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Resumen

El clorhidrato de octenidina se emplea como ingrediente principal de enjuagues bucales debido a sus
propiedades bactericidas y antibiopelicula. Aunque la octenidina es ampliamente utilizada, no hay re-
portes previos que indiquen su posible efecto téxico en los seres humanos. El objetivo de esta inves-
tigacion 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
midié mediante ensayos de MTT. Los resultados obtenidos mostraron que no habia células vivas des-
pués de 24 hrs de incubacion al ser tratadas con 0.0125 a 0.05% de octenidina. Sorprendentemente,
las mismas concentraciones de octenidina tuvieron un efecto citotoxico en todas las células HelLa des-
pués de sélo 5 minutos de exposicion. Estos datos fueron apoyados por la observacién de las mismas
cultivadas con octenidina mediante microscopia de fluorescencia, que indicaron el dafio sobre la mem-
brana plasmatica, probablemente alterando su permeabilidad. Empleando ensayos de genotoxicidad,
se encontré que la octenidina causa lesiones al ADN gendmico. Las concentraciones mas bajas de
octenidina indujeron un aumento de los niveles de IL-6. Sin embargo, no promueve la apoptosis entre
las células epiteliales. Como conclusion; la octenidina es altamente toxico 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.
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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 HelLa 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 HelLa 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.

INTRODUCCION

La mayoria de colutorios orales tienen como ingrediente activo a la clorhexidina, una biguanida cloro-
fenil'2. Esta posee una importante accion bactericida de amplio espectro y ha sido uno de los agentes
mas investigados en odontologia. Desde 1960, la clorhexidina se ha utilizado para control de placa
dental en base al primer informe realizado por Schroeder®. 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*. 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 citotdxico sobre una variedad de células de mamifero®°. Basandose 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 acumulacién de placa y la gingivitis'®. La eficacia del OCT como enjuague bucal se demostré pre-
viamente en ratas y seres humanos™. Se ha demostrado que el OCT parece ser mas eficaz que la
clorhexidina como un medio para la actividad anti-adhesiva bacteriana prolongada'?. También, el OCT
ha sido sugerido como un irrigante endoddntico en base a sus propiedades antimicrobianas y su

baja citotoxicidad'®. Aunque las propiedades antimicrobianas del OCT son incuestionables, la citoto-
xicidad no se ha explorado ampliamente.
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En este trabajo se analiz6 el efecto del OCT en las células epiteliales humanas. Los resultados obte-
nidos mostraron una alta citotoxicidad del OCT tanto en células de rifidn de mono como también en
las células epiteliales humanas. Los resultados obtenidos mostraron una alta citotoxicidad de OCT
tanto en células de riidn de mono y células epiteliales humanas. La mayoria de las células murieron
después de sélo 5 minutos de exposicion a 0.0125% del OCT. Este dato fue corroborado por micros-
copia de fluorescencia observando la célula danada después de la exposicion temprana con OCT.

Material y métodos
Cultivo de células epiteliales humanas (HelLa) y de rifidn de mono (MA-104).

Las células epiteliales de rindn de mono verde africano (MA104) y la linea celular humana HelLa se
cultivaron en medio esencial minimo (MEM) suplementado con 3 y 10% de suero bovino fetal, respec-
tivamente (FBS, BioWest, Nuaillé, Francia) a 37 °C con 5% de CO», en placas de microtitulacion de
96 pocillos (Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU.) durante dos dias hasta obtener una monocapa con-
fluente™.

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 HelLa se estudio utilizando el ensayo de
viabilidad celular MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio bromuro] (Biotium, Hayward,
CA)™'%. Se incubaron 1x10° células a 37°C y 5% de CO» toda una noche con concentraciones de
0.5, 0.25y 0.0125% de OCT (Schulke 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 incubacién, se afadieron 10 ul de MTT
a cada pocillo y se incubaron a 37 °C y 5% de CO» durante 2 horas en condiciones de oscuridad. Des-
pués de lo cual, se retir6 el medio y se anadieron 100 pl de sulféxido de dimetilo (DMSO) para disolver
el producto formazan MTT reducido. A continuacion, el MTT reducido se ensay6 a 570 nm usando un
lector de microplacas absorbancia (Biotek, Winooski, VT) y DMSO fue empleado como blanco. El en-
sayo se realizé por triplicado y la densidad éptica medida se analizé mediante estadistica descriptiva.
En algunos casos, se sigue el procedimiento descrito anteriormente, pero el efecto del OCT en las cé-
lulas epiteliales fue observada a los 5, 15, 30 y 60 minutos.
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Influencia del clorhidrato de Octenidina en células MA104 y HelLa por microscopia de fluorescencia.

