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1. INTRODUCCION.

A nivel industrial en México los Sistemas de Calidad se han ido generando en base a
experiencias derivadas en los paises de mayor desarrollo e industrializados. La Calidad se
define como: El conjunto de caracteristicas de un producto o servicio que cumple y satisface
las necesidades de un consumidor o cliente (Grado de Satisfaccion para bienestar del
consumidor). El control de calidad consiste en una evaluacion sistematica del trabajo, para
asegurar que el producto final se ajusta hasta un grado aceptable, a limites de tolerancia
previamente establecidos. La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM)
especifica métodos generales de analisis para la evaluacion de limites de calidad de los

productos farmacéuticos.

El proceso de control de calidad implementado a lo largo de toda la secuencia de
pasos en la elaboracién de un medicamento, permite poner a la disposicion del publico,
productos que cumplan con los requisitos establecidos en la Ley General de Salud para poder
ser: eficaces, seguros, inocuos y libres de contaminacion bacteriana. Por esta razon las
pruebas bioldgicas y microbiolégicas son muy diversas, dependiendo del origen de la materia
prima, forma farmacéutica, etc., exigiendo cierto grado de especializacion y competencia.
Estas pruebas se aplican principalmente a materiales de origen animal, vegetal, mineral y
bioldgico, puesto que la presencia de una gran variedad de levaduras, hongos y bacterias
pueden ocasionar una serie de problemas como: la descomposicion del principio activo,

cambios en el color, olor, textura, ruptura a emulsion y danos al consumidor.

Los requisitos generales de calidad microbiolégica son: Cuenta total de bacterias
mesdfilas aerobias (limite microbiano) y Ausencia de microorganismos patdgenos. La prueba
de limite microbiano consiste en determinar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de
microorganismos aerobios presentes por gramo o mililitro de muestra, esta consiste en
inocular la muestra a ensayar en placas o tubos conteniendo medio digerido de soya caseina,

se incuban a 35°C durante 72 horas.



El nimero de microorganismos no debe ser mayor al especificado en metodologia.
Mucho mas importantes que el numero total, son los tipos de microorganismos presentes,

sobre todo los que deterioran el producto o son nocivos para la salud.

La determinacion de microorganismos patdgenos, consiste en inocular sobre medios
nutritivos la muestra dispersa en un liquido estéril e incubar por 48 horas. Posteriormente se
inocula sobre medios selectivos utiles para identificacién preliminar, determinando aquellas
colonias cuyas caracteristicas morfolégicas correspondan a los microorganismos
sospechosos, complementando la prueba con sus caracteristicas  microscopicas y

confirmandose con pruebas bioquimicas.

Los metabolitos del ozono tienen evidenciada cientifica en muchas investigaciones de
laboratorio. Sus aplicaciones en seres humanos iniciaron en 1982, cuando los investigadores
Rainbauer, Streichsbiers, Washuttl demuestran su marcada actividad bioldgica, antiséptica y
oxigenante'. Los metabolitos del ozono pueden prepararse en diferentes formas: emulsiones
lipofilicas, cremas, Ovulos y supositorios. Estas presentan actividades bioldgicas locales y
efectos terapéuticos especificos, dependiendo del lugar de aplicacion y el contenido de
metabolitos de ozono. Por otra parte, una de las ventajas de estos productos, es que producen
efectos terapéuticos similares a los de la ozonoterapia sistémica, con la comodidad de

aplicarlos en casa.



RESUMEN.

El presente trabajo, es un analisis microbiolégico que se utilizd para evaluar la
calidad de dos cremas: Flebozon y Dermozon, hechas a base de metabolitos del ozono para
el tratamiento en problemas de la piel. Estas cremas presentan actividades bioldgicas locales
y efectos terapéuticos especificos, dependiendo del lugar de aplicacion y el contenido de
metabolitos de ozono, una de las ventajas de estos productos es que producen un efecto

antiséptico (Flebozon) y un efecto bactericida (Dermozon).

El analisis microbioldgico consistid en evaluar el limite microbiano: método general
de analisis de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos el cual se basa en la
determinacion de recuento de mesofilos aerdbios y microorganismos objetables. Ademas de
la prueba de efectividad de preservativos antimicrobianos; el propésito de esta prueba, es
evaluar la actividad antimicrobiana del preparado farmacéutico. Pues bien, la evaluacion de
calidad de las cremas Flebozon y Demorzon, demostr6 que no presentan crecimiento
bacteriano de mesofilos aerdbios, hongos filamentosos y patégenos, por lo que el limite
microbiano fue menor a 10 UFC/mg de muestra. En la prueba de preservacion se observo
actividad bactericida, ya que hubo una recuperacion menor de los microorganismos control.
Esto es notable por la disminuciéon del crecimiento bacteriano a los 60 min con una
recuperacion de tan solo 24 UFC para Flebozon y 3 UFC para Dermozon. Se evaluaron a los
7 meses y esta prueba recupera alrededor de 99% de UFC inoculado, se asume que pierde
capacidad bactericida. A los 7 meses siguen sin presentar contaminacion de mesofilos

aerobios y hongos filamentosos.

Cabe mencionar que las cremas Flebozon y Dermozon aunque tienen
propiedades terapéuticas, no son considerados medicamentos, por lo que no existe un
procedimiento de calidad para su comercializacion, sin embargo la empresa requiere de estos
analisis como parte de su investigacon en lo que respecta a buenas practicas de fabricacion
con el objetivo de comercializar productos de calidad y competitivos en el mercado. Ademas
que el empleo de los metabolitos del ozono es uno de los descubrimientos mas notable

durante los ultimos afios en el campo de la medicina alternativa.



1.1. OZONO TERAPEUTICO.

El ozono es la unidad alotropica del oxigeno, constituido por moléculas triatdmicas de
este elemento. Su existencia fue reportada en 1785 por el Quimico Holandes M. Von Muran
pero no fue hasta 1840 que el Quimico aleman Christian F. Schonbien' quien asocié el olor
producido por descargas eléctricas atmosféricas; con el olor de un gas que se formaba en la
electrdlisis del H,0, al cual llamoé Ozono, que en griego significa oloroso. Este no puede olerse
cuando su concentracion supera 0.1 ppm, por que comienza a ser un gas irritante. El mismo
posee un poder oxigenante mucho mayor que el del oxigeno normal y su reaccion con los
compuestos organicos es mucho mas selectivo y puede reaccionar con algunos de ellos, sin
afectar a los demas. Estimula diferentes sistemas enzimaticos protectores del organismo.
Ademas mejora las propiedades de la sangre y su circulacién a través de los capilares,
aumentando la capacidad de absorcion del oxigeno en los eritrocitos, asi como su
transferencia hacia los tejidos, lo que permite que aumente el metabolismo en el area danada
donde se aplique, permitiendo asi su pronta regeneracion. Ha sido postulado que los
mecanismos de accion de este agente estan relacionados con la generacion de productos
secundarios en su interaccion con los dobles enlaces carbono-carbono presentes en los
compuestos organicos que se encuentran en el plasma y en las membranas celulares,
teniendo cuatro efectos fundamentales: mejora el metabolismo del oxigeno, es modulador
inmunoldgico, es modulador del estrés oxidativo bioldgico, potente bactericida, fungicida y

virucida.”

En 1857, Werner Von Siemens construyd el primer generador de ozono (Oj), cuyo
funcionamiento se basaba en el principio de la descarga constante de una chispa v,
simultaneamente, el paso de aire u oxigeno a través del campo eléctrico. En 1898, Incluso
antes de que Brodie y Ladenburg descubrieran la formula molecular del ozono (O3), Labbe y
Qudin, Bontemps y Pfannenstiel, investigaron el efecto bactericida de este “gas de olor acre”.
En los afios siguientes, se produjeron grandes cantidades de ozono (Ojz) (200 I/h; 44
galones/h), en potentes generadores que se utilizaron para la esterilizacion del agua potable,
pero debido a su alto costo se sustituyo por el cloro. En 1916, A. Wolff utilizd sistematicamente
los efectos bactericidas del ozono (Oj3) para tratar fracturas conminutas, heridas supurantes
malolientes, gangrenas caseosas y flegmones. Fisch fue el primero en utilizar, en 1934, la
terapia con ozono - oxigeno en odontologia, al tratar con éxito periodontitis, granulomas
dentales y otros focos inflamatorios. La generalizaciéon del ozono como agente terapéutico en

odontologia 0 en medicina, se vio limitada porque el ozono (O3) corroia los tubos flexibles que



eran fabricados en caucho natural. Mas adelante, los tubos se fabricaron de silicona que es
mas resistente, eliminando su antigua desventaja.?

En la actualidad hay 2 sistemas generadores de ozono (O3). Ozonytron y Healozone"?"°.
El “Healozone”, genera ozono a partir de aire que, el cual, es una mezcla de nitrégeno (~ 79%)
y oxigeno (~21%). El ozono (O3) es conducido a través de un tubo flexible de silicona, hasta el
punto que sera tratado y una vez alli, sale bajo una capsula de goma. Si la capsula de goma
no esta herméticamente ajustada alrededor del objeto a tratar (diente), el generador no
funcionara, medida razonable, teniendo en cuenta que el Healozone genera una elevada
concentracion de ozono (O3) que sobrepasa la concentracion necesaria para la esterilizacion.
Asi pues, el exceso de ozono (O3;) es aspirado de nuevo y reactivado en el interior del

aparato, es decir, vuelve a convertirse en oxigeno atmosférico.?
1.2. TOXICIDAD DEL OZONO

El ozono es un gas de color azul tenue, lo que explicaria el color azul del cielo y de los
mares. A la temperatura de -111,9 °C se presenta en estado liquido (temperatura de
condensacion) con un color azul oscuro y a la temperatura de -193 °C se presenta en estado
sélido y adquiere un color rojo oscuro. Su densidad en estado liquido, a -182 °C, es de 1,572
g/cm3 y su masa en estado gaseoso, a 0 °C y 1 atm., es de 2,144 g. Su solubilidad en agua es
50 % superior a la del oxigeno, el cual es un oxidante lento, mientras que el ozono es un
oxidante rapido; es altamente téxico por via respiratoria, ya que deteriora la membrana
alveolar. Es muy inestable en los estados liquido y sdlido. Sin embargo también en el estado
gaseoso el ozono es muy inestable, sobre todo en concentraciones altas y en presencia de
agua, por la presencia de enlaces de tipo endotérmicos entre los atomos (H = 34 Kcal/mol).
Con concentraciones del 20% pueden generarse fendmenos de autoencendido, que no se
evidencian por debajo del 8%; sin embargo, la velocidad de descomposicion depende de la
temperatura (a 25° se degrada el 60% en una hora). Por eso el ozono médico debe producirse

en el momento del uso y guardarse por un periodo breve de tiempo.®

Muchos estudios anteriores han indicado claramente que la toxicidad del ozono puede ser
explicada en términos de reacciones de radicales libres. Al ozono se le consideran propiedades
radiométricas y, por tanto, de inducir la generacidon de especies reactivas y radicales libres,
causando la induccidon de aberraciones de cromosomas y facilitando las interacciones con los
sistemas de defensa antioxidantes. Las reacciones con los acidos grasos polisaturados en las

membranas bioldgicas, la induccion de la peroxidacion lipidica yla salida de metabolitos



biolégicamente activos como el acido araquidénico, pueden jugar un papel tanto en la toxicidad
citolitica aguda del gas y el desarrollo de la toxicidad cronica, como en la induccion de la
inflamacion 2.

