, 2007; Beals, 2000). Por tal motivo el uso exclusivo de un cepillo dental no 

garantiza una higiene dental completa. 

 

Actualmente  existen en el mercado varios productos químicos inhibidores de placa, 

tales como antisépticos. Los antisépticos son biocidas o sustancias químicas que se 

aplican sobre los tejidos vivos, con la finalidad de destruir o inhibir el crecimiento de 

microorganismos patógenos. No tienen actividad selectiva ya que eliminan todo tipo de 

gérmenes. A altas concentraciones pueden ser tóxicos para los tejidos vivos. Su uso 

estrictamente externo debe responder a un doble criterio de eficacia e inocuidad. Su 

objetivo debe ser eliminar o destruir los microorganismos presentes en la piel sin alterar 

las estructuras. Terapéuticamente hablando, el papel de los antisépticos es el de 

coadyuvar con los medios naturales de defensa de la piel en el control de los 

microorganismos patógenos responsables de las infecciones cutáneas primitivas 

(Marshall, 1985; Grupo Nacional para el Estudio y asesoramiento en ulceras por 

presión y heridas crónicas, 2002). 

 

Dentro del área dental, los antisépticos son muy utilizados. La caries dental, la gingivitis 

y la periodontitis son las enfermedades microbianas más comunes de la cavidad oral, la 

mayoría asociado con un biofilm polimicrobiano.  
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Los enjuagues bucales antimicrobianos son una de las principales estrategias 

terapéuticas y preventivas que actualmente se utilizan en el tratamiento de 

enfermedades derivados del biofilm oral (Peyyala, 2013; Yamakami y cols, 2013). 

 

Propiedades de Clorhexidina  

 

La clorhexidina (CHX) es ampliamente aceptado como el "estándar de oro" de los 

antisépticos orales (Herrera, 2013).Este agente antiséptico tiene una actividad superior 

a sus comparadores, y es a la vez bactericida y bacteriostático contra los 

microorganismos presentes en los biofilms orales con papeles en la patogénesis de la 

enfermedad oral. 

 

La CHX es un agente antibacteriano ampliamente utilizado para la desinfección de la 

piel, la desinfección preoperatoria de todo el cuerpo, y la prevención y el tratamiento de 

la enfermedad oral debido a su amplio espectro de eficacia , la retención por la piel y 

mucosa, y bajo riesgo de complicaciones alérgicas (McDonnell, 1999). 

 

En cuanto a su estructura, la CHX es una molécula bicationica simétrica consistente en 

dos anillos: cuatro clorofenil y dos grupos bisguanida conectados por una cadena 

central de hexametileno (Fardal, 1986). Debido a las propiedades catiónicas de la 

clorhexidina se une a la hidroxiapatita del esmalte, a la película adquirida y a las 

proteínas salivales. La clorhexidina absorbida se libera gradualmente desde el diente y 

se piensa que esto puede ocurrir durante las 24 horas  después de su absorción con lo 

que se evita la colonización bacteriana en este tiempo (Case, 1977). 

 

Figura 1. Estructura química de la Clorhexidina (Fardak, 1985).
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Aunque  la CHX comenzó a ser utilizada para el control de la placa bacteriana en 1959, 

su uso se generalizó en odontología en la década de 1970 después de la publicación 

de los estudios realizados por Löe y Schiött (Schiott y cols, 1970; Lindhe y cols, 1970). 

Además de sus efectos sobre la placa dental y la gingivitis, CHX es eficaz en la 

prevención y tratamiento de la caries infecciones secundarias a los procedimientos 

quirúrgicos orales, y en el mantenimiento de la salud de los tejidos peri-implante 

(Epstein y cols, 1991; Clark y cols, 1991). La CHX reduce la carga bacteriana de los 

aerosoles y reduce la bacteriemia después de la manipulación dental. También se 

emplea en el tratamiento de aftosas recurrentes y estomatitis relacionados con prótesis. 

CHX está indicado sobre todo en determinados grupos de población, como las 

personas con aparatos de ortodoncia, los discapacitados y los pacientes 

inmunológicamente comprometidos (Enrile de Rojas y cols, 2006). También se ha  

utilizado en Endodoncia como sustancia irrigante (Sigueira y cols, 2007; Greenstein, 

1986; Jeansonne, 1994; Leonardo y cols,1999; Ferraz y cols, 2001; Viana y cols, 2004; 

Ercan y cols, 2004).  

 

En cuanto el espectro de actividad, CHX es bactericida y eficaz contra las bacterias 

Gram-positivas y Gram-negativas, facultativas y anaerobios estrictos, (Greenstein, 

1986; Leonardo y cols,1999; Ferraz y cols, 2001; Gomez y cols, 2001; Delany y cols, 

1982; Oncag y cols, 2003, Dametto y cols, 2005, Basrani, 2005)  levaduras y hongos, 

en particular Candida albicans (Viana y cols, 2004; Ferguson y cols, 2002). Es activo 

contra algunos virus (virus respiratorios, herpes, citomegalovirus, VIH) e inactivo contra 

las esporas bacterianas a temperatura ambiente (Westcoot y cols, 1989; Sigueira y 

cols, 1998, Gomes y cols, 2005). También conserva su actividad en la presencia de 

sangre y materias orgánicas (Gelinas, 1983). 

 

La CHX siendo representante más característico de las bisguanidas y uno de los tres 

antisépticos quirúrgicos más importantes así como el antiséptico bucal que más se usa 

actualmente cuenta con gran eficacia y amplio espectro de actividad, buena 

sustentabilidad para la piel y baja irritación (Mcdonnell, 1999; Rosenberg y cols, 1976). 
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Además la CHX puede ser preparada como enjuagues bucales, barnices, geles y 

aparatos con liberación controlada de CHX. 

La preparación oral más común es gluconato de clorhexidina, es una base y es estable 

como una sal, es soluble en agua y a pH fisiológico, se disocia y libera fácilmente el 

componente CHX cargado positivamente (Addy, 1997). A baja concentración (0,2%), 

actúa como bacteriostático, sustancias de bajo peso molecular como potasio y  fósforo  

saldrán de la bacteria. Por otro lado, a una concentración más alta (2%), CHX es 

bactericida; provocando precipitación de contenido citoplásmico lo que resulta en la 

muerte celular (Procedimiento de curación: antiseoticos y desinfectantes (Adams y cols, 

2005). 

 

Bascones y Manso en 1994 mencionan que a niveles bajos de pH y notoriamente 

ácidos se evidencia poca capacidad de retención por la molécula de clorhexidina, a 

diferencia de niveles neutros o ligeramente alcalinos, en las cuales exhibe mayor 

disposición de absorción. Su combinación con el alcohol incrementa la eficacia de esta 

sustancia. Las ventajas que justifican el empleo de la clorhexidina son la acción 

germicida rápida y su duración prolongada, gracias a que ésta sustancia tiene gran 

adhesividad a la piel y buen índice terapéutico. Su uso es seguro incluso en la piel de 

los recién nacidos y la absorción a través de la piel es mínima (Larson y cols, 1986; 

Gongwer y cols, 1980, Senior, 1973; O’Neill; y cols, 1982). 

 

Mecanismo de acción. 

 

La CHX es una molécula hidrofóbica y lipofílica con carga positiva que interactúa con 

fosfolípidos y lipopolisacáridos en la membrana celular de las bacterias y luego entra en 

la célula a través de algún tipo de mecanismo de transporte activo o pasivo 

(Athanassiadis y cols, 2007). Su eficacia se debe a la interacción de la carga positiva 

de la molécula y los grupos fosfato cargados negativamente en las paredes celulares 

microbianas alterando  así el equilibrio osmótico de las células. Esto aumenta la 

permeabilidad de la pared celular, lo que permite que la molécula de CHX penetre en 

las bacterias (Gomes y cols, 2003). Se ha demostrado que la absorción por difusión 
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pasiva a través de las membranas es extraordinariamente rápida tanto en las bacterias 

(Fitzgerald y cols, 1989), como en las levaduras (Hiom y cols, 1992), consiguiéndose 

un efecto máximo en 20 segundos. A bajas concentraciones produce una alteración de 

la permeabilidad osmótica de la membrana y una inhibición de las enzimas del espacio 

periplasmático. A concentraciones altas origina la precipitación de las proteínas y 

ácidos nucleicos (Arevalo y cols, 1998). 

 

Propiedades farmacocinéticas y efectos secundarios. 

 

Se han realizado diversos estudios para analizar su toxicidad. A nivel sistémico, la 

clorhexidina no manifiesta toxicidad (Case, 1977). Su absorción en el tracto gastro- 

intestinal es pobre en caso de ingestión por tratarse de un agente de peso molecular 

relativamente alto (Case, 1977; Micromedex, 1988, Greenstein y cols, 1986). También  

se demostró que interiormente, si es ingerido, será excretado casi en su totalidad en las 

heces y, en cantidad reducido, por la orina. (Micromedex, 1988, Greenstein y cols, 

1986; Litter, 1986). Según estudios realizados se observó que en personas susceptibles 

a reacciones de hipersensibilidad tipo 1, la CHX produjo erupciones cutáneas e 

hipotensión cuando se realizó su preparación preoperatorio de la piel (Greenstein y 

cols, 1986; Klimm y cols, 1989).  