Basado en el protocolo descrito anteriormente, la influencia del clorhidrato de octenidina en células
MA104 y HelLa se evalu6 por microscopia 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 mas de 24
horas, las células se lavaron tres veces con PBS y se tifieron con calceina AM (Biotium, Hayward,
CA)'"'8, Los nucleos de las células epiteliales se tifieron con 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)™
(Abcam Inc, Cambridge, UK). La citotoxicidad y la integridad de la membrana celular se interpreta por
no tener la capacidad de retencion de la calceina AM en el interior de las células y por la presencia de
nucleo degradado o amorfo, con filtros de FITC y DAPI en 485 nm y 358 nm respectivamente (Thorn-
wood, NY).

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

Para determinar los posibles dafios en el ADN gendmico de las células HeLa y MA104 después de la
exposicion del OCT, se empled el ensayo de cometa Oxiselect (Cell Biolabs, Inc, CA, USA), siguiendo
las instrucciones del proveedor?2'. Brevemente, las células MAO14 y HelLa se incubaron a 37 °C y 5%
de CO5 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 incubacion, las células se recogieron por centrifugacion a 700xg durante 2
minutos y desechar el sobrenadante. Las células se lavaron con PBS y se combinan con agarosa co-
meta a una relacién de 01:10 y se pipetean 75 uL / pocillo en el portaobjetos OxiSelect Cometa OxiSe-
lect. El portaobjetos se mantiene horizontalmente y se transfirié a 4 °C 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 incubo durante 30 minutos a 4 °C en la oscuridad. El buffer de lisis se reemplazé con solucion
alcalina (25 mL / portaobjetos) y se incub6 de nuevo durante 30 minutos a 4 °C en la oscuridad. El por-
taobjetos se transfiere a una camara de electroforesis horizontal aplicando un ajuste de corriente de
300 mA durante 30 minutos. Después de eso, el portaobjetos se lavd con agua destilada estéril y el
agua se reemplazo con etanol frio al 70% durante 5 minutos. Se eliminé el etanol y el portaobjetos se
dejé secar al aire. Una vez que la agarosa y el portaobjeto esta completamente seco, se afiadieron
100 uL de Vista Green dye por pocillo y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Los
portaobjetos se vieron por microscopia 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 podrian promover una respuesta in-
flamatoria de las células epiteliales, el nivel de la interleucina 6 (IL-6) se midié mediante el ensayo
ELISA siguiendo las instrucciones del proveedor (Pierce Biotechnology, Rockford, EE.UU.)?> %, Las
densidades épticas se determinaron usando un lector de absorbancia micro-placa (Biorad, Philadelphia,
PA) a 450 nm. Los experimentos se repitieron tres veces y la densidad éptica medida se analizé me-
diante estadistica descriptiva.

Efecto de apoptosis del clorhidrato de Octenidina en las células epiteliales.

Para analizar si las bajas concentraciones de octenidina podrian conducir a la apoptosis después de
la incubacion con células humanas, se empleod el kit CF488A / 7AAD Ensayo de Apoptosis?+2°, Si-
guiendo las instrucciones del proveedor (Biotium, Hayward, CA), se cultivd una monocapa confluente
de células HeLa con 1X10* and 1X107 % de octenidina por 24 hrs. Después de eso, las células se re-
suspendieron con un tampoén de buffer al 1x y alicuotas de 100 | / tubo de union, se afadieron 5 pl de
CF488A-Anexina V y 2 pl de solucién de trabajo de 7-AAD a las células y se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos en la oscuridad. Finalmente, se anadieron 400 ul de tampdn de buffer a
cada tubo y las células se analizaron por citometria de flujo a 488 nm en un citémetro de flujo BD Ac-
curi™ C6 (BD Biosciences, San Jose CA, EE.UU.).