La exposicién de animales al ozono causa efectos en la morfologia del pulmén y su funcion,
como también inflamacién y una resistencia decreciente a los agentes infecciosos. Los efectos
del ozono pueden también verse en el timo y en tejidos linfoides después de una severa

exposicion °.

Gardner resume las observaciones en animales, que incluyen los efectos de 3 horas de
exposicion a niveles de ozono tan bajos como 0,08 ppm, aumentando la susceptibilidad a

infecciones pulmonares bacterianas en ratones *.

La exposicion ocupacional a este gas por encima de los niveles limite admisibles, puede
causar los siguientes sintomas: tos, irritacion de las vias aéreas altas, cosquilleo en la garganta,
malestar en el pecho, dificultad o dolor al inhalar profundamente, falta de aire, sibilante, dolor de
cabeza, fatiga, congestion nasal, cambios en el campo visual, lagrimeo, disminucién en la
frecuencia cardiaca (pulso) y en la presion arterial y dermatitis, entre otros. La dosis de ozono
que llega a las vias aéreas depende de la concentracion de ozono en el aire inhalado, la
duracién de la exposicion y la rapida ventilacion del sujeto. No existen evidencias concluyentes,
pero los sujetos jovenes aparentan ser mas sensibles que los sujetos mayores y las mujeres

pueden ser mas sensibles que los hombres °.

Los mecanismos para los efectos inducidos de ozono en la funcién pulmonar son
comprendidos muy pobremente. Parece haber distintos mecanismos envueltos, incluyendo
irritacion sensorial de las vias aéreas altas, causando la inhibicion involuntaria de las profundas
inspiraciones, constriccion bronquial causada por la estimulacion de nervios vagos, y la salida de
metabolitos del acido araquidénico de las células epiteliales u otras células en las vias aéreas
bajas °.

La genotoxicidad y la carcinogenicidad del ozono han sido investigadas en distintos sistemas
experimentales. El ozono es genotdxico a altas concentraciones in vitro, ya que han causado
mutaciones, aberraciones de tipo cromatidas, cambios de cromosomas familiares y
transformaciones neoplasicas. No existe una evidencia convincente de efectos citogenéticos en
linfocitos de animales o humanos expuestos; no obstante, en un estudio se indujeron en el

pulmén de rata, que fueron expuestas al ozono en concentraciones de 430 pg/m3 por 6 horas,



aberraciones cromosomicas del tipo cromatidas. La habilidad del ozono para actuar como

promotor de tumores ha sido investigada pero no sustentada.’

1.3. EL OZONO COMO BACTERICIDA, FUNGICIDA Y VIRUCIDA

El Ozono (O3), es un gas extremadamente oxidante, capaz de oxidar a la gran mayoria
de los metales de alto grado de oxidacion, numerosos componentes organicos e
inorganicos® lo que le confiere propiedades bactericidas, fungicidas y virucidas. Esta ventaja
se fundamenta en la ausencia de colesterol en las membranas celulares de los organismos
procariotas, hongos y virus, por lo tanto, son mucho mas sensibles que las células eucariotas,

lo que otorga una gran ventaja bioldgica a los seres vivos complejos.

Existen varias hipotesis en cuanto a estas propiedades del ozono. Su propiedad virucida
esta referida a que tanto ozono como sus perdxidos pueden atacar electrofilicamente al
receptor del virus por el par de electrones libres del nitrégeno, modificandolo quimicamente en
forma tal que se inhibe su condensacion con el receptor de la célula (Ej.: el acido N-
ACETILNEURAMINICO) impidiéndose de esta forma la penetracion del virus a la célula, e
inactivando al mismo. A su vez la célula ya infectada, produce peréxidos de hidrégeno en su
accion defensiva, siendo entonces menos tolerante a los perdxidos de acidos grasos, por lo

que puede ser afectada por un aumento de éstos, interrumpiéndose el ciclo reproductivo viral.®

El aceite ozonizado es una mezcla de gas con aceite. El gas de ozono se obtiene
mediante descargas eléctricas a moléculas de oxigeno. La interaccion del ozono con
moléculas insaturadas, entre ellas, los aceites vegetales, genera la formacién de una mezcla
de compuestos quimicos tales como ozonidos o 1,2,4- trioxolanos y peréxidos. Al ozonizar los
aceites vegetales, el ozono ataca a los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados de los
triglicéridos que conforman el aceite vegetal (acido oleico y linoleico) y de ahi se forman una
serie de reacciones que terminan con la formaciéon de los principios activos (ozoénidos y
peroxidos) los cuales poseen un fuerte caracter germicida, contra virus, bacterias y hongos,
haciéndolo util para el tratamiento de heridas infectadas, fistulas y otros procesos sépticos

locales, por el ataque directo al microorganismo.8



El descubrimiento de las propiedades bactericidas y cicatrizantes del ozono permitié a
los investigadores profundizar en el conocimiento de sus efectos beneficiosos, hasta entonces
desconocidos, y en el uso del ozono como terapia curativa en los distintos campos de la
medicina. Kleinmann, en Alemania, realizé el primer estudio bacteriolégico en el que describid
el efecto del ozono sobre microorganismos patégenos. La primera constancia bibliografica de
su uso en medicina, data de la primera guerra mundial, cuando el doctor A. Wolff comenzo6 en
Alemania a realizar curas con ozono para la limpieza y desinfeccion de heridas sépticas de
guerra. Payr en 1935, y Aubourg en 1936, utilizaron, por primera vez, mezclas de ozono-
oxigeno insuflado por via rectal para tratar fistulas y colitis ulcerativas. En 1950, J. Hansler
desarroll6 el primer generador de ozono para uso médico, que permitiria la dosificacion exacta
de las mezclas de ozono-oxigeno. Este hallazgo fue decisivo en la terapéutica, porque era
necesario aplicar una dosis adecuada de ozono para evitar la peroxidacién excesiva que
pudiese ocasionar dafio en las membranas de las células. A partir de 1970, comenzaron a
vislumbrarse nuevas posibilidades de aplicacion del ozono en la practica médica, y varios
equipos de investigacion de Alemania, Italia y Espafa, publicaron articulos que informaron
sobre métodos, resultados y la evolucion de la ozonoterapia como técnica aplicada para

distintas patologias.®

El ozono actia como un excelente agente antimicrobiano debido a su elevado poder
oxidante, especialmente a nivel sistémico, es capaz de inhibir y destruir microorganismos
patdbgenos como bacterias anaerobias, virus, algas, hongos y protozoos. Todas las
enfermedades causadas por estos microorganismos son potencialmente curables con la
ozonoterapia. Se ha comprobado que su accion virucida, que se establece a nivel del ciclo
reproductivo del virus, motivo por el cual se investiga actualmente su posible utilizacion como
tratamiento alternativo del SIDA. Estas propiedades bactericidas, fungicidas y virucidas,
también han permitido la utilizacion del ozono en la potabilizacion de aguas, sin que se
produzcan residuos toxicos para la salud humana. En Cuba, se utilizé por primera vez el
ozono en 1981, cuando fue probada la efectividad de este agente como bactericida en la

desinfeccion de agua potable contaminada.

1.4. OZONOTERAPIA.

El Ozono es conocido como el Gas de la Vida, debido al papel basico que juega para
hacer posible la existencia de los organismos vivos sobre la superficie de la tierra, gracias a la

proteccién que brinda contra la radiacién Ultra Violeta letal del sol.



Sin embargo, y aun menos conocido, también el ozono médico, administrado
correctamente ofrece a los organismos vivos aerobios proteccion contra las perjudiciales
oxidaciones por radicales libres (envejecimiento). De este modo, la ozonoterapia es capaz de
revitalizar y estimular procesos enzimaticos naturales vitales, protectores y antiradicalicos de

las células.

La Ozonoterapia es una tecnologia médica muy valiosa, altamente Util en varios
campos y contra muchas patologias. EI Ozono es un gas, en condiciones atmosfericas
normales inestable, debido a su alto nivel de energia. Esta es la razon de porque esta
tecnologia conlleva la necesidad de equipos sofisticados para su generacion, conduccion y
dosificacién, asi como instrumentos y procedimientos especiales para su manejo y

administracion.

Las investigaciones en el campo de la Quimica, Bioquimica y los fundamentos de los
efectos del ozono en sistemas biolégicos descubrieron que la existencia del ozono como tal en
cualquier sistema biolégico es extremadamente breve, debido a la presencia en todos estos
sistemas de varias sustancias esenciales que presentan reacciones muy rapidas con este gas.
Ejemplos de tales sustancias son la amplia variedad de acidos grasos insaturados (UFA),
presentes en practicamente todos los sistemas vivos, libres o formando parte de diferentes
estructuras lipidicas. Sus dobles enlaces son capaces de reaccionar con el Ozono a
velocidades de reaccion del orden de 10° M. seg. Tales velocidades de reaccion causan que,
en presencia de tales clases de sustancias, la existencia del ozono sera de sdélo unas
centésimas de segundo. Tomando en consideracion las caracteristicas mencionadas
anteriormente, es facil comprender que los efectos sistémicos de la ozonoterapia, asi como la
mayor parte de los efectos locales sobre los tejidos, deben lograrse a través de los productos

de las reacciones principales, o sea, via metabolitos del ozono.”

Estos metabolitos del ozono son los productos de las reacciones del ozono y/o la
descomposicion de los ozénidos en condiciones fisiolégicas. Tales metabolitos, provenientes
de rupturas de cadenas en los acidos grasos insaturados, son similares a los peroxidos
lipidicos enddgenos. Estos son de cadena mas corta, y consecuentemente de menor peso
molecular y mayor caracter hidrofilico. Por ello, son mas capaces para penetrar las
membranas celulares. La llegada de tales moléculas a la fase citosélica produce la activacion
de la glutation peroxidasa, que las reduce a alcoholes, a expensas del glutatién reducido

(GSH), el cual es, a su vez, oxidado a glutation (GSSG). Este paso transcurre con una



diferencia energética de 280 mV vy facilita un flujo protdnico para las reacciones acopladas. Al
mismo tiempo, también la glutatién reductasa se activa para regenerar el GSH a expensas del
NADPH?.

Estos descubrimientos estan soportados por determinaciones in vivo durante ensayos
experimentales en animales y humanos, relacionados con los efectos protectores producidos
por los metabolitos del ozono en 6rganos sometidos a procesos de isquemia-reperfusion. Para
neutralizar el stress oxidativo, la relacion GSH«GSSG en el citoplasma se mantiene en un
valor de cerca de 97,4:1 por la glutation reductasa activada, acoplada con el sistema
NADPH«NADP. Asi, ocurre proporcionalmente un aumento correspondiente de la produccion
de NADPH. La via principal de produccién de NADPH esta constituida por la via de las
pentosas de la glicdlisis, y por ello, la misma glicolisis se acelera también, acelerandose asi la
produccion de ATP, causando un incremento de la disponibilidad de energia para las células,®

ver figura 1.
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Figura 1. Mecanismo del incremento de la disponibilidad de energia para las células.

La consecuente aceleracion del recambio del GSH vy la glicdlisis es la consecuencia final
del efecto de los mencionados hidroperéxidos de cadena corta. Estos efectos producen
también mayor disponibilidad de energia para las células en forma de ATP. También la
produccion de 2,3-DPG aumenta, aumentando asi la liberacion de Oxigeno a partir de la

oxihemoglobina, incrementando por ello la oxigenacién tisular.”



Es conocido que el aumento en la disponibilidad y velocidad de recambio del GSH en las
células es un factor importante para la efectividad de los mecanismos que protegen a las
mismas contra radicales libres y perdxidos. Ademas, también es conocido que el sistema
redox dependiente del GSH esta también basicamente involucrado en otros importantes

procesos como:

» Proteccion de las enzimas tidlicas microsomales y la catepsina.