 

En cuanto al uso dental, Klimm y Col en 1989 afirmaron que no es más tóxico que otros 

antisépticos de uso modelo, incluso su potencial citotóxico es muy bajo comparado con 

el hipoclorito de sodio.El enjuague de CHX se asocia a un número variado de efectos 

colaterales locales indeseables, como el manchado extrínseco café de dientes y 

lengua, la alteración del sabor que puede durar varias horas, y menos frecuentemente 

la descamación de la mucosa oral (Pizzo y cols, 2006). 

 

Citotoxicidad de la Clorhexidina. 

 

La citotoxicidad es el grado en el que un agente tiene acción destructiva específica en 

ciertas células. Se han realizado varios estudios para medir la citotoxicidad de la 
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clorexhidina. En un estudio se hace la comparación de tres de los enjuagues bucales 

más conocidos que son la clorhexidina al 0.12%, la marca Listerine y Iodio-Povidona al 

1%,  se observó que los tres tienen efectos adversos en la proliferación de fibroblastos 

siendo el de mayor toxicidad la clorhexidina a concentraciones comerciales 

(Flemingson y cols, 2008). 

 

Al analizar la citoxocidad de CHX en cultivos celulares con diferentes líneas de células, 

se ha observado que la citotoxicidad no es en un tipo específico de célula. Estudios con 

CHX  han mostrado efectos citotóxicos en fibroblastos humanos gingivales (Pucher, 

1992), células humanas del ligamento periodontal (Chang y cols, 2001), células 

humanas de hueso alveolar (Cabral, 2007), así como en células osteoblásticas 

humanas (Lee y cols, 2010). 

Gianelli y cols en 2008 investigó la citotoxicidad in vitro de CHX en células 

osteoblásticas, endoteliales y fibroblásticas. Se informó de que CHX afectó la viabilidad 

celular en una dosis y modales dependientes del tiempo, particularmente en los 

osteoblastos. Su efecto tóxico consistía en la inducción de muerte celular por apoptosis 

y autofagia así como en la alteración de la función mitocondrial, aumento de  Ca2 + 

intracelular y  estrés oxidativo. 

 

En otra investigación se  evaluó la CHX con ensayo cometa (electroforesis en gel de 

células individuales, o SCGE) y   observó un aumento estadístico en el daño a  las 

células bucales y  células sanguíneas después de la aplicación de CHX. Se mencionó 

que el daño del ADN detectado después del uso de CHX podría ser la indicación de un 

efecto anterior, antes de que comenzara la reparación del ADN, y pudiese ser 

reversible (Eren y cols, 2002). 

 

 

Muchos otros experimentos se han realizado en un intento de elucidar los mecanismos 

de acción de CHX y han demostrado su potencial citotóxico por la inhibición de la 

síntesis de proteínas (Pucher, 1992), la inducción de la apoptosis a concentraciones 
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bajas y necrosis a alta concentraciones (Faria y cols, 2007), así como la inhibición de la 

síntesis de ADN (Hidalgo, 2001). 

Se ha demostrado que la exposición de fibroblastos dérmicos humanos cultivados con 

CHX en concentraciones iguales o mayores que 0,005% durante 3 h causan muerte 

celular (Chang y cols, 2001). Se  ha demostrado que la exposición de fibroblastos L929 

a una concentración CHX tan bajo como 0,016% durante 24 h aumentó la tasa de 

necrosis de estas células en 79,77% (Faria y cols, 2007) . Chang, y cols en el 2001, 

examinó los efectos de CHX en células del ligamento periodontal en células humanas 

cultivadas (PDL) in vitro, informado de que la exposición de fibroblastos del ligamento 

periodontal humanos a 0,125% CHX durante 120 s causó una inhibición casi completa 

de la actividad mitocondrial de estas células. 

 

Un estudio más reciente con Odontoblast-like cells MDPC-23 fueron  cultivados y 

expuestos a CHX en soluciones a concentraciones de 0.12%, 0.2%, 1% and 2%.   

Después de la exposición a CHX durante cierto periodo de tiempo se evaluó el 

metabolismo celular (ensayo MTT) y la concentración de proteínas totales. La 

morfología celular se evaluó al microscopio electrónico de barrido. Se encontró que 

independientemente del tiempo de exposición todas las concentraciones CHX tenían 

un alto efecto citotóxico directo al cultivo de células MDPC – 23 (Lessa y cols, 2010). 

 Las variaciones metodológicas observadas en los estudios que investigaron los 

efectos CHX en cultivos de células puede explicar la diversidad de los resultados 

encontrados en la literatura. 

También es importante entender que los efectos citotóxicos de CHX en cultivo celular 

son directamente dependientes de la dosis de exposición, frecuencia y duración, y 

también dependen de la composición del medio de exposición. 

 

Hidrocloruro de Octenidina 

 

Hidrocloruro  de octenidina (OCT) fue desarrollado en el Instituto de Investigación de 

Sterling Winthrop como un potencial agente  antimicrobiano tópico (Bailey y cols, 1984). 
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Este compuesto antimicrobiano de la familia de la bispiridina, ha sido desarrollado 

como un agente potencial antimicrobiano/antiplaca para su uso en la fórmula de 

enjuagues bucales (Slee, 1985; Shern y cols, 1985; Beiswanger y cols, 1990; Kocak y 

cols, 2009). Se ha demostrado que es un antiséptico de la membrana mucosa  y 

también se utiliza en quemaduras graves y para la curación de heridas. 

 

 

 

Figura 1.2 Estructura química del Hidrocloruro de Octenidina 

 

Uso en odontología 

 

Dentro del área odontológica, desde hace años el uso de OCT como enjuague bucal en 

concentración al 0,1 % proporcionaba reducciones estadísticamente significativas de 

placa, de gingivitis y sangrado gingival (Slee, 1983; Patters y cols, 1986; Pitten, 1999; 

Ghannoum y cols, 1990; Dogan y cols, 2008). Además hidrocloruro de Ocetnidina 

también se ha sugerido como un irrigante endodóntico basado en sus efectos 

antimicrobianos y baja citotoxicidad (Pitten, 1999). 

 

Se ha informado de que inhibe la OCT la placa dental y caries en ratas, primates, y en 

humans (Slee, 1985; Patters y cols, 1986; Ghannoum y cols, 1990). Pitten y Kramer en 

1999 mostraron que OCT tiene eficacia antimicrobiana en cavidades orales. Por otro 

lado, Shern y cols en 1985  realizo una comparación entre  OCT y CHX como una 

solución de enjuague bucal en ratas y no encontró ninguna diferencia estadística entre 

el efecto de OCT y CHX en la formación de  placa dental. 

  

En otro estudio, Dogan y cols en el 2008 informaron los resultados de la eficacia 

antibacteriana de enjuagues bucales antisépticos comunes y OCT contra los 

http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://patentados.com/patente/composicion-plastica-antimicrobiana-tasa-baja-elucion-actividad/&ei=UmJKVaTHDsKDsAX59oG4Dg&bvm=bv.92291466,d.b2w&psig=AFQjCNEuDXTU8uCKvO3mOddzRhyKK5L8HA&ust=1431024592122444
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Streptococcus mutans y las especies Lactobacillius. Llegaron a la conclusión de que la 

actividad antibacteriana de OCT es favorable en comparación con Iodopovidona,  y  

CHX  tanto in vitro como in vivo. 

 

Mecanismo de acción 

 

Octenidina es un compuesto cargado positivamente que exhibe actividad 

antimicrobiana contra una amplia gama de microorganismos, incluyendo la placa 

productora de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguis (Bailey y cols, 1984).  

Clorhidrato de Octenidina ejerce su actividad antimicrobiana mediante la unión a la 

envoltura celular bacteriana cargado negativamente, de ese modo altera las funciones 

vitales de la membrana celular y provocar la muerte a la bacteria. Tiene una alta 

afinidad por la cardiolipina, un lípido prominente en las membranas celulares 

bacterianas, por lo que es letal selectivamente a células bacterianas sin afectar 

adversamente a las células eucariotas (Brill y cols, 2006). Además,  en un estudio se 

demostró que la exposición repetida de Staphylococcus aureus a octenidina  en un 

tiempo de hasta 3 meses no indujo resistencia al compuesto (Al-Doori y cols, 2007), lo 

que sugiere un bajo potencial de las bacterias para desarrollar resistencia a octenidina. 