RESULTADOS

La citotoxicidad del clorhidrato de Octenidina en las células epiteliales humanas.

Con el fin de determinar la posible citotoxicidad del clorhidrato de octenidina, en células epiteliales hu-
manas se expusieron a varias concentraciones de OCT (0.5, 0.25y 0.0125%) durante 24 h. El numero
de células vivas después de la exposicion se determind mediante ensayo de viabilidad celular MTT y
los resultados de indican que soélo el 12% de las células estaban vivas después del tratamiento con
OCT en todas las concentraciones evaluadas (Figura 1). Un resultado similar se encontré con la clor-
hexidina (en las concentraciones mas bajas que se emplea en los colutorios orales) inhibié completa-
mente el crecimiento celular (Figura 1), que exhibe un alto efecto citotdxico sobre las células Hela.
Con la intencion de descartar un fendmeno exclusivo para las células Hela, las células de rifidén de
mono (MA014) fueron expuestas a mismas concentraciones de octenidina, obteniendo resultados idén-
ticos rechazando un artificio metodologico.
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Para estar seguro de estos datos, se investigo la influencia de octenidina en las células epiteliales a
tiempos cortos después de la incubacion (0, 5, 15, 30 y 60 min.). El uso de concentraciones equivalen-
tes de OCT Yy clorhexidina, se obtuvieron los mismos resultados, 88.5% del crecimiento celular se
inhibié desde 5 minutos de exposicion que permanece constante a lo largo de todo el tiempo (Figura
2). Una vez mas nuestros resultados muestran un efecto téxico evidente en presencia de octenidina,
lo que sugiere una rapida introduccién a la célula diana, alterar su fisiologia. Este fendmeno fue apo-
yado por la microscopia fluorescente empleando calceina AM, que es retenida en el citoplasma de las
células vivas. Como puede verse en la (Figura 3), después de la incubacién con OCT, el nucleo y la
célula parecia estar intoxicado por OCT en todas las concentraciones estudiadas. Idénticos resultados
se observan cuando la Clorhexidina se afiadio a cultivos de Hela, lo que sugiere que tanto OCT y clor-
hexidina alteran la permeabilidad de la membrana que permite la salida de calceina AM.
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Figura 1. Efecto de Octenidina sobre las células epiteliales humanas. Las células HelLa se trataron
con diferentes concentraciones de octenidina por 24 h. El nimero de células vivas se determind me-
diante ensayo de viabilidad MTT. La clorhexidina se utilizé como control positivo de la toxicidad. Las
densidades oOpticas 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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Efecto citotoxico de octenidina a diferentes tiempos
en células epiteliales
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Figura 2. Tiempo-efecto de octenidina en las células epiteliales humanas. Las células HelLa se trataron
con diferentes concentraciones de octenidina por 5, 15, 30 y 60 minutos y el niumero de células vivas
se determiné por ensayo de viabilidad MTT. La clorhexidina se utiliz6 como control positivo de la toxi-
cidad. Las densidades 6pticas 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.

Microscopia de fluorescencia con células de crecimiento con Octenedina
Calcein AM DAPI Merge

HelLa Celis

0.05% OCT

0.025% OCT

0.0125% OCT
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Figura 3. La citotoxicidad de octenidina en las células epiteliales humanas por microscopia de fluo-
rescencia. Las células HelLa se trataron con las mismas técnicas que se describen anteriormente.
Después de 24 h. de incubacion, las células epiteliales se tifieron con calceina AM, nucleo con DAPI
y se observaron bajo microscopia de fluorescencia a 485 y 358 nm (Thornwood, NY). Las imagenes
se analizaron utilizando software AxioVision (Thornwood, NY). La barra indica 5 pm.
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Efecto de clorhidrato de Octenidina en el ADN genomico 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 lesion en el ADN de las células epiteliales expuestas al
clorhidrato de octenidina. Después de 24 h. de incubacién con 0.05% de OCT, el ADN de las células
se analizé por el ensayo de cometa y microscopia de fluorescencia. Los resultados mostraron una cola
después de la tincion de ADN, indicando que el OCT afecta al ADN gendmico (Figura 4). 0.06% de
clorhexidina produjo la sefial clasica de dafios en el ADN gendmico, como se esperaba (Figura 4).
Estos resultados indican que el clorhidrato de Octenidina presentan alta toxicidad en el ADN genémico
de las células epiteliales al mismo nivel de la clorhexidina en nuestras condiciones experimentales
(Figura 2).