» Proteccion de la exokinasa (en condiciones de baja concentracion de GSH esta
enzima reduce su actividad y asi disminuye también la sintesis de ATP).

» Participacion en los procesos de respiracion de los nucleos celulares a través del

sistema GSH-acido ascorbico.

También el GSH esta determinantemente involucrado en procesos basicos de detoxificacion

celular como:

v' Reaccion Glioxdlica (hidratacion de substratos cetoaldehidicos, inactivacion del
aldehido piruvico a &cido lactico, sintesis de porfirinas de g-dioxivalerato).

v" Secuencia catabdlica aminoacidos aromaticos.

\

Deshidrogenacion de formaldehido a acido formico.
v" Detoxificacion a través de biosintesis de acidos mercapturicos con bajo consumo de
ATP.

Y en sintesis proteica:

v' Suministro trans membrana de aminoacidos a través de g-glutamil-transpeptidasa de
membrana.

v" Promocion de la reduccién de ribonucleotidos-desoxiribonucleotidos a precursores del
DNA.

v' Estimulacion de la propia sintesis de DNA.

v" Mantenimiento de la estructura doble hélice del DNA, matriz de sintesis proteica.



1.5. APLICACION DE DERIVADOS DE ACEITES NATURALES CON OZONO:

La existencia de los metabolitos del ozono ha sido evidenciada en muchas
investigaciones de laboratorio, asi como el hecho de muchos de ellos son mas estables que el
ozono mismo. Por otra parte, también se conoce que algunos productos de las reacciones
quimicas normales del ozono con productos similares son menos estables que el ozono, hasta
el extremo de descomponerse de manera espontanea explosivamente. Asi, la llave de la
generacion selectiva de metabolitos del ozono utiles radica en las condiciones, las sustancias

catalizadoras y el orden en que las reacciones tienen lugar.

Sobre las bases precedentes, puede perfectamente concebirse que sea posible
generar metabolitos del ozono también in vitro, y que su estructura y estabilidad podra
semejarse mas a los metabolitos del ozono in vivo, mientras mas nos sea posible acercarnos
a reproducir las condiciones de los tejidos vivos para las reacciones del ozono, tal como

ocurre en la ozonoterapia clasica. '

Con el objetivo de determinar las caracteristicas quimico-fisicas Optimas para la
obtencion de los metabolitos del ozono mas estables y biologicamente activos han sido
aprovechadas extensivas investigaciones en esa direccion. Muchas sustancias bioldgicas
diferentes, catalizadores en trazas, coadyuvantes, etc. fueron combinadas en multiples formas
de reacciones con ozono y sus productos fueron consecuentemente analizados y sometidos a
ensayos de estabilidad, actividad biolégica, asi como de toxicidad, para lograr la mayor

estabilidad quimica y bioactividad, libre de efectos secundarios téxicos.

Asi, se han disefiado tecnologias optimizadas para obtener formulaciones de ozono-
derivados de sustancias naturales que poseen buena estabilidad, las cuales han mostrado
marcada actividad biolégica, y que han pasado satisfactoriamente los ensayos de toxicidad
establecidos internacionalmente (LD50 oral e intraperitoneal, irritacion oftalmica y dérmica,
sensibilizaciéon, fototoxicidad, mutagenicidad, teratogenicidad, etc.). Ejemplo de estos
derivados es un tipo particular de los comunmente llamados aceites ozonizados,
especialmente preparado de acuerdo a los postulados precedentes. Este puede prepararse en
diferentes formas: liquido oleoso, emulsiones lipofilicas e hidrofilicas y cremas, ungientos,
ovulos, supositorios, capsulas blandas, etc. Estas presentan actividades bioldgicas locales y

efectos terapéuticos similares a los del ozono administrado in vivo™.



Entre las propiedades terapéuticas de esta clase de aceite ozonizado, puede

resaltarse, en relacion con algunos de sus efectos locales, los siguientes:

Alta actividad germicida general (antimicotica, antibacteriana, antiviral).
Activacion de la microcirculacion local.
Mejoramiento de la metabolizacién celular del oxigeno.

Estimulacion del crecimiento del tejido de granulacion y epitelizacion.

AN N NN

Revitalizacion del tejido epitelial.

Esta forma de aplicacion local de metabolitos del ozono es muy apropiada para muchos de
los tipos de patologias tratadas tradicionalmente por ozonoterapia, y se logran resultados
similares, aunque a veces, se necesitan periodos de tratamiento algo mas largos,
probablemente debido al mas bajo poder oxigenante y/o al menor efecto sistémico. Por otra
parte, una de las ventajas que tienen sobre el ozono mismo es la posibilidad de aplicar la
ozonoterapia "en casa", no requiriendo la presencia fisica de los pacientes en el lugar donde
tienen que ser aplicados los tratamientos con ozono gaseoso. Esto puede también combinarse

con las aplicaciones de ozono gas, durante los periodos entre sesiones de ozonoterapia'°.

Ejemplos de las entidades en las cuales se han logrado buenos resultados son, entre

otros, los siguientes:

Acné.

Atenuacion de arrugas.

Dermatitis y manchas de la piel.

Celulitis y piel deteriorada.

Escaras, fistulas y heridas post quirargicas.
Ulceras gastricas

Giardiasis

Gingivoestomatitis.

Ulceras de los miembros inferiores (insuficiencia venosa o arterial).
Infecciones vulvovaginales.

Quemaduras de la piel.

Herpes simplex labialis y genitalis recidivantes.

AN N NN VY U N N N NN

Otitis externa croénica.



Onicomicosis.
Epidermofitosis:

Conductos radiculares dentales infectados.

DA N NN

Hiperestesia dental.

Importantes resultados logrados a través de mediciones objetivas, durante varios
ensayos clinicos realizados acerca de diferentes patologias se presentan a continuacion,

como confirmacién de las afirmaciones precedentes’.

1.6. INCREMENTO DEL SUMINISTRO DE OXIGENO A LOS TEJIDOS:

Los metabolitos del ozono producidos por la interaccién con las membranas celulares
son capaces de penetrarlas y alli estimular varios procesos bioquimicos basicos. Uno de sus
efectos es incrementar la produccion de 2,3 DPG, el cual se sabe que facilita la liberacion de

oxigeno a partir de la oxihemoglobina, a nivel de tejidos’, vea la Figura 2 (destacado en rojo):

R-O-O-R

Figura 2. Incremento del suministro de oxigeno a los tejidos:



La demostracion experimental de este efecto puede observarse en los resultados
mostrados en la siguiente Figura 3, que corresponden a un estudio clinico con 20 pacientes
tratados con ozonoterapia, durante el cual se midi6 el 2,3 DPG en gldbulos rojos, y también el

acido urico (UA) en el plasma.

Este ultimo da una medida del nivel de oxidantes circulantes. Como puede
observarse, el 2,3 DPG aumenta significativamente, con lo cual la oxihemoglobina cede mas
oxigeno a los tejidos, mientras que el UA disminuye, indicando la disminucion del nivel de

oxidantes circulantes. Todo ello conlleva una notable mejoria del estado de las células®.

El efecto de la mayor transferencia de oxigeno a los tejidos durante el paso de los
gldbulos rojos a través de los microvasos capilares puede ser comprobado por la evidente

disminucion de la PO, venosa, tal como se ve en la Figura 3:
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FIGURA 3. El efecto de la mayor transferencia de oxigeno a los tejidos durante el paso de los glébulos rojos.

Tal como se ve en la figura 3, el incremento en 2,3 DPG facilita la cesién de oxigeno atrapado
en la oxihemoglobina en los glébulos rojos. Asi cuando estos pasan a través de los
microvasos capilares de los tejidos, de la seccion arterial a la venosa, ellos son mas capaces
de transferir mas oxigeno al tejido circundante. Esto puede ser comprobado por la disminucién
de la presion parcial de oxigeno de la sangre venosa, la cual es pobre de oxigeno

transportado, incrementando, de este modo, su eficacia’.



1.7. ESTIMULACION DE LAS DEFENSAS ENZIMATICAS (ANTI-RADICALES, ANTI-
DEGENERATIVAS, ANTIENVEJECIMIENTO):

La capacidad de los metabolitos del ozono (ozonoterapia) para estimular las enzimas
relacionadas con los procesos de oxidacion-reduccion es muy importante para aumentar la
capacidad protectiva de las células contra oxidantes agresivos y radicales libres. Los
metabolitos del ozono interaccionan con los principales procesos enzimaticos concatenados
del sistema defensivo celular y lo estimulan significativamente. El ultimo eslabdn en la cadena
defensiva contra los oxidantes es el Sistema Redox del Glutatién, el cual se activa por los

metabolitos del ozono", tal como se muestra en la Figura 3 precedente (destacado en azul).

Este efecto ha sido medido en diferentes estudios clinicos. Los resultados tipicos se

muestran en la Figura 4:

SISTEMA REDOX GLUTATION
TRATAMIENTO DE OZONO

Figura 4.Estimulacion de glutation peroxidasa y glutation reductasa por metabolitos del ozono

En el ejemplo anterior, puede verse como al inicio del tratamiento de ozonoterapia, los
lipoperéxidos sanguineos LPO (curva roja) se incrementan ligeramente hasta el quinto dia, a
partir del cual, debido a la activaciéon de la glutation peroxidasa GPx (curva azul), la cual los
inactiva, dejan de aumentar y comienzan a disminuir de nuevo. La glutation reductasa GRd
(curva verde) se estimula también, tal como se necesita para reponer el pool de glutation
reducido, necesario para la actividad aumentada de la GPx. Es facil notar como el glutation

reducido (curva amarilla) se mantiene practicamente constante, corroborando el equilibrio



alcanzado. Otras enzimas del sistema defensivo basico como superoxido dismutasa, catalasa,
glucosa-6-fosfato dehidrogenasa, etc. son también consecuentemente estimuladas. Ellas son
responsables de la metabolizacién (inactivacion) de aniones superoxido, peroxido de
hidrogeno, peroxidos lipidicos, etc., asi como para la reposicion de equivalentes reducidos
como NADPH+ y otros."" De este modo, la capacidad general de las células para defenderse
de radicales y oxidantes resulta significativamente incrementada, y también su capacidad para
luchar contra procesos de envejecimiento y algunas enfermedades. La mayor disponibilidad

de ATP permite a las células restaurar 6 mejorar funciones basicas ya perdidas o deprimidas.

Como se sabe, la actividad fagocitica de ciertas células especializadas consiste en su
capacidad para atrapar e inactivar microorganismos externos invasores y sustancias extrafias,
para evitar el dafio que estos podrian causar en las células normales.” Esta es una parte muy

importante de las defensas del organismo contra enfermedades y deterioro general.

1.8. PRODUCTOS ANALIZADOS.
COMPANIA MEXICANA

La existencia de los metabolitos del ozono ha sido evidenciada en muchas
investigaciones de laboratorio. Sus aplicaciones en seres humanos inicio en 1982, cuando los
investigadores Rainbauer, Streichsbiers, Washuttl demuestran su marcada actividad bioldgica,

antiséptica y oxigenante.