 

Efecto antimicrobiano 

 

Es eficaz contra levaduras y hongos (Ghannoum y cols, 1990; Brill y cols, 1990),  

bacterias Gram- negativos y -postive incluyendo actinomicetos, así como las bacterias 

formadoras de placa tales como Actinomyces viscosus, Actinomyces naeslundii, 

Streptococcus mutans y S. Sanguis (Patters y cols, 1986; Ghannoum y cols, 1990; 

Harke, 1989) Kramer y cols, 2008; Sedlock, 1985; Emilson y cols, 1981; Shern y cols, 

1987). Otra característica de este antimicrobiano fue observada en un estudio donde se 

demostró que Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) no  desarrolla  

resistencia ante octenidina incluso se demostró que Octenidina muestra una mayor 

eficacia como un inhibidor para las enzimas formadoras de placa de S. mutans que la 

clorhexidina (Bailey y cols, 1984).  
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Aspectos Farmacocinéticos 

 

Octenidina se considera un medicamento antiséptico con propiedades farmacocinéticas 

óptimas (Kramer y cols, 2008; Sedlock, 1985). Es estable bajo exposición a la luz, 

temperatura y en  rango de pH de 1.6 a 12.2 , y sus efectos antisépticos se retienen en 

la presencia de albúmina o mucina (Kramer y cols, 2008; Sedlock, 1985; Pitten y cols, 

2003). 

Hidrocloruro de Octenidina tiene un alto grado de seguridad y se ha encontrado seguro 

para desinfección de la piel en pacientes sometidos a trasplante de médula ósea  

(Tienz y cols, 2005). Los estudios de toxicidad en una variedad de especies huéspedes 

han revelado que OCT no se absorbe a través de las membranas mucosas y el tracto 

gastrointestinal, y no hay informes de carcinogenicidad, genotoxicidad o mutagenicidad 

(Epstein, 1991; kramer y cols, 1993). 

 

Citotoxicidad del Octenidina 

  

Pocos estudios se han realizado para analizar el efecto citotóxico de OCT, estudios 

realizados in vitro han sugerido que agentes antisépticos son citotóxicos a  fibroblastos 

y otros cultivos celulares (kramer y cols, 1993), sin embargo los estudios in vivo con 

OCT y los preparados que contienen OCT no han logrado demostrar un efecto 

adversos significantes.  

En un estudio se analizó la tolerancia de OCTsobre el área vaginal, se demostró por 

electromicroscopía en un modelo ex vivo con la mucosa vaginal vital que  mientras que 

el yodo PVP conduce a masivo daño de la mucosa dentro de los 5 minutos de uso, 

cuando se utiliza un producto basado en octenidina en las células superficiales que la 

capa intermedia no se ve afectado (Spitzbart, 1994). 

Otro estudio realizado de OCT con el fin de analizar  su citotoxicidad in vitro y su 

tolerancia en el entorno clínico y preclínico se llevó a cabo con OCT  en combinación 

con fibroblastos, suero bovino, albúmina (BSA), sulfato de condroitina (CS), lecitina, 

colesterol y cardiolipina (Müller, 2008), investigando  sus efectos  microbicidas sobre la 
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E. coli y S. aureus  in vitro para medir la citotoxicidad sobre fibroblastos dentro de un 

periodo de 30 minutos de contacto. Se encontró que sobre la base de la óptima 

concentración microbicida, OCT  tuvo el más bajo nivel de efecto secundario citotóxico, 

y este se  debilitaba aún más en presencia de proteínas o lípidos. 

En un estudio más reciente, Jenull y cols en el 2015  examinaron cuales condiciones de 

cultivos permiten la supervivencia y la proliferación  celular para investigar una posible 

modulación de la toxicidad a través de la matriz extracelular de proteoglucanos 

condrotin sulfato.  

Se probaron fibroblastos y células MCF7 para el crecimiento mediante la prueba de 

MTT, y se evaluó la potencia de cicatrización de heridas con un ensayo de laceración. 

Los niveles de expresión de los genes implicados en el control de la cicatrización de 

heridas se evaluaron con RT-PCR. 

Una exposición de 24 horas a la solución basada en OCT se encontró incompatible con 

el crecimiento celular.  

En condiciones de cultivo celular la aplicación de la solución basada en OCT se puedo 

observar sin toxicidad comparable a la aplicación mínima requerida para dar efecto 

bactericida completa. La Alteración de la toxicidad por la interacción con el sulfato de 

condroitina en cultivo celular sugiere una función similar en la matriz extracelular en el 

tejido intacto. 
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Actualmente existen muchas soluciones antisépticas en el mercado para el control de 

la placa bacteriana. Uno de los más utilizados es el colutorio de Clorhexidina como 

coadyuvante de la higiene oral  así como antiséptico durante la irrigación endodontal, 

desde hace tiempo se ha demostrado que su uso aporta grandes beneficios, sin 

embargo a pesar de su efectividad existen diversos informes que reportan altos grados 

de  citotoxicidad sobre distinto tipos de células.  

El OCT ha demostrado también  ser un antiséptico eficaz en la higiene oral. En cuanto 

a su posible citotoxicidad existen escasos informes que proporcionan información de 

este tipo. El objetivo de este trabajo fue determinar cuáles efectos secundarios 

pudieran presentarse sobre células epiteliales que estén en contacto con la OCT. 

Dentro de la metodología empleada se utilizó el ensayo de viabilidad celular MTT para 

medir el efecto de la OCT sobre el crecimiento de las células epiteliales de humano 

HeLa. El posible daño al DNA genómico se exploró mediante el ensayo cometa 

acoplado a microscopía de fluorescencia. Para evaluar inflamación se midieron los 

niveles de IL6 mediante ensayos de ELISA y finalmente la posible promoción a 

apoptosis se analizó mediante el ensayo de Anexina V y citometria de flujo.  La 

información generada será de gran utilidad para evaluar el costo/beneficio acerca del 

uso prolongado de la OCT.  
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El uso de colutorios bucales ha sido ampliamente utilizado para controlar la presencia 

de placa bacteriana, halitosis, gingivitis, etc. Se ha comprobado la eficacia del 

hidrocloruro de octenidina y clorhexidina sobre un amplio espectro bacteriano, sin 

embargo también se ha informado sobre cierto grado de citotoxicidad en varios tipos de 

células. Es por lo tanto que en este trabajo se analizó el efecto citotóxico de estos dos 

antisépticos en células epiteliales humanas y de riñón de mono. De esta manera se 

puede comparar el efecto no solo benéfico sino también citotóxico con el fin de 

considerar su acción sobre todo en uso prolongado por el ser humano y optar por el 

colutorio más seguro. 
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Material y Métodos 
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Cultivo celular 

Los células epiteliales de riñón de mono verde africano (Cepas MA104 y Vero ) y la 

línea celular epitelial humana  HeLa fueron cultivadas en medio esencial mínimo (MEM) 

suplementado con 3 y 10 % de suero bovino fetal, respectivamente (FBS , BioWest , 

Nuaillé , Francia ) a 37 ° C con 5% de CO2 , en placas demicrotitulación de 96 pozos ( 

Thermo Fisher Scientific , MA , EE.UU. ) brevemente se realiza un lavado con Edta 

0.68 mM y después se agregó tripsina-Edta durante 5 minutos en la incubadora a  37 ° 

C con 5% de CO2 posterior se realizó el  conteo de celulares con un Hematocinometro 

para calcular 1x105  en placas de 96 para obtener una mono capa confluente 

aproximadamente 48 horas, se fue corroborado con microscopio invertido modelo Motic 

AE31.  

 
Figura 2. Líneas celulares de crecimiento y condiciones de crecimiento. 

 

Efecto de la Octenidina sobre células epiteliales humanas por ensayo del MTT 

 

Se estudió la posible citotoxicidad de OCT contra los cultivos de células MA104 y HeLa 

utilizando el ensayo  (Biotium, Hayward, CA) (Mosmann, 1983; Liu y cols, 1997) de  la 

viabilidad celular MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio]. Las  Células 1x105  
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se incubaron a 37ºC y 5% de CO2 durante la noche con 0,5, 0,25 y 0,0125% de OCT  

(Schülke y MayrGmbH, Norderstedt,Alemania) y 0,06 y 0,03% de clorhexidina 

(productos Ultradent, South Jordan, UT) como control positivo y  células  libres de 

drogas con medio de cultivo solo como células no tratadas. Después de la incubación, 

se añadieron 10 µl de MTT a cada pocillo y se incubó a 37 ° C y 5% de CO2 por 2 

horas en condiciones de oscuridad. Después de lo cual, el medio se retiró y 100 µlde 

dimetilsulfóxido (DMSO) se añadió para disolver el producto formazan MTT reducido. El 

MTT reducido fue  después  ensayado a 595 nm usando un lector de microplaca de 

absorbencia (Biotek, Winooski, VT) y el  DMSO se empleó como blanco. El ensayo se 

realizó por triplicado y la densidad óptica medida se analizó adicionalmente por las 

estadísticas descriptivas. En algunos casos se siguió  el método descrito anteriormente, 

pero el efecto de OCT en las células epiteliales fue observado a 5, 15, 30 y 60 minutos. 

 

 
 

Figura 2.1 Fundamento del Ensayo de viabilidad MTT. 
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Figura 2..2 Efecto de la Octenidina sobre células epiteliales mediante  

el ensayo de viabilidad MTT. 

 

Influencia de clorhidrato de Octenidina en las células MA104 y HeLa por 

microscopía de  fluorescencia. 

 

Basado en el protocolo descrito anteriormente, la influencia de clorhidrato de 

Octenidina en Células MA104 y HeLa se evaluó por microscopía de fluorescencia. 