Evaluacion de dano del DN A en células individuales

Hela Cells 0.05% Octenidine 0.06% Chiorhexine

Figura 4. La genotoxicidad de octenidina en las células epiteliales humanas mediante el ensayo de
cometa y microscopia de fluorescencia. Las células HelLa 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 HelLa
se analizé después de 18 hrs. de incubacién por microscopia de fluorescencia a 485 nm (Thornwood,
NY). La presencia de una estela es indicativo de dafio en el ADN.

La respuesta inflamatoria de las células epiteliales con Octenidina.

Con el fin de explorar si las bajas concentraciones de octenidina podrian promover una respuesta in-
flamatoria de las células epiteliales, el nivel de IL6 se determiné 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 HelLa. El nivel de IL-6 se elevé un 43.7% en pre-
sencia de octenidina.
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En contraste, cuando se afiadieron concentraciones altas (1x102 o mas) de octenidina con cultivo de
células cultivo, no habia células vivas para desarrollar una respuesta inflamatoria.

Los mismos resultados se obtuvieron cuando se utilizé 1% de peréxido de hidrégeno en lugar de oc-
tenidina al 1x10# exhibieron un comportamiento similar al de las células HeLa. Estos datos sugieren
que las bajas concentraciones de octenidina estimulan la expresion de citoquinas pro-inflamatorias de
células huésped.

Respuesta Inflamatoria en células humanas con
Octenidina
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Figura 5. Respuesta inflamatoria de las células humanas con octenidina. 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 peréxido de hidrégeno 1% de las células HelLa
se analizaron midiendo el nivel de IL6 mediante el Ensayo ELISAy la medicién de densidades 6pticas
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.

Efecto de apoptosis de clorhidrato de Octenidina en las células epiteliales humanas.

Sobre la base de los ultimos experimentos, se exploro si las bajas concentraciones de octenidina po-
drian conducir a la apoptosis de las células huésped utilizando el kit CF488A / 7AAD Ensayo de Apop-
tosis y citometria de flujo. Los resultados indican que la baja concentracion de octenidina no promovio
la apoptosis entre las células epiteliales humanas (Figura 6). No habia diferencia entre 1x10 de octe-
nidina y control (células que crecen so6lo 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 alteracién de las funciones
basicas de las células huésped y menores cantidades de octenidina no son perjudiciales para las cé-
lulas humanas.
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Figura 6. El efecto apoptético de bajas concentraciones de octenidina sobre las células humanas. La
posible que lleva a la apoptosis de la célula huésped por 1x10 de octenidina fue explorada por Ane-
xina V y ensayo de 7-AAD mediante citometria de flujo a 488 nm.

DISCUSION

Esta bien establecido el papel de la placa dental como la causa etioldgica de la caries, la gingivitis y la
enfermedad periodontal?6-?¢, El control mecanico 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 podria su-
gerir que el control de biofilms dentales a través de medios mecanicos es ineficiente. Aunque muchos
productos se han utilizado para controlar la placa y la gingivitis, incluyendo peréxido de hidrégeno®,
hexetidina®, cloruro de cetilpiridinio®, los aceites esenciales®?, etc., la clorhexidina es uno de los mas
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
patdgenos. Varios informes indican un importante efecto citotoxico sobre una variedad de células de
mamifero 5933,
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Basandose en estos informes, otras moléculas han atraido interés para ser utilizadas como colutorios
orales. El 0.1% de clorhidrato de octenidina se ha utilizado como antiséptico oral, principalmente en
los paises europeos. EI OCT fue desarrollado en el Sterling Winthop Research Institute como un agente
antimicrobiano potencial topico. Ultimamente se encontré que este compuesto es eficaz en la inhibicién
del crecimiento de bacterias formadoras de placas®** y en una reduccién del desarrollo de la placa en
animales de experimentacion®. Uno de los estudios recientes demostraron que un 0.1% enjuague
bucal octenidina proporcion6 reducciones estadisticamente significativas de 39% menos de placa, la
gingivitis a 50% menos, y el 60% menos de los sitios de sangrado gingival®*®. Aunque se utiliza amplia-
mente, no hay informes sobre un posible efecto toxico de la OCT en las células humanas.