Los metabolitos del ozono pueden prepararse en diferentes formas: emulsiones
lipofilicas, cremas, ovulos y supositorios. Estas presentan actividades bioldgicas locales y
efectos terapéuticos especificos, dependiendo del lugar de aplicacion y el contenido de
metabolitos de ozono. Por otra parte, una de las ventajas de estos productos, es que producen
efectos terapéuticos similares a los de la ozonoterapia sistémica, con la comodidad de
aplicarlos en casa.' Estos son los dos productos farmacéuticos que elabora esta empresa, los

cuales se analizaron como una parte de su investigacién de calidad de ambos:



1.8.1. Flebozon:

Es una crema util en el tratamiento de ulceras varicosas de dificil cicatrizacién, ya que,
ayuda a producir tejido de granulacion, al activar la micro-circulacion local y el crecimiento de
células formadoras de tejido, ademas que, produce un aumento de la oxigenacién local y
tiene un efecto antiséptico13. Flebozon es coadyuvante en el tratamiento de las siguientes
enfermedades: Ulceras varicosas, Ulceras arteriales, Ulceras de decubito, Escaras, Lesiones

de dificil cicatrizacion.

Compuestos activos: Aceite de coco, 20 mg de hidroperdxidos de acidos grasos.

Dosis y modo de empleo: Lave, previamente, la Ulcera y aplique, perfectamente,
FLEBOZON en la parte afectada, tres o cuatro veces al dia.

Via de administracion: Topica. No ingerible.

Precaucién y advertencias: Consérvese en refrigeracion de 0°C a 4°C. No se congele. No se

deje al alcance de los nifios. Evite el contacto con los ojos.

1.8.2. Dermozon:

Es una crema hecha a base de aceite de coco y metabolitos de ozono, los cuales
poseen un marcado efecto bactericida y oxigenante. La cantidad de los metabolitos contenidos
en DERMOZON han demostrado que al contacto con las membranas celulares de la piel,
rompen la excesiva fuerza de cohesion entre las células vecinas permitiendo asi mayor
flexibilidad y suavidad en la piel>. Dermozon es coadyuvante en el tratamiento de los
siguientes problemas de la piel: Acné, Infecciones cutaneas, Manchas en la piel, Eczemas,

Impétigos.

Compuestos activos: Aceite de coco, 50 mg de hidroperéxidos de acidos grasos.

Dosis y modo de empleo: Lave, previamente la cara con un jabon neutro y evite secar la piel
antes de aplicar la crema. Apliquese, preferentemente, por la noche.

Via de administracion: Tépica. No ingerible.

Precaucién y advertencias: Consérvese en refrigeracion de 0°C a 4°C. No se congele. No se

deje al alcance de los nifios. Evite el contacto con los ojos.



Estos dos productos no son un medicamento, su empleo es responsabilidad de quien lo usa y
lo recomienda.®'
1.9. ANTISEPTICOS.

Diferencia entre desinfeccion y antisepsia

Desinfeccidn: Es la destruccion de microorganismos patdgenos en superficies inanimadas o

inertes mediante la utilizacién de productos quimicos denominados desinfectantes.

Antisepsia: Es la destruccion de microorganismos patdgenos en tejidos vivos (piel, tracto

genital, heridas...) mediante la aplicacion de productos quimicos llamados antisépticos.

Un antiséptico es un producto quimico que se aplica sobre los tejidos vivos con la finalidad de
eliminar los microorganismos patégenos o inactivar los virus. No tienen actividad selectiva ya

que eliminan todo tipo de gérmenes.

1.9.1. Recomendaciones para la utilizacion de los antisépticos:

v/ Evitar la utilizacién de dos o mas antisépticos.

v Respetar el tiempo de actuacion y la concentracion indicada por el fabricante, asi como su
eficacia frente a materia organica.

v Hay que evitar los recipientes de mas de medio litro de capacidad. Son recomendables los
sistemas de monodosis.

v Para minimizar el grado de contaminacién, hay que guardar los recipientes cerrados. En el
caso de tener que utilizar envases grandes, se recomienda verter previamente en un
recipiente pequefo la cantidad de antiséptico que se estime necesario. Desechar el
producto del envase pequefio que no se haya utilizado.

v' También se puede aplicar directamente el antiséptico sobre una gasa, evitando el contacto
directo de ésta o de la piel con el envase.

v Los envases opacos mantienen en mejores condiciones las preparaciones de antisépticos.

v/ Hay antisépticos que se inactivan por jabones anionicos, de gran uso en ambiente
domeéstico para la ducha, limpieza de manos, etc. Es importante recordar esta premisa.

cuando se realice la limpieza de la herida con sustancias jabonosas.



El antiséptico ideal deberia cumplir con los siguientes atributos clave:

v Amplio espectro de actividad.

v’ Baja capacidad de generar resistencias.

v No ser téxico para los leucocitos en la fase inflamatoria temprana del proceso de
cicatrizacion ni para fibroblastos y queratinocitos en fases mas tardias.

v Tener un inicio de actividad rapido

v" No ser ni irritante ni sensibilizante.

v No tefiir los tejidos.

v’ Ser efectivo, incluso ante la presencia de pus, exudado, tejido esfacelado.

1.10. ALGUNAS INFECCIONES DE LA PIEL Y DE LOS TEJIDOS BLANDOS

La piel esta formada por dos capas: la capa superficial es una cubierta fina, la
epidermis, que esta en contacto con el medio exterior. Por debajo de la epidermis se
encuentra una capa mas gruesa, la dermis, que contiene muchas estructuras especializadas,
como foliculos pilosos y glandulas sudoriparas. Por debajo de la dermis se encuentra una

capa de grasa, el tejido subcutaneo.™

La epidermis es una capa de células muy activas. Las que se encuentran en su base
se estan dividiendo continuamente para producir nuevas células, que van muriendo a medida
que se van cubriendo de queratina. Cuando mueren son eliminadas de la superficie cutanea
mediante la descamacién o al desprenderse con el roce de la ropa. La produccion continua de
células en la base de la epidermis esta en equilibrio con la pérdida. Se tarda un promedio de
un mes para que una célula epidérmica complete el trayecto desde la base hasta la

superficie.

La piel realiza las siguientes funciones: regulacion de la temperatura corporal; protege
los tejidos subyacentes de la abrasion fisica, invasion bacteriana, deshidratacion y radiacion
ultravioleta; recepcion de estimulos; excrecion de agua, sal y compuestos organicos y sintesis

de vitamina D.



1.10.1. Las manchas en la piel

Las enfermedades de la piel se manifiestan mas por signos que por sintomas, entre
estos apenas tenemos al prurito, el dolor y los trastornos de la sensibilidad, evidentemente
subjetivos, en cambio los signos son muchos y constituyen lo que llamamos lesiones

dermatologias elementales."

Las lesiones dermatolégicas elementales son los signos con los que se expresan
todas las enfermedades de la piel, como si fueran las “letras” del alfabeto dermatoldgico, sin
conocerlas no podemos “leer” en la piel. Son entre 18 y 20 segun varios autores y las
dividimos en primitivas si aparecen sobre una piel normal y secundaria cuando asienta sobre

las primitivas.'®

Cuadro explicativo de las lesiones dermatoldgicas elementales:
» Levantamiento de contenido liquido:

v" Primitivas: Mancha, Vesicula, Ampolla, Pustula, Absceso.

v" Secundarias: Costra, Escama, Escara, Ulceracion, Cicatriz, Esclerosis.

» Levantamiento de contenido solido:

v Primitivas: Papula, Nédulo-goma, Nudosidad, Roncha.

v Secundarias: Atrofia, Liquenificacion, Verrugosidad, Vegetacion, Neoformacion.

1.10.2. Acné vulgar; acné quistico; granos

Es una condicion inflamatoria de la piel caracterizada por erupciones cutaneas
alrededor de los foliculos pilosos. El acné se presenta con mayor frecuencia en los
adolescentes, pero puede ocurrir a toda edad. La condicidn comienza usualmente en la
pubertad y puede continuar por muchos afos. Tres de cada cuatro adolescentes presentan
acné hasta cierto grado, causado probablemente por cambios hormonales que estimulan las

glandulas sebaceas de la piel (productoras de grasa).'®



El acné se produce cuando los poros de la piel se obstruyen porque la grasa y las
células de la piel se acumulan mas rapido de lo que pueden salir. La obstruccion ocasiona un
abultamiento del foliculo (causando puntos blancos) y la parte superior de la obstruccion se
puede oscurecer (causando puntos negros). Si la obstruccién causa una ruptura en la pared
del foliculo, las células muertas de la piel, la grasa y las bacterias, encontradas normalmente
en la superficie de la piel, pueden penetrarla y formar pequenas areas infectadas llamadas
pustulas (también conocidas como granos). Si estas areas infectadas estan en lo profundo de

la piel, pueden aumentar en tamano hasta formar quistes firmes y dolorosos.™

El tratamiento esta dirigido a prevenir la formacion de nuevas lesiones y curar las
lesiones anteriores. Los medicamentos tépicos secan la grasa y promueven el
desprendimiento de la piel. Pueden contener perdxido de benzoil, azufre, resorcinol, acido
salicilico o derivados de la vitamina A (retinoides). La exposicidon al sol en periodos cortos
puede aliviar el acné; sin embargo, no se recomienda la exposicion excesiva a la luz solar o

rayos ultravioleta porque ello incrementaria el riesgo del cancer de piel.*

1.10.3. Escara de decubito; tlcera de presion.

Es un area de piel que se destruye cuando una persona permanece en una sola
posicién por mucho tiempo sin desplazar el peso. Esto con frecuencia sucede cuando la
persona esta postrada a una silla de ruedas o a una cama aun por un corto periodo de tiempo
(por ejemplo, después de una cirugia o lesion). La presion constante sobre la piel produce una

disminucion en el suministro sanguineo hacia esa area y el tejido afectado muere.®

Una ulcera de decubito comienza con un enrojecimiento de la piel, pero empeora
progresivamente, formando una ampolla, luego una llaga y finalmente un crater. Los sitios mas
comunes donde se presentan las ulceras de decubito son las prominencias 6seas (huesos
cercanos a la piel), como en los codos, los talones, las caderas, los tobillos, los hombros, la

espalda y la parte posterior de la cabeza.®

1.10.4. Ulcera Varicosa

La ulcera varicosa representa una herida abierta por debajo de la rodilla, de dificil
cicatrizacién por insuficiencia de las venas. Las Ulceras de origen varicoso, de dificil

cicatrizacion, tienden a infectarse, cambiando de coloracion de rojiza a violacea, la piel
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adyacente se adelgaza y se torna fragil. El diagndstico y el tratamiento tardio de la
insuficiencia de las valvulas en la vena safena son la principal causa para la aparicion de
Ulceras varicosas. Los sintomas incluyen herida roja de mala cicatrizacion, que se torna
violacea, en la region del tobillo, que cursa con hinchazén de la pierna, ocurren usualmente en

pacientes con historia de varices no tratadas, o con tratamiento inadecuado.®

1.10.5. Ulceras Arteriales

Se pueden definir como aquellas que son consecuencia de un déficit de aporte
sanguineo en la extremidad afectada secundario a una arteriopatia generalmente crénica.
También se les conoce como "isquémicas". Su localizacion preferente en zonas distales o en
la cara antero-externa de la pierna, sobre prominencias 0seas, puntos sometidos a presion en
los pies, punta de dedos, zonas interdigitales, taléon, cabezas de metatarsianos, etc. Suelen
tener una evolucién crénica, con mal pronéstico debido a la poca respuesta terapéutica y a los
sistémicos concomitantes en los enfermos, ademas de un alto riesgo de infeccion. El
tratamiento es complejo al ser origen del problema una oclusion arterial y mientras no se

restaure la circulacion dificilmente curara, por lo que la mejor actitud es la prevencion. '

Proceso curativo
Una vez producida una ulcera cutanea se dan tres fases en el proceso de curacion:
v' Fase catabdlica o de inflamacion
v' Fase asimilativa o de reconstruccion. Granulacion.

v Fase de epitelizacion.