Después del tratamiento con 0.05 , 0.025 , 0.0125 % de OCT o 0,06 % de clorhexidina 

(productos Ultradent , South Jordan , UT)  por  más de 24 horas , las células se lavaron 

tres veces con PBS y se tiñeron con Calceína AM ( Biotium , Hayward, CA) (Bozyczko-

Coyne y cols, 1993; Akeson, 1993. Los núcleos de las células epiteliales se tiñeron con 

4 ', 6 - diamidino-2 - fenilindol (DAPI ) ( AbcamInc , Cambridge , UK). La citotoxicidad y 

la integridad de la membrana celular se interpretó sin Calceína AM retenida en el 

interior de las células y por la presencia de núcleo degradado o amorfo, con filtros de 

FITC y DAPI a 485 nmy 358 nm respectivamente (Thornwood , NY). 
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Figura 2.3. Ensayo de Calceína AM y microscopia de fluorescencia 

 

Impacto de Octenidina en el ADN genómico de las células epiteliales de Ensayo 

Cometa 

 

Para determinar el posible daño en el ADN genómico de las células MA104 y HeLa 

después de exposición a OCT,  fue empleado  el ensayo cometa OxiSelect 

(CellBiolabs, Inc, CA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del proveedor (Osting, 1984; 

De Boeck, 2000). A continuación, las células MA014 y HeLa se incubaron a 37ºC y 5% 

de CO2 durante la noche con 0.05% de OCT o 0,06% de clorhexidina (Productos 

Ultradent, South Jordan, UT) como control positivo y  células de libres de drogas con 

medio de cultivo solo como células no tratadas. Después de la incubación, las células 

se recogieron por centrifugación a 700xg durante 2 minutos y se desechó el 

sobrenadante. Las células se lavaron con PBS y se combinaron con cometa agarosa  a 

una relación de 01:10 y se entubaron 75 uL / pocillo en el OxiSelect Deslice Comet. El 

portaobjetos se mantuvo  en posición horizontal y se transfirió  a 4 ºC en la oscuridad 

durante 15 minutos. Con cuidado, el portaobjetos se transfirió a un recipiente con  

buffer  lisis (25mL / portamuestras) y se incubó durante 30 minutos a 4 ºC en la 

oscuridad. El buffer de lisis fue reemplazado con una solución alcalina (25 mL / 
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portamuestras) y se incubó de nuevo durante 30 minutos a 4ºC en la oscuridad. El 

portaobjetos se transfiere a una cámara de electroforesis horizontal aplicando un ajuste 

de corriente de 300 mA durante 30 minutos. Después de eso, el portaobjetos se lavó 

con agua estéril milliQ y el agua se reemplazó con etanol frío al 70% durante 5 minutos. 

El etanol se eliminó y  el portamuestras dejó secar al aire. Una vez que la agarosa y 

portamuestras  estuvieron completamente secas, se añadió  100 uL / pocillo de tinta 

diluida verde de ADN y se incubaron en la habitación  de temperatura durante 15 

minutos. Los portamuestras fueron vistos por microscopía epifluorescente  utilizando un 

Filtro de FITC (Thornwood, NY). 

 

 

Respuesta inflamatoria de las células epiteliales a octenidina 

 

Con el fin de explorar si  bajas concentraciones de OCT podrían promover una 

respuesta inflamatoria en las células epiteliales, el nivel de interleucina 6 (IL6) se midió 

por ensayo ELISA siguiendo las instrucciones del proveedor (Pierce Biotecnología, 

Rockford, Estados Unidos) (Soda y cols, 2003; Chung, 1996). Las densidades ópticas 

se determinaron usando un lector de absorbencia de micro-placa (Biorad, Philadelphia, 

PA) a 450 nm. Los experimentos se repitieron tres veces y la densidad óptica medida 

se analizó mediante estadística descriptiva. 

 

Efecto apoptótico de OCT en  células epiteliales 

 

Para analizar si bajas concentraciones de OCT podrían conducir a la apoptosis 

después de la incubación con las células humanas, se empleó el kit  de ensayo de 

apoptosis CFTM488A t / 7-AAD (Boersma y cols, 1996; Zelenin y cols, 1984)  siguiendo 

las instrucciones del proveedor (Biotum, Hayward, CA), una monocapa confluente de 

células HeLa crecido con 1X10-4 and 1X10-7% de octenidina por 24 hrs fue recogido  y 

se lavó con 1X de PBS. Después de eso, las células se volvieron a suspender con 1x 

binding buffer y alícuotas de 100 ul/tubo. 5 µl  de CF488A-Anexina V y 2ul 7-AAD de 

solución de trabajo fueron añadidos a las células y se incubaron a temperatura 
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ambiente durante 30 minutos en la oscuridad. Finalmente, 400 µl de binding buffer se 

añadieron a cada tubo y las células se analizaron por el flujo de citometría a 488 nm en 

un citómetro de flujo BD Accuri ™ C6 ( BDBiosciences, San Jose CA ,EE.UU). 
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Citotoxicidad de Octenidina  sobre  células epiteliales humanas 

 

Con el fin de determinar la posible citotoxicidad de clorhidrato de Octenidina, células 

epiteliales humanas se expusieron a varias concentraciones de OCT (0,5, 0,25, y 

0,0125%) durante 24 h. El número de células vivas después de la exposición fue 

determinado por el ensayo  de viabilidad celular MTT  y los resultados indican que sólo 

el 12% de las células estaban viviendo después del tratamiento de OCT en todas las 

concentraciones evaluadas (Figura 3). Resultados similares se encontraron con 

clorhexidina (a concentraciones  más bajo de las que se emplean  en los colutorios 

orales)  ya que inhibió completamente el crecimiento celular (Figura 3), y se exhibe un 

alto efecto citotóxico sobre las células HeLa. Con la intención de descartar un 

fenómeno exclusivo de las células HeLa, células de riñón de mono (MA0149) fueron 

expuestos a las mismas concentraciones de OCT, obteniendo resultados idénticos 

rechazando un artificio metodológico. Para estar seguros de estos datos, se exploró la 

influencia de OCT en células epiteliales en tiempos cortos post-incubación (0, 5, 15, 30 

y 60 min.). Usando concentraciones equivalentes de OCT y CHX, se obtuvieron los 

mismos resultados, el 88,5% del crecimiento  celular fue inhibido desde los 5 minutos 

de exposición que permanece constante a lo largo de todo el tiempo (Figura 3.1). Una 

vez más nuestros resultados muestran un efecto tóxico evidente en presencia de OCT, 

lo que sugiere una rápida introducción a la célula diana, alterando su fisiología. Este 

fenómeno fue apoyado por la microscopía fluorescente empleando Calceína AM, el 

cual es retenido en el citoplasma de las células vivas. Como puede verse en la Figura 

3.2, después de la incubación con OCT, el núcleo y, de hecho, toda la célula parecía 

estar intoxicado por OCT  en todas las concentraciones estudiadas. Se observaron 

resultados idénticos cuando se agregó clorhexidina a las culturas HeLa, lo que sugiere 

que tanto OCT  como clorhexidina alteran la permeabilidad de la membrana 

permitiendo 

la salida de Calceína AM. 
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Figura 3. Efecto de Octenidina sobre las células epiteliales humanas. Células HeLa fueron tratados con 

diferentes concentraciones de octenidina durante 24 h. y el número de células vivas era determinada por 

ensayo de viabilidad MTT. La clorhexidina se utilizó como control positivo de la toxicidad. Las densidades 

ópticas obtenidas por triplicado se midieron a 570nm utilizando un lector de absorbencia de microplaca. 

Los experimentos se repitieron tres veces para asegurar la veracidad de resultados. 
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Figura 3.1 Tiempo - efecto de Octenidina sobre las células epiteliales humanas. Células HeLa fueron 

tratadoscon diferentes concentraciones de octenidina para 5 , 15 , 30 y 60 minutos y el número delas 

células vivas se determinó mediante ensayo de viabilidad MTT . La clorhexidina se utilizó como control  

positivo de la toxicidad. Las densidades ópticas obtenidas por triplicado se midieron a 570 nm usandoun 

lector de absorbencia de microplaca. Los experimentos se repitieron tres veces para asegurar la 

veracidad de los resultados. 
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Figura 3.2 Citotoxicidad de Octenidina en células epiteliales humanas por microscopía de fluorescencia. 

Células HeLa fueron tratados con las técnicas descritas anteriormente. Después de 24 horas  de 

incubación las células epiteliales se tiñeron con Calceína AM , el núcleo con DAPI y se observó bajo 

microscopía de fluorescencia a 485 y 358 nm ( Thornwood , NY). Las imágenes se analizaron mediante 

el uso de software AxioVision (Thornwood, NY). La barra indica 5µm. 