En este trabajo se investigo la influencia de clorhidrato de octenidina en las células epiteliales humanas.
Los resultados obtenidos mostraron una alta toxicidad para los dos, OCT vy clorhexidina en todas las
concentraciones finales analizadas y desde los p 5 minutos de exposiciéon (Figuras 1y 2). Para des-
cartar un fendmeno exclusivo de las células Hela, se utilizaron otras células epiteliales (células de
rindon de mono, MAO14) para analizar el efecto de la OCT, obteniendo resultados idénticos (datos no
mostrados). Para confirmar los resultados anteriores, se siguioé un procedimiento similar pero al obser-
var la morfologia de las células cultivadas con OCT y clorhexidina. Las imagenes de la figura 3 respal-
dan los datos descritos anteriormente donde muestran células sin integridad de la membrana y el
nucleo deformado. Kocak et al., 2009 informé que 0.0001% de OCT mata a todos los Streptococcus
mutans después de soélo 1 a 10 minutos de exposicion®’, este dato es de acuerdo con nuestros hallaz-
gos en las células epiteliales humanas, lo que sugiere que la actividad biocida de no esta restringido
contra microbios patdégenos como clorhexidina hace.

Con el fin de caracterizar la influencia toxica de OCT en las células humanas, ensayos de genotoxicidad
se llevaron a cabo para determinar una posible lesion en el ADN de las células epiteliales 24 hrs. ex-
puestas a clorhidrato de octenidina. Después de 24 hrs. de exposicion a OCT, el ADN gendmico pre-
sentd una cola tipica cuando se observaron por microscopia de fluorescencia, lo que sugiere dafio en
el ADN. En comparacion con las células que crecen con la clorhexidina, mostraron una cola mas alta
que corroboran los informes anteriores de la genotoxicidad de clorhexidina®®. Anteriormente, se ha in-
formado que la clorhexidina presenta una mala absorcion por los tejidos®®, sin embargo, en nuestros
experimentos que emplean cultivos de células de rifidon de mono clorhexidina era extremadamente to-
xico después de pocos minutos de exposicion, lo que sugiere una rapida absorcion a través de la mem-
brana plasmatica.

Cuando se estudio la respuesta inflamatoria, nuestros datos sugieren que las bajas concentraciones
de octenidina estimulan la expresién de citoquinas pro-inflamatorias de células huésped. Al igual que
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todas las moléculas extrafnas, la octenidina causar una respuesta del sistema inmune de las células
HelLa. Se ha propuesto que un aumento en el nivel de las citoquinas pro-inflamatorias podria culminar
con la activacion de vias de la apoptosis, la destruccién de las células huésped*. Sin embargo, cuando
se utilizé la Anexina V para marcar las células apoptéticas, 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 alteracion de las funciones basicas de las células huésped y menores
cantidades de la octenidina no son perjudiciales para las células humanas.

No se sabe como la octenidina causa el efecto toxico en las células epiteliales. El producto comercial
(Octenidol; Shulke y Mayr GmbH, Norderstedt, Alemania) presenta un pH de 4, pero se ignora si toda
la citotoxicidad encontrada en este trabajo se puede atribuir a su bajo pH. Sobre la base de experi-
mentos con AM de calceina, se sugiere un fuerte dafio en la membrana plasmatica, alterando su per-
meabilidad con una lesion de ADN posteriormente debido a OCT analizado. Son necesarios mas
estudios para explicar con detalle todas las interacciones bioquimicas de la OCT con las moléculas
celulares.

CONCLUSIONES

En conclusion, 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 podria 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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