Por este proceso anterior las Ulceras se clasifican en:
v Fase |. Desbridamiento, limpieza.
v' Fase Il. Granulacion.

v Fase lll. Epitelizacion.

Fase I. Desbridamiento

Podemos observar en el suelo de la ulcera tejido necrotico en forma de escara o esfacelos.
El tejido necrotico esta compuesto por colageno, fibrina, y elastina. Este tejido actua
negativamente en la fase de curacion con diferentes actitudes:

v Obstruccion mecanica a la retraccion de los bordes: no fibroblastos

v' Barrera para la epitelizacion: escara seca no emigracion de granulocitos



v' Favorece la aparicién de gérmenes patdgenos.

Fase Il. Granulacion

Aspecto brillante, carnoso y rojo a lo que se le denomina mamelones.

Fase IIl. Epitelizacién

Aspecto rosa aperlado. Todos los productos existentes para la cura de Ulceras van

encaminados a acelerar el proceso de curacion fisiolégico."”

1.10.6. Tratamiento local.

Desbridamiento del tejido necrético: Es el conjunto de acciones que podemos realizar para

conseguir eliminar el material de detritus que se encuentra en el lecho de la ulcera.

Desbridamiento quirdrgico: Se requiere conocimientos, destreza y técnica, en algunos casos

analgesia y la complicacion mas frecuente es la hemorragia.

Desbridamiento enzimatico: Se realiza mediante la aplicacion tépica de enzimas que actian

sobre la zona necrosada de la ulcera, destruyendola sin lesionar el tejido sano. Como enzimas
desbridantes encontramos cremas como Iruxol mono, Parkelase, Furacin.

Desbridamiento autolitico: Se produce por la conjuncion de la hidratacion del lecho de la

Ulcera, la fibrinolisis y la accion de las enzimas enddgenas sobre los tejidos desvitalizados.
Esta clase de desbridamiento lo conseguimos con productos como hidrocoloides, hidrofibras,
alginatos e hidrogeles.

Desbridamiento mecanico: Se basa en el uso de compresas humedas-secas cada 4- 6 horas,

de hidroterapia, de lavado de la ulcera y de dextranédmeros. Es un método doloroso.

> Limpieza de la herida.

Las ulceras deber limpiarse en cada cura con solucion salina fisiolégica, agua destilada estéril
o bien agua corriente y jabdn neutro, usando la minima fuerza mecanica, para eliminar los
detritus y el liquido exudado y finalmente realizar un suave secado, tanto del lecho de la Ulcera
como de la zona periulceral. Es importante no producir traumatismos en el tejido sano al
arrastrar los detritus y evitar limpiar la Ulcera con antisépticos locales y limpiadores cutaneos

porque son productos tdxicos para el nuevo tejido."®

> Prevencion de la infeccion.

Todas las ulceras suelen estar contaminadas por bacterias, sin que esto sea evidencia de que

estén infectadas. La simple contaminacion bacteriana no requiere de tratamiento antibidtico,



sino que con una limpieza y desbridamiento eficaces evitamos que esa colonizacién progrese

a infeccion.'®

1.11. PRINCIPAL FLORA PATOGENA EN FUNCION DE LA VIA DE
ADMINISTRACION DEL PRODUCTO.

1.11.1 Infecciones por estafilococos.

El género Staphylococcus esta constituido por cocos grampositivos con tendencia a
agruparse formando racimos. Son inmoviles, dan positiva la reaccion de la catalasa. En este
género se incluyen 35 especies distintas, de las cuales S. aureus es la mas importante en
patologia infecciosa humana. La capacidad de S. aureus de coagular el plasma es la principal
caracteristica que diferencia esta especie del resto, a las que se denominan conjuntamente
Estafilococos coagulasa negativos (ECN). Algunas especies de ECN son agentes etioldgicos
frecuentes de infeccion en el hombre, principalmente S. epidermidis y S.saprophyticus, asi

como S. lugdunensis, S. haemolyticus y S. schleiferi. *°

Dado que las infecciones causadas por S.aureus son principalmente enddgenas, la
colonizacién del hospedador desempefia un papel basico en su epidemiologia. El vestibulo
anterior de las fosas nasales es el reservorio principal del microorganismo, desde el que
facilmente alcanza la piel. La colonizacién es mas frecuente en personal hospitalario, en
diabéticos insulinodependientes, en pacientes en hemodialisis o con enfermedades

dermatoldgicas cronicas y en usuarios de drogas parentales.

En la capacidad patogénica de S. aureus intervienen, ademas de su capacidad para
diseminarse y multiplicarse en los tejidos del hospedador, algunos elementos de su pared
celular y su capacidad de sintetizar numerosas enzimas y toxinas. El componente basico de la
pared de S. aureus es el peptidoglicano. Representa el 50% del peso de la pared celular y
proporciona forma y estabilidad al microoganismo. Ademas, tiene importantes propiedades
bioldgicas: presenta actividad endotoxica, desencadena la produccion de interleucina 1 por los
monocitos, estimula la quimiotaxis y la agregacion de los leucocitos, activa el complemento e

induce la produccion de anticuerpos opsinizantes.'®

Otros componentes importantes de la pared celular son los acidos teicoicos, que
representan hasta el 40% de su peso. Son polimeros de fosfato especificos de especie, que

pueden estar unidos covalentemente al peptidoglucano de la pared o ligados a los lipidos de la



membrana celular. Los acidos teicoicos median en la union de los estafilococos a las
superficies mucosas mediante uniones especificas a la fibronectina. Tienen la capacidad de
inducir la produccion de anticuerpos. Ademas, la capa externa de peptidoglucano incorpora,

mediante unién covalente, distintas proteinas.'

a) Algunas facilitan la adhesividad del microorganismo (proteina fijadora de colageno,
proteina fijadora de fibronectina)

b) EIl factor de agregacioén (clumping factor) o coagulasa ligada a la célula que, mediante
su capacidad de unirse al fibrindgeno, facilita la agregacion bacteriana.

c) La proteina A especifica de S.aureus que, ademas de activar el complemento, bloquea
la fraccion Fc de las 1gG, por lo que previene la eliminacion del microorganismo

mediada por anticuerpos.

Por ultimo, muchas cepas de S. aureus estan recubiertas por una capsula externa de
naturaleza polisacarida, que protege a la bacteria de la fagocitosis por parte de los leucocitos

polimorfonucleares y aumenta, en ciertas condiciones, su capacidad de adherencia'®.

Casi todas las cepas de S.aureus sintetizan diferentes sustancias como actividad

enzimatica, entre las que destacan las siguientes’®:

Catalasa. Desdobla el perdxido de hidrogeno, téxico para el microorganismo, en agua y
oxigeno.

Coagulasa. Las cepas de S.aureus poseen dos formas de coagulasa ligada, al que se ha
hecho referencia al tratar los componentes de la pared celular, y la coagulasa libre o
extracelular. Ambas tienen un efecto similar: convertir el fibrinogeno en fibrina. Aunque no se
conozca con certeza el papel de la coagulasa, puede inducir la formacién de una capa de
fibrina alrededor del absceso estafilococico, de forma que la infeccion quede localizada y
protegida de la fagocitosis. La deteccion de la coagulasa libre es la prueba que diferencia
S.aureus de los ECN.

Hialuronidasa. Hidroliza el acido hialurénico, mucopolisacarido que forma parte de la matriz
acelular del tejido conectivo.

Penicilinasa. Producida en la actualidad por casi todas las cepas de S.aureus, inactiva la
penicilina mediante la hidrélisis de su anillo B-lactamico.

Otras enzimas. La mayoria de las cepas de S.aureus sintetizan ademas otras enzimas, como
lipasas, nucleasas o enzimas que hidrolizan los acidos nucleicos y estafilocinasas o

sustancias fibrinoliticas.



Algunas cepas de S.aureus producen una o mas proteinas extracelulares:

Toxinas e, By y. Son sintetizadas por la mayoria de las cepas de S.aureus. Ademas de su
capacidad hemolitica, pueden afectar a una amplia gama de células eucariotas del
hospedador, como leucocitos, macréfagos, plaquetas y fibroblastos. La toxina o es la mejor
estudiada. Parece intervenir en el desarrollo de edema y lesidon mistica como consecuencia de
los cambios de permeabilidad inducidos en las células endoteliales y los consiguientes

cambios en el equilibrio idnico.*

Leucocidina de Panton-Valentine. Esta toxina es sintetizada por el 2-3% de las cepas y esta
compuesta por dos unidades proteicas sintetizadas por separado, que actuan en forma
sinérgica sobre las membranas de las células fagociticas. Induce la desgranulacion de los
leucocitos de mediadores de la inflamacion.*

Toxinas exfoliativas. La prevalencia de cepas productoras de estas toxinas varia
geograficamente, pero en general es inferior al 5-10%. Se han identificado dos formas
distintas (AyB), y ambas pueden producir el sindrome de la piel escalada. La toxina exfoliativa
A es termoestable y de codificacion cromosémica, mientras que la B es termolabil y de
codofocacion plasmidica. Actuan destruyendo los desmosomas del estrato granuloso de la
epidermis, sin citdlisis ni inflamacién, por lo que en la capa de la epidermis afectada no se

encuentran ni leucocitos ni estafilococos.'®

Enterotoxinas. Se han identificado 8 tipos de enterotdxinas estafilococicas (A-E; G-I). Son

termoestables y resistentes a las enzimas digestivas, son eméticas y causan gastroenteritis.

Toxina del sindrome del shock téxico (TSST-1). La TSST-1, anteriormente denominada
exotoxina pirégena C o enterotoxina F, es una proteina termoestable sintetizada por genes
cromosdémicos, que actuan como superantigeno. Induce la liberacién de citocinas por
macrofagos vy linfocitos T. En bajas concentraciones produce la extravasacion de las células

endoteliales, y en altas concentraciones tiene efecto citotdxico'®.

Las infecciones causadas por S. aureus son de forma caracteristica, supurativas con

tendencia a la formacién de abscesos. Muchas de estas infecciones, aunque inicialmente



localizadas, pueden (segun el tipo de infeccion y las caracteristicas del paciente) ser el origen

de bacteriemia.

Staphylococcus aureus es una de las principales causas de infeccién de herida
quirurgica, tanto superficial como profunda. Asimismo, puede causar infecciéon de Ulceras
cronicas (uUlceras por presion, pie diabético). En todos los casos puede haber signos

inflamatorios alrededor de la herida y exudacion purulenta.15

Las infecciones estafilococicas localizadas de la piel pueden invadir los tejidos blandos
contiguos y causar afectacion del tejido celular subcutaneo (celulitis) con linfangitis o sin ella, y
de la fascia (fascitis). El impétigo es una infeccion superficial de la piel que afecta con mayor
frecuencia a nifios en areas expuestas. Comienza con la aparicion de vesiculos de contenido

blanquecino sobre una base eritematosa que al romperse producen una costra amarillenta.®

1.11.2. Infecciones por Pseudomonas.

Los microorganismos del género Pseudomonas son bacilos gramnegativos aerobios
estrictos, no formadores de esporas, moviles (poseen uno o mas flagelos polares). Algunas
especies pueden utilizar los nitritos o la arginina como ultimo aceptor de electrones, lo que les
permite crecer en condiciones anaerobias. La mayoria de las especies poseen oxidasa y
catalasa, oxidan la glucosa y tienen una gran capacidad para utilizar fuentes de carbono muy
diversas. Los estudios iniciales de homologia de rRNA permitieron clasificar el género
Pseudomonas en 5 grupos. Con posterioridad se demostré la conveniencia de agrupar
muchas de las especies incluidas en algunas de esos grupos en otros géneros. En la
actualidad en el género Pseudomonas se incluye un amplio numero de especies que se
vienen clasificando en dos categorias: a) grupo de especies fluorescentes: P. aeruginosa, P.
fluorescens, P. monteilii, P.putida y P.veronii, y b) grupo de especies no fluorescentes:

P.alcaligenes, P. luteola, P. mendocina, P. oryzihabitants, P. pseudoalcaligenes y P.stutzen®®.