 

Efecto de Octenidina en el ADN genómico de las células epiteliales 

 

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la OCT en las células humanas, ensayos de 

genotoxicidad se llevaron a cabo para determinar una posible lesión en el ADN de las 

células epiteliales expuestas a OCT. Después de 24 horas de incubación con 0,05% 

OCT, el  ADN de las células fue analizado por el ensayo cometa y microscopía de 

fluorescencia. Los resultados mostraron una cola después de la Tinción de ADN (señal 
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de células apoptóticas), lo que indica que la OCT afecta el ADN genómico de células 

HeLa (Figura 3.3). 0,06% de clorhexidina produjo la señal clásica de los daños el  en 

ADN genómico, como se esperaba (Figura 3.3). Estos resultados indican que OCT 

exhibe alta toxicidad en el ADN genómico de las células epiteliales en el mismo nivel de 

clorhexidina bajo  nuestras condiciones experimentales.  

 

 

 

Figura 3.3. Genotoxicidad de Octenidina sobre células epiteliales humanas mediante el ensayo cometa y 

microscopía de fluorescencia. Células HeLa cultivadas en medios de cultivo se usaron como control 

positivo.El efecto de 0,05 % y 0,06 % de octenidinaClorexidina sobre células HeLa se analizó después 

de 18 hrs.de incubación por microscopía de fluorescencia a 485 nm (Thornwood , NY). La presencia de 

una estela es indicativo de daño en el ADN. 

 

 

Respuesta inflamatoria de las células epiteliales a Octenidina 

 

Con el fin de explorar si las bajas concentraciones de OCT  podrían promover un  

respuesta inflamatoria en las células epiteliales, el nivel de IL6 se determinó mediante 

ensayo ELISA. La Figura 3.4 muestra un claro aumento en el nivel de IL6 cuando las 

células HeLa crecen en presencia de 1X10-3  de OCT cuando se compara con las 

células HeLa. El nivel de IL-6 se elevó un 43,7% en la presencia 
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de OCT. En contraste, cuando concentraciones altas (1x10-2 o más) de OCT eran 

añadido a células de cultivo, no había células vivas para desarrollar una respuesta 

inflamatoria.   

 

Se obtuvieron los mismos resultados cuando se utilizó 1% de peróxido de hidrógeno en 

lugar de OCT. 1X10-4 de OCT exhibieron un comportamiento similar al de las células 

HeLa. Estos datos sugieren que bajas concentraciones de OCT estimulan la expresión 

de citoquinas pro-inflamatorias de las células huésped. 

 

 
Figura 3.4 Respuesta inflamatoria de las células humanas Octenidina. El cultivo de Células HeLa se 

utilizó como control positivo. La capacidad de iniciar una respuesta inflamatoria de 0,01 , 0,001 y 0,0001 

% de octenidina y 1 % de peróxido de hidrógeno de las células HeLa se analizó midiendo el nivel de IL6 

mediante el ensayo ELISA y la medición de densidades ópticas en un lector de microplaca de 

absorbencia a 450 nm. El promedio de tres experimentos fueron analizados para la seguridad de la 

veracidad de los resultados. 

 

 

Efecto apoptótico de OCT en las células epiteliales humanas 

 

Sobre la base de  últimos experimentos, se exploró si las bajas concentraciones de 

OCT podrían conducir a la apoptosis de las células huésped utilizando el / kit 
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CFTM488A /7-AAD  de ensayo de apoptosis y el flujo de citometría. Los resultados 

indican que la baja concentración de OCT no promovió apoptosis entre las células 

epiteliales humanas (Figura 3.5). No había diferencia entre 1X10-3de OCT  y el grupo 

de control (células en crecimiento sólo con medios de cultivo) que muestran similares 

medias de las células vivas después de 24 horas de crecimiento. Estos resultados 

sugieren que altas concentraciones de OCT  inhiben el crecimiento de células humanas 

mediante la alteración de las funciones básicas de host células y cantidades inferiores 

de OCT no son perjudiciales para las células humanas. 

 

 

*  

 

Figura 3.5 Efecto apoptótico de bajas concentraciones de Octenidina sobre células humanas. La posible 

conducción a la apoptosis de la célula huésped por 1x10-3 de octenidina fue explorada por Anexina V y 

el ensayo de 7 -AAD usando citometría de flujo a 488 nm. 
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Está bien establecido el papel de la placa dental como la causa etiológica de la caries, 

la gingivitis y la enfermedad periodontal (Costerton, 1995; Loe y cols, 1965; cols, 1978). 

El control de placa mecánico se ha convertido en la piedra angular del tratamiento 

dental, sin embargo, la prevalencia casi omnipresente de la caries y la gingivitis hace 

sugerir que el control de biopelícula dental a través de medios mecánicos es ineficiente. 

A pesar de que muchos productos se han utilizado para controlar la placa y la gingivitis, 

incluyendo peróxido de hidrógeno (Hossainian y cols, 2011), hexetidina (Afennich y 

cols, 2011), cloruro de cetylpyriniduim (Haps y cols, 2008), aceites esenciales (Stoeken 

y cols, 2007), etc., la clorhexidina es uno de los antisépticos más utilizados e 

investigados (Van Stydonck y cols, 2012). Sin embargo, el efecto biocida de la 

clorhexidina no es exclusivo para los microorganismos patógenos. Varios informes 

indican un efecto citotóxico importante en una variedad de células de mamíferos (Louis, 

1985; Kenney y cols, 1972; Knuuttila, 1981; Heleland y cols, 1971; Pucher, 1992; 

Silvestri, 2013). Sobre la base de estos informes, otras moléculas atrajeron el interés  

para ser utilizadas como enjuagues orales. 

 

Clorhidrato de octenidina al 0.1% ha sido utilizado como antiséptico bucal 

principalmente en Países europeos. OCT se desarrolló en el Instituto de Investigación 

SterlingWinthop como potencial agente antimicrobiano tópico. Últimamente este 

compuesto se encontró que era eficaz en la inhibición de crecimiento de bacterias 

formadoras de placa (Bailey y cols, 1984)  y en una reducción del desarrollo de placa 

en animales de experimentación (Emilson y cols, 1991). Uno de los estudios recientes 

mostraron que un 0,1% enjuague bucal octenidina proporcionado reducciones 

estadísticamente significativas de 39% menos de la placa, 50% menos de gingivitis y 

60% menos sitios gingivales sangrado (Beiswanger y cols, 2009). A pesar de que es 

ampliamente utilizado, no hay informes sobre un posible efecto tóxico de octubre en las 

células humanas. 

 

En este trabajo se investigó la influencia de clorhidrato octenidina en células epiteliales 

humanas. Los resultados obtenidos mostraron una alta toxicidad, tanto para OCT como 

para clorhexidina a concentraciones finales analizados y desde los 5 minutos de 
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exposición (Figuras 5 y 6). Para  descartar un fenómeno exclusivo  para las células 

HeLa, otras células epiteliales (células de riñón de mono, MA014) se utilizaron para 

analizar el efecto de OCT, la obtención de resultados fue idéntico (datos no mostrados). 

Para confirmar los resultados anteriores, se siguió un procedimiento similar, pero la 

observando la morfología de las células cultivadas con OCT y clorhexidina. Las 

imágenes de la Figura 3.2 apoyan los datos descritos mostrando previamente células 

sin membrana integral y  núcleo deformado. 

 

Kocak y cols en el 2009 reportó que el 0,0001% de OCT mata mas todos los 

Streptococcus mutans después de sólo 1-10 minutos de exposición, este dato coincide 

con nuestros resultados en células epiteliales humanas lo que sugiere que la actividad 

biocida de OCT no está restringido contra los microbios patógenos como la clorhexidina 

lo hace. 

 

Con el fin de caracterizar la influencia tóxica de OCT en las células humanas, ensayos 

de genotoxicidad se llevaron a cabo para determinar una posible lesión en el ADN de 

las células epiteliales expuestas  24 horas a Clorhidrato octenidina. Después de 24 hrs. 

de exposición a OCT el ADN genómico presentó una cola típica cuando se observó por 

microscopía de fluorescencia, sugiriendo ADN dañado. En comparación con las células 

en crecimiento con clorhexidina, mostraron una cola mayor corroborando los informes 

previos de genotoxicidad de clorhexidina (Mariotti, 1999). Anteriormente, ha sido 

informado de que la clorhexidina presenta una mala absorción por los tejidos (Rushton, 

1977), 120 sin embargo en este experimento que emplea cultivos de células de riñón de 

mono clorhexidina fue extremadamente tóxico después de unos minutos de exposición, 

lo que sugiere una rápida absorción a través de la membrana plasmática. 

 

Cuando se estudió la respuesta inflamatoria, los datos de este trabajo  sugieren que las 

bajas concentraciones de octenidina estimulan la expresión de citoquinas pro-

inflamatorias de las células huésped. Como toda molécula extraña, octenidina causan 

una respuesta del sistema inmune de las células HeLa. Se ha propuesto que un 

aumento en el nivel de citoquinas pro-inflamatorias podría culminar con la activación de 
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vías de la apoptosis, la destrucción de las células huésped (Haanen, 1995).121 Sin 

embargo, cuando Anexina V se utiliza para etiquetar las células apoptóticas, muy pocos 

de ellos estaban en estado apoptotico y no se detectaron diferencias entre las células 

que crecen con los medios de cultivo. Estos resultados sugieren que altas 

concentraciones de OCT  inhiben el crecimiento de células humanas y puede ser 

debido a alteración de las funciones básicas de las células huésped; cantidades 

inferiores de OCT no son perjudiciales para las células humanas. 

 

No se sabe cómo OCT  causan el efecto tóxico sobre las células epiteliales. El producto 

comercial (Octenidol; Shülke y MayrGmbH, Norderstedt, Alemania) presenta un pH de 

4, pero se ignora si la citotoxicidad encontrado en este trabajo podría atribuirse a su 

bajo pH. Basado en experimentos con Calceína AM, se sugiere un fuerte daño en la 

membrana plasmática, alterando su permeabilidad con una lesión subsecuente en el 

ADN debido a OCT interiorizado.  

Se necesitan experimentos para explicar con detalle todas las interacciones 

bioquímicas de OCT con moléculas celulares. 
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En este estudio se muestra que OCT al 0.1% y la CHX al 0.12% presentaron una 

elevada toxicidad en células epiteliales humanas lo que sugiere que su uso a largo 

plazo podría ser perjudiciales para las personas. Por lo tanto, el efecto benefico así 

como posibles efectos nocivos de octenidina en los seres humanos deben ser 

sopesados en otros estudios In vivo. 
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Resumen

El clorhidrato de  octenidina se emplea como ingrediente principal de enjuagues bucales debido a sus

propiedades bactericidas y antibiopelícula. Aunque la octenidina es ampliamente utilizada, no hay re-

portes previos que indiquen su posible efecto tóxico en los seres humanos. El objetivo de esta inves-

tigación fue analizar la citotoxicidad de la octenidina en las células epiteliales humanas (HeLa). Células

HeLa fueron cultivadas y expuestas a varias concentraciones de octenidina y la viabilidad celular se

midió mediante ensayos de MTT. Los resultados obtenidos mostraron que no había células vivas des-

pués de 24 hrs de incubación al ser tratadas con 0,0125 a 0,05% de octenidina. Sorprendentemente,

las mismas concentraciones de octenidina tuvieron un efecto citotóxico en todas las células HeLa des-

pués de sólo 5 minutos de exposición. Estos datos fueron apoyados por la observación de las mismas

cultivadas con octenidina mediante microscopía de fluorescencia, que indicaron el daño sobre la mem-

brana plasmática, probablemente alterando su permeabilidad. Empleando ensayos de genotoxicidad,

se encontró que la octenidina causa lesiones al ADN genómico. Las concentraciones más bajas de

octenidina indujeron un aumento de los niveles de IL-6. Sin embargo, no promueve la apoptosis entre

las células epiteliales. Como conclusión; la octenidina es altamente tóxico en las células humanas, por

lo tanto los efectos benéficos y nocivos de la octenidina en los seres humanos deben ser valorados en

estudios in vivo.

Palabras clave: Citotoxicidad, enjuague bucal, Octenidol, Clorhidrato de  octenidina, efecto tóxico.
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Abstract

Octenidine hydrochloride is employed as main ingredient of mouth washes based on its bactericidal

and antibiofilm properties. Although octenidine is widely used, there are no reports studying it´s possi-

ble toxic effect on humans. The aim of this research was to analyze the cytotoxicity of octenidine on

human epithelial cells (HeLa). HeLa cells were culture and exposed to several concentrations of octe-

nidine and cell viability was measured by MTT assays. The findings showed no living cells were detected

after 24 hrs. of HeLa cells growing in presence of 0.0125-0.05% octenidine. Surprisingly, same con-

centrations of octenidine kill all HeLa cells after only 5 minutes of exposition. These data were supported

by observing HeLa cells grown with octenidine by fluorescence microscopy, indicating damage in plas-

matic membrane, probably altering their permeability. Employing genotoxicity assays, it was found that

octenidine cause injury to genomic DNA when it was added to HeLa cells cultures. Lower concentrations

of octenidine induced an increasing of levels of IL6 in HeLa cells, however did not promote apoptosis

among epithelial cells. As conclusion octenidine cause high toxicity on human cells, therefore beneficial

and potential harmful effects of octenidine on humans must be weighed in further studies in vivo. 

Keywords: Cytotoxicity, Mouth washes, Octenidol, Octenidine Hydrochloride, Toxic effect.

Introducción

La mayoría de colutorios orales tienen como ingrediente activo a la clorhexidina, una biguanida cloro-

fenil 1,2. Esta posee una importante acción bactericida de amplio espectro y ha sido uno de los agentes

más investigados en odontología. Desde 1960, la clorhexidina se ha utilizado para control de  placa

dental en base al primer informe realizado por Schroeder 3. Aunque a varias concentraciones de clor-

hexidina se puede utilizar para matar las bacterias orales, se recomiendan enjuagues diarios de clor-

hexidina al 0.12% para mantener la salud bucal 4. Sin embargo, el potente efecto biocida de la

clorhexidina no es exclusivo para los microorganismos. Son Varios los reportes que sugieren un im-

portante efecto citotóxico sobre una variedad de células de mamífero 5-9. Basándose en estos informes,

otras moléculas atrajeron el interés para ser utilizado como colutorios orales. El Clorhidrato de octeni-

dina (OCT) es un derivado de bispiridina, por ejemplo: NN '- [110-decanedioyl-1 (4) -piridinil-4-iliden]

de dihidrocloruro  (1-octanamine). Un enjuague bucal que contiene 0,1% de OCT es eficaz para reducir

la acumulación de placa y la gingivitis 10. La eficacia del OCT como enjuague bucal se demostró pre-

viamente en ratas y seres humanos 11. Se ha demostrado que el OCT parece ser más eficaz que la

clorhexidina como un medio para la actividad anti-adhesiva bacteriana prolongada 12. También, el OCT

ha sido sugerido como un irrigante endodóntico en base a sus propiedades antimicrobianas y su 

baja citotoxicidad 13.  Aunque las propiedades antimicrobianas del OCT son incuestionables, la citoto-

xicidad no se ha explorado ampliamente. 
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En este trabajo se analizó el efecto del OCT en las células epiteliales humanas. Los resultados obte-

nidos mostraron una alta citotoxicidad del OCT tanto en células de riñón de mono como también en

las células epiteliales humanas. Los resultados obtenidos mostraron una alta citotoxicidad de OCT

tanto en células de riñón de mono y células epiteliales humanas. La mayoría de las células murieron

después de sólo 5 minutos de exposición a 0,0125% del OCT. Este dato fue corroborado por micros-

copía de fluorescencia observando la célula dañada después de la exposición temprana con OCT.

Material y métodos

Cultivo de células epiteliales humanas (HeLa) y de riñón de mono (MA-104)

Las células epiteliales de riñón de mono verde africano (MA104) y la línea celular humana HeLa se

cultivaron en medio esencial mínimo (MEM) suplementado con 3 y 10% de suero bovino fetal, respec-

tivamente (FBS, BioWest, Nuaillé, Francia) a 37 ° C con 5% de CO2, en placas de microtitulación de

96 pocillos (Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU.) durante dos días hasta obtener una monocapa con-

fluente 14.

Efecto del Clorhidrato de Octenidina en las células epiteliales por ensayo de viabilidad celular MTT

La posible citotoxicidad de OCT contra las MA104 y células HeLa se estudió utilizando el  ensayo de

viabilidad celular MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio bromuro] (Biotium, Hayward,

CA)15,16. Se incubaron 1x105 células a 37ºC y 5% de  CO2 toda una noche con concentraciones de

0,5, 0,25 y 0,0125% de OCT (Schülke y Mayr GmbH, Norderstedt, Alemania) y 0,06 y 0,03% de clor-

hexidina (productos Ultradent, South Jordan, UT) como control positivo y células libres de drogas  con

medio de cultivo solo como células no tratadas. Después de la incubación, se añadieron 10 µl  de MTT

a cada pocillo y se incubaron a 37 ° C y 5% de CO2 durante 2 horas en condiciones de oscuridad.

Después de lo cual, se retiró el medio y se añadieron 100 µl de sulfóxido de dimetilo (DMSO) para di-

solver el producto formazan MTT reducido. A continuación, el MTT reducido se ensayó a 570 nm

usando un lector de microplacas absorbancia (Biotek, Winooski, VT) y DMSO fue empleado como

blanco. El ensayo se realizó por triplicado y la densidad óptica medida se analizó mediante estadística

descriptiva. En algunos casos, se sigue el procedimiento descrito anteriormente, pero el efecto del

OCT en las células epiteliales fue observada a los 5, 15, 30 y 60 minutos.
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4

Influencia del clorhidrato de Octenidine en células MA104 y HeLa por microscopía de fluorescencia

Basado en el protocolo descrito anteriormente, la influencia del clorhidrato de Octenidina en células

MA104 y HeLa se evaluó por microscopía de fluorescencia. Después del tratamiento con 0,05, 0,025,

0,0125% de OCT y 0,06% de clorhexidina (productos Ultradent, South Jordan, UT) por más de 24

horas, las células se lavaron tres veces con PBS y se tiñeron con calceína AM (Biotium, Hayward, CA)
17,18. Los núcleos de las células epiteliales se tiñeron con 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 19 (Abcam

Inc, Cambridge, UK). La citotoxicidad y la integridad de la membrana celular se interpreta por no tener

la capacidad de retención de la calceína AM en el interior de las células y por la presencia de núcleo

degradado o amorfo, con filtros de FITC y DAPI en 485 nm y 358 nm respectivamente (Thornwood,

NY).