Pseudomonas aeruginosa tiene un flagelo polar. Muchas cepas producen pigmentos
fluorescentes que se difunden al medio y pigmentos solubles que, al combinarse, dan una
coloracion caracteristica en los medios de cultivo, la combinacién de pioverdina (pigmento
amarillo-verdoso fluorescente) y piocianina (pigmento azul hidrosoluble) produce el tipico color

verdoso observado en muchas cepas. Algunas otras cepas producen piorrubrina (pigmento



rojo) o piomelanina (pigmento marron o marron-negruzco). Su temperatura optima de

crecimiento es de 37°C. Oxida la glucosa y la xilosa'®.

Ps. aeruginosa posee una compleja membrana externa en la que se integran una porina
principal (OprF) y muchas otras proteinas que, presumiblemente, también actian como poro;
de ellas la de mayor relevancia es OprD, especifica para aminoacidos dibasicos y
glutamato. Esta estructura limita enormemente el paso de nutrientes (y de otros compuestos,

como antimicrobianos) al interior del microorganismo®.

Pseudomonas aeruginosa no suele causar enfermedad en personas previamente sanas.
Los principales factores del hospedador relacionados con la infeccion por este patégeno
incluyen la pérdida de la barrera mucocutanea, las alteraciones inmunologicas y

enfermedades de diversos origenes.*

Pseudomonas aeruginosa puede adherirse tanto a células epiteliales como a superficies
inertes. La adherencia celular esta mediada por fimbrias y pilli o, en las cepas mucoides, por
un exopolisacarido constituido por alginato (a base de acido manurdnico y gulurénico). Este
polisacarido es fundamental para la organizacion de biocapas bacterianas, donde el
microorganismo queda protegido de la accion de polimorfonucleares, anticuerpos y
antimicrobianos. Produce varias exotoxinas. La elastasa y la proteasa alcalina son enzimas
proteoliticas necrosantes, que inactivan inmunoglobulinas, componentes del complemento y
citocinas. Es posible que estas enzimas permitan al microorganismo hacerse con nutrientes
tras la degradar los tejidos invadidos. El pigmento piocianina también ejerce una accion toxica

frente a las células del epitelio respiratorio®.

1.12. PRUEBAS DE LIMITES MICROBIANOS EN PRODUCTOS FARMACEUTICOS

Este capitulo proporciona pruebas utilizadas para estimar el numero de
microorganismos aerobios viables presentes y para determinar la ausencia de especies
microbianas designadas en articulos farmacéuticos de todo tipo, desde materias primas hasta
productos finales. Durante la preparacion y realizacion de las pruebas, deben tomarse las

precauciones asépticas necesarias para la manipulacién de las muestras. El término



“crecimiento” se usa para designar la presencia y supuesta proliferacion de microorganismos

viables.

El analisis comienza realizando pruebas preparatorias, donde se pueda demostrar de
manera adecuada que las muestras a las que se aplican no inhiban por si solas, la
multiplicacién, bajo las condiciones de la prueba los microorganismos que pudieran estar
presentes. En consecuencia, antes de realizar una prueba de manera peridédica y segun
circunstancias lo exijan posteriormente, las muestras diluidas del material que se desea
analizar se deben inocular con cultivos viables de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa y Salmonella separados. Si el o los microorganismos no crecen en el

medio utilizado, queda invalidada la parte del analisis y debe modificarse el procedimiento:

1. Mediante un aumento en el volumen de diluyente, manteniendo la misma cantidad de
material de prueba.

2. Mediante la incorporacion de cantidad suficiente de agentes inactivantes adecuados en los
diluyentes.

3. Mediante una combinacién apropiada de las modificaciones en (1) y (2) para permitir el

crecimiento del in6culo.

Los siguiente son ejemplos de ingredientes que pueden agregarse al medio de cultivo,
y de las concentraciones respectivas para neutralizar las sustancias inhibitorias presentes en

la muestra: lecitina de soja, 0-5% y polisorbato 20,4.0%.%

PRUEBAS DE RECUENTO MICROBIANO: Estas permitiran el recuento cuantitativo de
bacterias mesofilas y hongos que pueden desarrollarse en condiciones aerdbicas. Las
pruebas han sido disefiadas principalmente para determinar si una sustancia o preparacion

cumple con una especificacion establecida de calidad microbiolégica.20

Esta técnica no pretende poner en evidencia todos los microorganismos presentes
debido a que la variedad de especies vy tipos diferenciales por las necesidades nutricionales,
temperatura, oxigeno, etc., hacen que el numero de colonias contadas constituye una
estimacion de la cifra realmente presente, cuando la técnica es seguida fielmente puede llegar

a proporcionar resultados lo suficientemente reproducibles es para dar significado a la prueba.

Cuando la temperatura de incubacion ha sido entre los 20 y 37°C se les designa como

bacteria mesofilicas aerobias, en este grupo se encuentran bacilos y cocos gram(-) y gram(+).



La técnica puede ser conocida también como cuenta total viable, cuenta estandar en placa

viable general, cuenta de mesdfilos o cuenta total aerdbica.

En microbiologia sanitaria se ha recomendado la utilizacién de bacterias mesofilicas aerobias

que son generalmente:

Indicador de la presencia de microorganismos patdégenos.
Indicador de las condiciones higiénicas en que ha sido manejado el producto.

Seguimiento de la eficacia de un proceso germicida o de preservacion.

0 Ddp =

Para predecir la vida de anaquel.

Una vez preparada la muestra, se toma con una pipeta estéril 1 ml y se agrega en cajas
petri estériles; posteriormente se adiciona 20 ml de Agar Soya Tripticaseina y Agar Dextrosa
Papa, homogeneizar las cajas y se dejan a temperatura ambiente para que solidifiquen. Ya
solidificadas, introducirlas en la estufa e incubar a 20°C durante 5 dias y 37°C en 24 horas,

terminado el tiempo de incubacion contar las colonias y determinar las UFC/g en la muestra.

PRUEBA DE MICROORGANISMOS ESPECIFICOS: Las pruebas que se describen en este
capitulo permitiran determinar la ausencia, o presencia limitada, de microorganismos

especificos que puedan ser detectados en las condiciones descritas.”



1.13. JUSTIFICACION.

La utilizacion de nuevos productos de uso terapéutico, juega un papel importante en el
estandar de salud de la poblacion. Por tal, en este trabajo analizamos dos productos de una
empresa Mexicana, como Feblozon crema Uutil en el tratamiento de ulceras varicosas de dificil
cicatrizacion que ademas tiene un efecto antiséptico y Dermozon crema con efecto
bactericida, oxigenante y coadyuvante en el tratamiento de problemas de la piel (acne,
infecciones cutaneas, manchas en la piel, Eczemas, Impétigos), en los cuales se evalla el

analisis microbiano.

Es por ello que el trabajo se enfoca a analizar la calidad de los producto farmacéuticos
(Dermozon y Flebozon), para asegurar que estan libres de contaminacion y aptos para uso
humano y asi prevenir la infeccidon en estas lesiones. Tomando como referencia los Limites
microbianos establecidos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. La presencia
de bacterias como Salmonella sp, E. coli, S. aureus, Ps. aureuginosa, confirma el rechazo de

calidad de los productos.

La publicacion y difusion de esta investigacion puede servir para realizar estudios
posteriores, fundamentando la necesidad de conocer el buen funcionamiento del producto,
ademas de dar amplios criterios al consumidor en la adquisicion de dicho producto

terapéutico.

1.14. HIPOTESIS.

Si existe contaminacién bacteriana en los productos de uso terapéutico rebasando las
especificaciones bacterianas establecidas en la Farmacopea de los Estados Unidos

Mexicanos, entonces sera indicativo de la falta de control de calidad en los productos.



2. OBJETIVO GENERAL.:

Determinacion de la poblacion bacteriana en cremas coadyuvantes en el tratamiento
de ulceras varicosas de dificil cicatrizacion (Flebozon) y problemas de la piel (Dermozon) para
analizar la Calidad de estos productos, mediante los métodos generales de analisis de

acuerdo a la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

2.1. OBJETIVOS PARTICULARES:

» Analizar si los productos cumplen con los Métodos generales de analisis de acuerdo a

la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

» Determinar la presencia bacteriana, mediante el recuento de microorganismos
mesofilos aerobios, hongos filamentosos y levaduras; asi como, la investigacion de

microorganismos objetables en dichos productos.

» Investigacion bibliografica de los principios activos: metabolitos del ozono
(hidroperoxidos de acidos grasos) de estos productos que les proporcionen

propiedades antisépticas y/o bactericidas.



3. MATERIAL Y METODOLOGIA.

3.1 MATERIAL.

Ver anexo 1.

3.2. METODOLOGIA.

Mientras se manipula la muestra, esta debe mantenerse a una temperatura de 0 a 4°C,

en una tina con hielo, checandola continuamente.

Desinfectar la superficie del contenedor con un algodon estéril impregnado con
solucion de etanol al 70%. Secar la superficie con gasa estéril. Homogeneizar el producto al

tomar la muestra necesaria con una espatula estéril.

3.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS:

1. En 3 frascos estériles debidamente etiquetados adicionar 10 g de las muestras
respectivamente y agregar 0.5 ml de tween 80 estéril a cada uno de los frascos y
homogeneizar la muestra. Posteriormente agregar a cada uno de los frascos 90 ml CLM, otro

90 ml de CST y el ultimo 90 ml de C. Tioglicolato respectivamente y agitar perfectamente.

2. Incubar a 35°C+/- 2 durante 24 a 48 horas para los frascos con CLM y CST. Para el medio
inoculado con C. tioglicolato incubar a 35°C+/- 2 durante 7 dias. Marcar los frascos que se
enturbien al agregar la muestra. Confirmar si existe crecimiento a los 2 y 7 dias de
incubacion, haciendo una resiembra en AST, inoculando 1 ml de los cultivos inoculados
respectivamente, empleando el método de vaciado en placa (Recuento de microorganismos

Mesofilos aerobios).




3.2.2. CUENTA TOTAL DE MESOFILOS Y DE HONGOS FILAMENTOSOS Y LEVADURAS.

En muestras solubles, la técnica de eleccidon es el método de vaciado en placa, para
otro tipo de muestras se utiliza el método Numero Mas Probable, en nuestro caso la muestra

es soluble, por tal razén se utilizo el método vaciado en placa.

Método en placa:

1. Inocular por duplicado, 1.0 mL de cada dilucién de producto en cajas de Petri
estériles, afiadir a cada caja de 15 mL a 20 mL del medio Agar Soya Tripticaseina con una
temperatura aproximada de 45°C a 48°C. Para hongos y levaduras Agar Dextrosa y Papa.

Con movimientos rotatorios suaves, mezclar la alicuota de la muestra con el medio de cultivo.

2. Permitir que el medio solidifique e incubar las placas en posicidon invertida entre
30°C y 35°C durante 48h a 72h.

3. Después de la incubacion, determinar las UFC de la placa 1 (UFC,) y de la placa 2

(UFC,). Calcular el promedio de las UFC, con la siguiente ecuacion:

UFC = [[(UFC, + 0.5)2 + (UFC, + 0.5)%]/2]-0.5

4. Anotar el promedio de colonias por dilucion, informar UFC/g del producto,
considerando el factor de dilucion de la muestra. Si las placas no presentan colonias informar:

menos de 10 UFC por gramo o mililitro de producto.