Impacto de Octenidina en el ADN genómico de las células epiteliales mediante ensayo cometa

Para determinar los posibles daños en el ADN genómico de las células HeLa y MA104 después de la

exposición del  OCT, se empleó el ensayo de cometa Oxiselect (Cell Biolabs, Inc, CA, USA), siguiendo

las instrucciones del proveedor 20,21. Brevemente, las células MA014 y HeLa se incubaron a 37ºC y 5%

de CO2 durante la noche con 0.05% de OCT y 0,06% de clorhexidina (productos Ultradent, South Jor-

dan, UT) como control positivo y las células libres de drogas con medio de cultivo solo como células

no tratadas. Después de la incubación, las células se recogieron por centrifugación a 700xg durante 2

minutos y desechar el sobrenadante. Las células se lavaron con PBS y se combinan con agarosa co-

meta a una relación de 01:10 y se pipetean 75 uL / pocillo en el portaobjetos OxiSelect Cometa OxiSe-

lect. El portaobjetos se mantiene horizontalmente y se transfirió a 4 ºC en la oscuridad durante 15

minutos. Con cuidado, el portaobjetos se transfiere a un recipiente con Buffer de lisis (25 ml / portaob-

jetos) y se incubó durante 30 minutos a 4 ºC en la oscuridad. El buffer de lisis se reemplazó con solución

alcalina (25 mL / portaobjetos) y se incubó de nuevo durante 30 minutos a 4 ºC en la oscuridad. El por-

taobjetos se transfiere a una cámara de electroforesis horizontal aplicando un ajuste de corriente de

300 mA durante 30 minutos. Después de eso, el portaobjetos se lavó con agua destilada estéril y el

agua se reemplazó con etanol frío al 70% durante 5 minutos. Se eliminó el etanol y el portaobjetos se

dejó secar al aire. Una vez que la agarosa y el portaobjeto está completamente seco, se añadieron

100 uL de Vista Green dye por pocillo y se incubó a temperatura ambiente durante 15 minutos. Los

portaobjetos se vieron por microscopía de epifluorescencia utilizando un filtro FITC.

La respuesta inflamatoria de las células epiteliales con  Octenidina
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Con el fin de explorar si las bajas concentraciones de octenidina podrían promover una respuesta in-

flamatoria de las células epiteliales, el nivel de la interleucina 6 (IL-6) se midió mediante el ensayo

ELISA siguiendo las instrucciones del proveedor (Pierce Biotechnology, Rockford, EE.UU.) 22,23. Las

densidades ópticas se determinaron usando un lector de absorbancia micro-placa (Biorad, Philadelphia,

PA) a 450 nm. Los experimentos se repitieron tres veces y la densidad óptica medida se analizó me-

diante estadística descriptiva.

Efecto de apoptosis  del clorhidrato de Octenidina en las células epiteliales

Para analizar si las bajas concentraciones de octenidina podrían conducir a la apoptosis después de

la incubación con células humanas, se empleó el kit CF488A / 7AAD Ensayo de Apoptosis 24,25. Si-

guiendo las instrucciones del proveedor (Biotium, Hayward, CA), se cultivó una monocapa confluente 

de células HeLa con 1X10-4 and 1X10-7 % de octenidina por 24 hrs. Después de eso, las células se

resuspendienron con un tampon de buffer al  1x y alícuotas de 100 l / tubo de unión,  se añadieron 5

µl de CF488A-Anexina V y 2 µl de solución de trabajo de 7-AAD a las células y se incubaron a tempe-

ratura ambiente durante 30 minutos en la oscuridad. Finalmente, se añadieron 400 µl de tampón de

buffer a cada tubo y las células se analizaron por citometría de flujo a 488 nm en un citómetro de flujo

BD Accuri ™ C6 (BD Biosciences, San Jose CA, EE.UU.).

RESULTADOS

La citotoxicidad del clorhidrato de Octenidine en las células epiteliales humanas

Con el fin de determinar la posible citotoxicidad del clorhidrato de Octenidine, en células epiteliales hu-

manas se expusieron a varias concentraciones de OCT (0,5, 0,25 y 0,0125%) durante 24 h. El número

de células vivas después de la exposición se determinó mediante ensayo de viabilidad celular MTT y

los resultados de indican que sólo el 12% de las células estaban vivas después del tratamiento con

OCT en todas las concentraciones evaluadas (Figura 1). Un resultado similar se encontró con la clor-

hexidina (en las concentraciones más bajas que se emplea en los colutorios orales) inhibió completa-

mente crecimiento el celular (Figura 1), que exhibe un alto efecto citotóxico sobre las células HeLa.

Con la intención de descartar un fenómeno exclusivo para las células HeLa, las células de riñón de

mono (MA014) fueron expuestos a mismas concentraciones de octenidina, obteniendo resultados idén-

ticos rechazando un artificio metodológico. 
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Para estar seguro de estos datos, se investigó la influencia de octenidina en las células epiteliales a

tiempos cortos después de la incubación (0, 5, 15, 30 y 60 min.). El uso de concentraciones equivalen-

tes de OCT y clorhexidina, se obtuvieron los mismos resultados, 88,5% del crecimiento celular se

inhibió desde 5 minutos de exposición que permanece constante a lo largo de todo el tiempo (Figura

2). Una vez más nuestros resultados muestran un efecto tóxico evidente en presencia de octenidina,

lo que sugiere una rápida introducción a la célula diana, alterar su fisiología. Este fenómeno fue apo-

yado por la microscopía fluorescente empleando calceína AM, que es retenida en el citoplasma de las

células vivas. Como puede verse en la (Figura 3), después de la incubación con OCT, el núcleo y la

célula parecía estar intoxicado por OCT en todas las concentraciones estudiadas. Idénticos resultados

se observan cuando la Clorhexidina se añadió a cultivos de HeLa, lo que sugiere que tanto OCT y clor-

hexidina alteran la permeabilidad de la membrana que permite la salida de calceína AM.

Figura 1. Efecto de Octenidine sobre las células epiteliales humanas. Las células HeLa se trataron
con diferentes concentraciones de octenidina por 24 h. El número de células vivas se determinó me-
diante ensayo de viabilidad MTT. La clorhexidina se utilizó como control positivo de la toxicidad. Las
densidades ópticas obtenidas por triplicado se midieron a 570 nm usando un lector de microplacas de
absorbancia. Los experimentos se repitieron tres veces para asegurar la veracidad de los resultados.
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Figura 2. Tiempo-efecto de Octenidine en las células epiteliales humanas. Las células HeLa se trataron
con diferentes concentraciones de octenidina por 5, 15, 30 y 60 minutos y el número de células vivas
se determinó por ensayo de viabilidad MTT. La clorhexidina se utilizó como control positivo de la toxi-
cidad. Las densidades ópticas obtenidas por triplicado se midieron a 570 nm usando un lector de mi-
croplacas de absorbancia. Los experimentos se repitieron tres veces para asegurar la veracidad de
los resultados.

Figura 3. La citotoxicidad de_ Octenidine en las células epiteliales humanas por microscopía de fluo-
rescencia. Las células HeLa se trataron con mismas técnicas describen anteriormente. Después de
24 h. de incubación, las células epiteliales se tiñeron con calceína AM, núcleo con DAPI y se obser-
varon bajo microscopía de fluorescencia a 485 y 358 nm (Thornwood, NY). Las imágenes se analiza-
ron utilizando software AxioVision (Thornwood, NY). La barra indica 5 µm.



Revista Mexicana de Estomatología
Vol. 3 No. 1   Enero - Junio 2016

Citotoxicidad y genotoxicidad del clorhidrato de
octenidina sobre células humanas

ISSN: 2007-9052
http://remexesto.com

Efecto de clorhidrato de Octenidina en el ADN genómico de las células epiteliales

Con el objetivo de caracterizar el efecto de OCT en las células humanas, ensayos de genotoxicidad se

llevaron a cabo para determinar una posible lesión en el ADN de las células epiteliales expuestas al

clorhidrato de Octenidina. Después de 24 h. de incubación con 0,05% de OCT, el ADN de las células

se analizó por el ensayo de cometa y microscopía de fluorescencia. Los resultados mostraron una cola

después de la tinción de ADN, indicando que el OCT afecta al ADN genómico (Figura 4). 0,06% de

clorhexidina produjo la señal clásica de daños en el ADN genómico, como se esperaba (Figura 4).

Estos resultados indican que el clorhidrato de Octenidina presentan alta toxicidad en el ADN genómico

de las células epiteliales al mismo nivel de la clorhexidina  en nuestras condiciones experimentales

(Figura 2).

La respuesta inflamatoria de las células epiteliales con  Octenidina

Con el fin de explorar si las bajas concentraciones de octenidina podrían promover una respuesta in-

flamatoria de las células epiteliales, el nivel de IL6 se determinó mediante ensayo de ELISA. La figura

5 muestra un claro aumento en el nivel de IL6 cuando las células HeLa crecen en presencia de 1x10-

3 de octenidina cuando se compara con las células HeLa. El nivel de IL-6 se elevó un 43,7% en pre-

sencia de octenidina. 

Figura 4. La genotoxicidad de Octenidine en las células epiteliales humanas mediante el ensayo de
cometa y microscopía de fluorescencia. Las células HeLa cultivadas en medios de cultivo se usaron
como control positivo. El efecto de 0,05% de octenidina y 0,06% de clorhexidina en las células HeLa
se analizó después de 18 hrs. de incubación por microscopía de fluorescencia a 485 nm (Thornwood,
NY). La presencia de una estela es indicativo de daño en el ADN.
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En contraste, cuando se añadieron concentraciones altas (1x10-2 o más) de octenidina con  cultivo de

células cultivo, no había células vivas para desarrollar una respuesta inflamatoria. 

Los mismos resultados se obtuvieron cuando se utilizó 1% de peróxido de hidrógeno en lugar de oc-

tenidina al 1x10-4 exhibieron un comportamiento similar al de las células HeLa. Estos datos sugieren

que las bajas concentraciones de octenidina estimulan la expresión de citoquinas pro-inflamatorias de

células huésped.

Efecto de apoptosis de clorhidrato de Octenidine en las células epiteliales humanas

Sobre la base de los últimos experimentos, se exploró si las bajas concentraciones de octenidina po-

drían conducir a la apoptosis de las células huésped utilizando el kit CF488A / 7AAD Ensayo de Apop-

tosis y citometría de flujo. Los resultados indican que la baja concentración de octenidina no promovió

la apoptosis entre las células epiteliales humanas (Figura 6). No había diferencia entre 1x10-3 de oc-

tenidina y control (células que crecen sólo con medios de cultivo) que muestra un promedio similar de

células vivas después de 24 horas de crecimiento. Estos resultados sugieren que las altas concentra-

ciones de octenidina inhiben el crecimiento de células humanas mediante la alteración de las funciones

básicas de  las células huésped y menores cantidades de octenidina no son perjudiciales para las cé-

lulas humanas.

Figura 5. Respuesta inflamatoria de las células humanas con  Octenidine. Las células HeLa que cre-
cieron en  medios de cultivo se usaron como control positivo. La capacidad de iniciar una respuesta
inflamatoria de 0,01, 0,001 y 0,0001% de octenidina y peróxido de hidrógeno 1% de las células HeLa
se analizaron midiendo el nivel de IL6 mediante el Ensayo ELISA y la medición de densidades ópticas
en un lector de absorbancia de microplacas a 450 nm. El promedio de tres experimentos fueron ana-
lizados con  la seguridad de la veracidad de los resultados.
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DISCUSIÓN

Está bien establecido el papel de la placa dental como la causa etiológica de la caries, la gingivitis y la

enfermedad periodontal 26-28. El control mecánico de la placa se ha convertido en la piedra angular del

tratamiento dental, sin embargo, la prevalencia casi omnipresente de la caries y la gingivitis podría su-

gerir que el control de biofilms dentales a través de medios mecánicos es ineficiente. Aunque muchos

productos se han utilizado para controlar la placa y la gingivitis, incluyendo peróxido de hidrógeno 29,

hexetidina 30, cloruro de cetilpiridinio 31, los aceites esenciales 32, etc., la clorhexidina es uno de los más

ampliamente utilizados y bien investigado antisépticos. ampliamente utilizados y bien investigado an-

tisépticos. Sin embargo, el efecto biocida de la clorhexidina no es exclusivo para los microorganismos

patógenos. Varios informes indican un importante efecto citotóxico sobre una variedad de células de

mamífero 5-9,33. 

Figura 6. El efecto apoptótico de bajas concentraciones de Octenidine sobre las células humanas. La
posible que lleva a la apoptosis de la célula huésped por 1x10-3 de octenidina fue explorada por Ane-
xina V y ensayo de 7-AAD mediante citometría de flujo a 488 nm.
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Basándose en estos informes, otras moléculas atraídos interés para ser utilizado como colutorios ora-

les. 0,1% de clorhidrato de octenidina se ha utilizado como antiséptico oral, principalmente en los países

europeos. El OCT fue desarrollado en el Sterling Winthop Research Institute como un agente antimi-

crobiano potencial tópico. Últimamente se encontró que este compuesto es eficaz en la inhibición del

crecimiento de bacterias formadoras de placas 34 y en una reducción del desarrollo de la placa en ani-

males de experimentación 35 .Uno de los estudios recientes demostraron que un 0,1% enjuague bucal

octenidina proporcionó reducciones estadísticamente significativas de 39% menos de placa, la gingivitis

a 50% menos, y el 60% menos de los sitios de sangrado gingival 36. Aunque se utiliza ampliamente, no

hay informes sobre un posible efecto tóxico de la OCT en las células humanas.

En este trabajo se investigó la influencia de clorhidrato de octenidina en las células epiteliales humanas.

Los resultados obtenidos mostraron una alta toxicidad para los dos, OCT y clorhexidina en todas las

concentraciones finales analizadas y desde los p 5 minutos de exposición (Figuras 1 y 2). Para des-

cartar un fenómeno exclusivo de las células HeLa, se utilizaron otras células epiteliales (células de

riñón de mono, MA014) para analizar el efecto de la OCT, obteniendo resultados idénticos (datos no

mostrados). Para confirmar los resultados anteriores, se siguió un procedimiento similar pero al obser-

var la morfología de las células cultivadas con OCT y clorhexidina. Las imágenes de la figura 3 respal-

dan los datos descritos anteriormente donde muestran células sin integridad de la membrana y el

núcleo deformado. Kocak et al., 2009 informó que 0,0001% de OCT mata a todos los Streptococcus

mutans después de sólo 1 a 10 minutos de exposición 37, este dato es de acuerdo con nuestros hallaz-

gos en las células epiteliales humanas, lo que sugiere que la actividad biocida de no está restringido

contra microbios patógenos como clorhexidina hace.

Con el fin de caracterizar la influencia tóxica de OCT en las células humanas, ensayos de genotoxicidad

se llevaron a cabo para determinar una posible lesión en el ADN de las células epiteliales 24hrs. ex-

puestas a Clorhidrato de octenidina. Después de 24 hrs. de exposición a OCT, el ADN genómico pre-

sentó una cola típica cuando se observaron por microscopía de fluorescencia, lo que sugiere daño en

el ADN. En comparación con las células que crecen con la clorhexidina, mostraron una cola más alta

que corroboran los informes anteriores de la genotoxicidad de clorhexidina 38. Anteriormente, se ha in-

formado que la clorhexidina presenta una mala absorción por los tejidos 39, sin embargo, en nuestros

experimentos que emplean cultivos de células de riñón de mono clorhexidina era extremadamente tó-

xico después de pocos minutos de exposición, lo que sugiere una rápida absorción a través de la mem-

brana plasmática. 

Cuando se estudió la respuesta inflamatoria, nuestros datos sugieren que las bajas concentraciones

de octenidina estimulan la expresión de citoquinas pro-inflamatorias de células huésped. Al igual que
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todas las moléculas extrañas, la octenidina causar una respuesta del sistema inmune de las células

HeLa. Se ha propuesto que un aumento en el nivel de las citoquinas pro-inflamatorias podría culminar

con la activación de vías de la apoptosis, la destrucción de las células huésped 40. Sin embargo, cuando

se utilizó la Anexina V para marcar las células apoptóticas, muy pocos de ellas estaban en estado de

apoptosis y no se detectaron diferencias entre las células que crecen con medios de cultivo. Estos re-

sultados sugieren que las altas concentraciones de la octenidina inhiben el crecimiento de células hu-

manas puede ser debido a la alteración de las funciones básicas de las células huésped y menores

cantidades de la octenidina no son perjudiciales para las células humanas.

No se sabe cómo la octenidina causa el efecto tóxico en las células epiteliales. El producto comercial

(Octenidol; Shülke y Mayr GmbH, Norderstedt, Alemania) presenta un pH de 4, pero ignora si toda la

citotoxicidad encontrado en este trabajo se puede atribuir a su bajo pH. Sobre la base de experimentos

con AM de calceína, se sugiere un fuerte daño en la membrana plasmática, alterando su permeabilidad

con una lesión de ADN posteriormente debido a OCT analizado. Son necesarios más estudios para

explicar con detalle todas las interacciones bioquímicas de la OCT con las moléculas celulares.

Conclusiones

En conclusión, nuestro estudio muestra que el 0,1% de octenidina presenta una alta toxicidad sobre

las células epiteliales humanas que sugieren su uso desde hace mucho tiempo que podría ser perju-

dicial para las personas. Por lo tanto, los efectos nocivos beneficiosos y potenciales de octenidina en

los seres humanos deben ser sopesados en estudios in vivo.
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