3.2.3. INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS OBJETABLES.

En funcion de la via de administracion del producto, proceder a la investigacion de los
microorganismos sefalados a continuacion: Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

aureus.




» Investigacion de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

Adicionar 10 ml 6 g de la muestra a 90 ml de Caldo Soya Tripticaseina o Caldo Tripticaseina
adicionado de Lecitina y Polisorbato 20. Mezclar e incubar. Si se observa crecimiento, tomar
una asada del cultivo anterior y sembrar por estria cruzada en alguno de los siguientes
medios: Agar Sal Manitol, Agar Baird-Parker o Agar Vogel Jonson para el aislamiento de
Staphylococcus aureus y el medio agar cetrimida para el aislamiento de Pseudomonas sp. Si
no se observa crecimiento comparar la morfologia colonial y la microscépica con la Tabla 1y
Tabla 2.

Medios de : ; Morfologia Microscopicay
i Morfologia Colonial »
cultivo Reaccion al Gram
Agar Vogel ] ) Cocos Gram positivos
Colonias negras rodeadas de zona amarilla ]
Johnson agrupados en racimos.
Agar Sal Colonias amarillas doradas rodeadas de una Cocos Gram positivos
Manitol zona amarilla agrupados en racimos.
Agar Baird Colonias negras lustrosas brillantes rodeadas Cocos Gram positivos
Parker de zonas claras de 2 mm a 5 mm agrupados en racimos.

TABLA 1 Caracteristicas morfoloégicas y bioquimicas de Staphylococcus aureus sobre medios selectivos

diferenciales

: : : Fluorescencia | Pruebade Tincion de
Medios de cultivo | Morfologia Colonial :
con luz UV oxidasa Gram
o ) N Bacilos Gram
Agar cetrimida Colonias verdosas verdosas positiva )
negativos
Agar Pseudomonas o .
] Colonias incoloras o ] N Bacilos Gram
para deteccién de ) Amarillo claro positiva )
] amarillas claro negativos
fluoresceina
Agar Pseudomonas Colonias .
N ) N Bacilos Gram
para deteccion de | generalmente amarillo Azul positiva )
o negativos
piocianina claro

TABLA 2. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de Pseudomonas aeruginosas sobre medios selectivos

diferenciales

Si la morfologia colonial, la microscépica y las caracteristicas bioquimicas no corresponden
con la descrita en las Tablas 1 y 2, se concluye que la muestra cumple los requisitos de
ausencia de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Si las caracteristicas son

similares, realizar las siguientes pruebas:




e Confirmacién de Staphylococcus aureus

Prueba de Coagulasa. Transferir una porcién de la colonia sospechosa a Caldo Soya
Tripticaseina e incubar 24h. Colocar 0.1 ml del cultivo en un tubo conteniendo 0.5ml de
plasma fresco de conejo o de caballo. Incuba en bafio de agua a 37°C y observar a las 3h y
subsecuentemente por un periodo no mayor de 24h. Si durante este intervalo no se observa
ningun grado de coagulacion, la muestra cumple los requisitos de ausencia de Staphylococcus
aureus. Para efectuar la prueba de la coagulasa es necesario emplear control positivo y

negativo. Inocular en la misma forma cepas de:

Control positivo Staphylococcus aureus ATCC 6538P
Control negativo Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Si es necesario, confirmar la presencia de S. aureus con pruebas bioquimicas.

e Confirmacién de Pseudomonas aeruginosa

Produccion de pigmentos. Las colonias sospechosas de Pseudomonas aeruginosa sembrarlas
en los medios Agar Pseudomonas para deteccion de fluoresceina y Agar Pseudomonas para
deteccion de piocianina incubar a 35°C+/-2 durante 3 dias. Observar las colonias a simple
vista y con luz ultravioleta y compararlas con la morfologia colonial de la tabla correspondiente

con la obtenida en los medios indicados, efectuar la prueba de oxidasa.

Prueba de oxidasa. Impregnar una tira de papel filtro con una solucién de diclorohidrato de N-
N-dimetil p-fenilendiamina al 1% y colocar sobre ella una pequefa porcion de la colonia

sospechosa. La prueba es positiva si se desarrolla un color purpura en 10 segundos. Emplear:

Control positivo. Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619
Control negativo Escherichia coli ATCC 10536.

<Si es necesario, confirmar la presencia de Pseudomonas aeruginosa con pruebas

bioquimicas.




3.2.4. EVALUACION DEL SISTEMA DE PRESERVACION.

1. Preparar al 0.5 de MacFarland los siguientes microorganismos con cepas recientes:

Candida albicans (ATCC 10231)
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Escherichia coli (ATCC 11105, 10536)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442, 25619)

Salmonella typhimurium caso clinico

2. Tomar de cada microorganismo al 0.5 de Mac Farland 1ml de muestra y preparar un

Pool con todas las bacterias en un tubo estéril.

3. Preparar en un matraz 200 ml de Caldo BHI, adicionar a este, 100 gr de la muestra y
1ml del Pool preparado.

4. Realizar por medio de la técnica de vaciado en placa un sembrado de la muestra
preparada con Agar Letheen, en diferentes tiempos: 0 horas, 30 min, 60 min, 2 horas,

24 horas, 48 horas y 7 dias con una incubacién a 37°C.




3.2.5. DIAGRAMA: EVALUACION DE CREMAS (PROCEDIMIENTO).

EVALUACION DE CREMAS: Preparacion de la muestra.

Tener la muestra en
hielo. 0 -4° C

A 4

Pesar 10 g de
muestra + 0.5
ml de tween 80
estéril

Incubacion:
AST: a37°C 24 a48h

Agregar a cada frasco la muestra

/

I
Incubacién 37° C por:

24 3 48h

24 2 48h

\\L/

Vaciado en placa después de 24
h, 48 hy 7 dias respectivamente

PDA: 25°C por 5 dias |®

.

Lectura

\4
Negativo: Sin
crecimiento

\ 4

A 4

Positivo: Crecimiento
bacteriano (Contaminacion)

Interpretacion:
Menor a
10 UFC/g para mesofilos
aerobios y hongos
filamentosos

Concluye el ensayo.

A 4

Realizar la siguiente prueba:

Microorganismos objetables




3.2.6. DIAGRAMA: EVALUACION DEL SISTEMA DE PRESERVACION.

Tener cepas de 24h de: Realizar de cada m.o un
E. coli, S.aureus, P.aureuginosa, S. tubo al 0.5 de Mac
typhimurium, C. albicans. Farland

A 4

/

Tomar Iml de cada
tubo

Agregar

Y
Pesar 10g de muestra + 0.5ml tween 80
estéril y agregarlo a un frasco con 200
ml de Caldo BHI

A 4

Incubar a 37°C en
diferentes tiempos:

v v v v vy

[ Omin | 30min | 60min | 2h | 24h [ 48h | 7 dias |

o /
v

Sembrar, tomando 1 ml de muestra por el
método vaciado en placa utilizando Agar
Letheen, respectivamente.

A 4

Incubar a 37°C por 24h.
Realizar la lectura







4. RESULTADOS.

EVALUACION DE CREMAS:
4.1. RECUENTO DE MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS.

De acuerdo con la prueba se reportaron resultados favorables para la calidad de las
muestras analizadas como se observa en la Tabla 3. En la prueba se utilizaron 3 medios de
cultivo diferentes que nos ayudan a evaluar la calidad microbiana de las cremas, estos son:
Caldo Tioglicolato (CT), Caldo Soya Tripticaseina (CST) y Caldo Letheen Modificado (CLM).
El primero es un caldo utilizado para la prueba de esterilidad de productos farmacéuticos que
debido a la actividad del grupo sulfhidrico nulifica la posible toxicidad de compuestos
mercuriales y otros metales pesados presentes en los productos farmacéuticos; esto facilita el
desarrollo de las bacterias presentes en los productos farmacéuticos, el segundo medio
utilizado CST, para favorecer en general el desarrollo de los microorganismos, por ultimo el
CLM medio altamente nutritivo con agentes neutralizantes para compuestos amonio

cuaternario y util en pruebas desinfectantes.

Tabla 3. Recuento de mesofilos aerobios.

MUESTRA DERMOZON FLEBOZON
Medio de Cultivo CT CST CLM CT CST CLM
Crecimiento a e s/C s/C e s/C s/C
las 24 h
Crec'm'ﬁ”to a8l gic sic siC siC siC sic
Crec'rg;zgto arl sic sic siC siC siC sic
Resultado Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Interpretacion
(UFC/g_]) > 10 >10 >10 > 10 >10 >10
CT: Caldo Tioglicolato, CST: Caldo Soya Tripticaseina, CLM: Caldo Letheen Modificado, S/C= sin
crecimiento.

La tabla 3 muestra que tanto para las dos cremas Dermozon y Flebozon, la esterilidad
es satisfactoria, ya que a las 24, 48 horas y 7 dias de incubacién a 37°C no se observa ningun
crecimiento bacteriano, por lo que se concluye en este paso el Control Microbiolégico de
estds, y no es necesaria realizar las pruebas antes ya mencionadas, debido a que no existe

ningun crecimiento bacteriano.



4.2. EVALUACION DEL SISTEMA DE PRESERVACION.

Para esta prueba, primero se realizo la identificacion bacteriana de cada cepa utilizada. Se

comenzo por la caracterizacion morfolégica colonial que se observa en cada medio de cultivo
respectivo para cada microorganismo. Después por pruebas primarias y finalmente por
pruebas bioquimicas.
Esta prueba es para demostrar el efecto neutralizante sobre el sistema preservativo contenido
en las muestras y un desafio de bacterias respectivas ante las cremas que se evallan para
conocer el tiempo en que estas comienzan a tener un efecto bactericida, como se muestra en
la Tabla 4.

Tabla 4. Evaluacion del grado de preservacion.

M#E,\SMTD?)A Flebozon (UFC) Dermozon (UFC)
0 min. Incontable Incontable
30 min. 348 108
60 min. 24 3
2 horas S/C S/C
24 horas S/C S/C
48 horas S/C S/C
7 dias S/C S/C

UFC: Unidades Formadoras de Colonias, S/C = sin crecimiento.

La tabla 4 muestra que para ambas cremas a los 30 minutos comienza un efecto
bactericida, Dermozon con un efecto poco mayor que Flebozon, ambas cremas a las 2 horas

han inhibido totalmente el crecimiento bacteriano.

4.3. EVALUACION DE CREMAS A LOS 7 MESES.

Estas cremas se volvieron a evaluar con las mismas pruebas el recuento de mesofilos
aerobios y preservacion a los 7 meses con el objetivo de dar a conocer si siguen teniendo el
mismo efecto. Primeramente en la Tabla 5 se muestran los resultados de la prueba de
esterilidad la cual sigue siendo satisfactoria, es decir sin crecimiento bacteriano. Para la
prueba de preservacion se siguidé con el mismo procedimiento, en el cual primeramente se
realizo la identificacion bacteriana de cada cepa utilizada. Comenzando por la caracterizacion
morfologica colonial que se observa en cada medio de cultivo respectivo para cada

microorganismo y después por pruebas primarias y finalmente por pruebas bioquimicas.



Tabla 5. Recuento de microorgnismos mesofilos aerobios a los 7 meses.

MUESTRA DERMOZON FLEBOZON
Medio de Cultivo CT CST CLM CT CST CLM
Crecimientoa | g0 siC siC siC siC siC
las 24 h
Crec'm'ﬁ”to a48]  gic siC siC siC siC siC
Crec'”;;ggto arl  sic e siC siC siC siC
Resultado Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Interpretacion
(UFCIg) >10 >10 >10 >10 >10 >10
CT: Caldo Tioglicolato, CST: Caldo Soya Tripticaseina, CLM: Caldo Letheen Modificado, S/C= sin
crecimiento.

En la Tabla 6 se muestran los resultados, se observa un gran cambio, anteriormente
existe un efecto bactericida comenzando a los 30 minutos (Tabla 4), mientras después de 7
meses no se muestra ningun efecto apreciable ni a los 7 dias de la evaluacion, cabe
mencionar que se observa una ligera disminucion de crecimiento bacteriano pero que no es

contable.

Tabla 6. Evaluacion del grado de preservacion a los 7 meses.

MTLIJE,\SAL%A Flebozon (UFC) Dermozon (UFC)
0 min. Incontable Incontable
30 min. Incontable Incontable
60 min. Incontable Incontable
2 horas Incontable Incontable
24 horas Incontable Incontable
48 horas Incontable Incontable
7 dias Incontable Incontable

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

4.4, EVALUACION DE CREMAS CONTROL.

Se llevaron a cabo paralelamente, las mismas pruebas realizadas con otras dos
cremas comerciales diferentes como Vitacilina, crema que ayuda a la cicatrizacion y que

ademas es bactericida y crema de Pond’s utilizada para la suavizar la piel. Estas representan



nuestros controles en nuestro analisis con el objetivo de comparar la calidad microbiana de las
cremas evaluadas con cremas que ya estan en el mercado. En la Tabla 7 se muestran los

resultados de la prueba de esterilidad y la prueba de preservacion para ambas cremas.

Tabla 7. Evaluacion de la prueba de esterilidad y de preservacién en dos cremas
comerciales (muestras control)

MUESTRA/ .
PRUEBA. TIEMPO VITACILINA POND’S
a Medio de Cultivo CT CST CLM CT CST CLM
<
- <Zt imi las 24
=< Crecimiento a las siC sic sic sic sic siC
w =
g Crecimiento a
n
i & 48 h S/C S/C S/C S/C S/C S/C
g = Crecimiento a
<
fé ﬂ 7 dias S/C S/C S/C S/C S/C S/C
w>D
a g Resultado Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
o~ =
Interpretacion
(UFC/g) >10 >10 >10 >10 >10 >10
TIEMPO UFC UFC
Z 0 min. Incontable Incontable
w'o
2 2 30 min. Incontable Incontable
ﬁ E 60 min. 390 Incontable
2 & 2 horas sic Incontable
o o 24 horas S/C Incontable
48 horas S/C Incontable
7 dias S/C Incontable

CT: Caldo Tioglicolato, CST: Caldo Soya Tripticaseina, CLM: Caldo Letheen Modificado, S/C= sin
crecimiento, UFC: Unidades Formadoras de Colonias. S/C: sin crecimiento.

La tabla 7 muestra que ambas cremas se encuentran libres de microorganismos ante
la prueba de mesofilos aerobios, mientras que para la prueba de preservacion la muestra de
vitacilina comienza a los 30 minutos a tener un efecto, terminando esté a sélo 60 minutos.
Para la muestra de Pond’s no muestra este efecto, ya que esta crema no tiene una propiedad

bactericida.



5. DISCUSION.

Las disposiciones de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM)
establecen los métodos para la determinacién del contenido microbiano en productos
farmacéuticos, para asegurar que estan libres de contaminantes y son aptos para uso
humano, de acuerdo con lo establecido por la Ley General de Salud, su reglamento y demas
disposiciones aplicables de la Secretaria de Salud. Estas disposiciones siguen un conjunto de
pruebas que indican los limites microbianos, cuyo objetivo es evaluar la calidad sanitaria de
productos farmacéuticos, mediante el recuento de microorganismos Meséfilos aerobios,
hongos filamentosos y levaduras; asi como la investigacion de microorganismos objetables.
Tomando como base la literatura, de acuerdo a nuestros resultados, en las Tablas 3,5y 7 se
reportan los Limites Microbianos encontrados, se observa que ambas cremas no presentan
una contaminacion en la cuenta viable de aerobios dando un crecimiento menor a 10 UFC/g
de muestra a las 24h, 48h y 7 dias y por tanto no existe presencia de microorganismos
objetables. Es evidente que si no existe crecimiento bacteriano en los medios inoculados de
Caldo Soya Tripticaseina, Caldo Tioglicolato y Caldo Letheen Modificado a las condiciones
necesarias, no tendremos crecimiento en las demas pruebas y poder aislar microorganismos
objetables, hongos y levaduras en dichos productos. Por lo que concluye el ensayo, y las
cremas Dermozon y Flebozon se encuentran libres de microorganismos que afecten o
perjudiquen la salud humana. Por otro lado se analiza la prueba preliminar (prueba de
preservacion), requerida por la FEUM, necesaria para demostrar que bajo las condiciones de
prueba, es posible recuperar a los microorganismos control previamente inoculados en la
muestra, prueba que ayuda a neutralizar o eliminar la actividad antimicrobiana que puedan
tener los conservadores del producto. En la evaluacion, se utilizaron cepas bacterianas
previamente identificadas por pruebas primarias y secundarias. También nos podria indicar,
por una parte el desafio de un pool de bacterias (C. albicans ATCC 10231, S. aureus ATCC
6538, E. coli ATCC 10536, Ps. aeruginosa ATCC 15442, y S. typhimurium, identificadas e
igualadas a la concentracion del 0.5 de Mc Farland respectivamente), ante las cremas
Dermozon y Flebozon, que se evaluan para conocer el tiempo aproximado en que estas
comienzan a inhibir crecimiento bacteriano, de acuerdo a sus principios activos, estas tienen
propiedades bactericida y antiséptica respectivamente. Al analizar la Tabla 4, podemos
observar que existe un efecto bactericida en ambas cremas a partir de los 30 min, ya que el
crecimiento bacteriano al tiempo cero es incontable y a los 30 min comienza una disminucion

notable de bacterias y a las 2 horas el crecimiento es nulo, por lo que se muestra el efecto



bactericida. Sin embargo, al evaluar las cremas después de 7 meses, Tabla 6 de resultados,
se observa que ya no existe un efecto bactericida, realizando la misma prueba, no hay
inhibicion de bacterias a ninguno de los diferentes tiempos manejados. Es decir, que las
cremas Dermozon y Flebozon pierden su capacidad bactericida en cierto tiempo determinado,
antes de 7 meses. Esta informacién es importante, de acuerdo con la caducidad de las
cremas, pues esto refleja que los principios activos pierden su actividad, y por lo tanto, tienen
un corto tiempo de ser viables a la temperatura recomendada. Cabe mencionar que no se
realizaron otras pruebas para conocer el efecto antibacterial de estas cremas ya que es
necesario realizarlo con los compuestos activos de estas; es decir el aceite de coco y 20 mg

de hiperoxidos de acidos grasos.

En este estudio se muestra el analisis microbiolégico de Flebozon y Dermozon cremas
que contienen un principio activo con efecto bactericida; los metabolitos del ozono, uno de los
descubrimientos mas notables durante los ultimos afos en el campo de la medicina
alternativa. El empleo del ozono como agente terapéutico y su investigacion, es uno de los
objetivos de este trabajo. No obstante, a pesar de la practica cada vez mas extendida de la
ozonoterapia en el mundo, existen todavia aspectos contradictorios alrededor de su
aceptacion como técnica terapéutica. Pues, a pesar de la escasa produccién cientifica sobre
las aplicaciones terapéuticas del ozono recogida, se observo un crecimiento exponencial de
esta durante la ultima década, asi como una amplia gama de patologias que registraron sus
efectos positivos. Ello confirmd la existencia de una evidencia cientificamente valida que
acredita su uso como técnica terapéutica en la practica clinica. Al ser el ozono un gas
extremadamente reactivo, se postula que sus principales mecanismos de accion se relacionan
con la generacion de productos secundarios, al reaccionar de forma selectiva con los dobles
enlaces carbono-carbono de los componentes organicos, principalmente acidos grasos
poliinsaturados presentes en el plasma y en las membranas celulares. A partir de la reaccion
del ozono con dichos compuestos se generan los llamados ozénidos y los perdxidos organicos
los que en cantidades adecuadas y controladas ejercen diferentes acciones biolégicas que le
confieren una serie de propiedades terapéuticas?'. El uso del ozono ha resultado ser un tema
controvertido ya que por un lado se reconoce en diversas publicaciones que es un importante
contaminante ambiental, con potente poder oxidante y capacidad de producir efectos adversos
para la salud, tal como se ha referido, cuando se pone en contacto con la vias aéreas tanto de
animales como de humanos, causando inflamacion en los tejidos pulmonares con posterior
fibrosis’. Unido a ello y en base a sus propiedades se ha demostrado de forma convincente

que utilizando la via adecuada para su administracion y mediante dosis controlada es capaz



de producir efectos beneficos en multiples enfermedades sin reacciones adversas, e incluso
hay trabajos que reportan ausencia de toxicidad del ozono empleado bajo dichas condiciones.
En general se acepta que el ozono puede constituir un procedimiento terapéutico que estimula
los mecanismos defensivos naturales del organismo con los consiguientes beneficios para su

estado de salud, siempre que se emplee por la via y en dosis adecuadas.

Se han desarrollado hasta el momento diferentes investigaciones relacionadas con las
reacciones biolégicas del ozono y a partir de estas con sus propiedades terapéuticas. Las
propiedades germicidas de este gas han sido reconocidas desde los inicios de las
investigaciones sobre el mismo y han conllevado al empleo para la desinfeccion del agua,
aplicacion que se ha extendido en los ultimos afos en diversos paises. De manera especifica
se ha demostrado que el ozono es capaz de inactivar diferentes tipos de gérmenes tales
como, virus, bacterias, tanto gram positivas como gram negativas y hongos. Se ha reportado
en investigaciones que el ozono dafia acido nucleido bacterial. El analisis estructural de tRNA
muestra que ocurre una degradacion preferente de residuos de guanina. El ozono fracciona
proteinas en residuos de aminoacidos, triptéfano, no obstante la reaccion con lipidos ocurre en
un doble enlace carbono-carbono presente en &acidos grasos insaturados produciendo
diferentes productos téxicos tal como perdxidos de hidrogeno, hidroperoxidos, aldehidos y
ozonidos?'. Existen investigaciones del estudio de agentes antimicrobianos como aceites
esenciales ozonizado, el mas reportado es la actividad del aceite de girasol (Oleozon)?' ha
mostrado una importante actividad antimicrobiana contra Staphylococcus, Streptococcus,
Pseudomona y Escherichia coli, ademas de Mycobacteria, la cual reporto ser mas susceptible
que las otras bacterias. Oleozon reporta actividad antimicrobiana contra todo lo analizado, con
un rango de MIC entre 1.18 a 9.5 mg/ml, determinada por el método de dilucién en agar y para
Micobacteria utilizaron la prueba de proporcién de microgota en agar sobre medio sdlido.
Cabe mencionar que se ha reportado el exitoso tratamiento en pacientes afectados por
infecciones bacteriales y fungicas, con aplicacién topica diaria con Oleozon®. Por lo que es
ejemplo clave en la investigacion, la gran disponibilidad del aceite de girasol que hace a
Oleozon un competitivo agente antimicrobiano, que a comparaciéon de flebozon y dermozon

aun falta una investigacion concreta que los respalde.






6. CONCLUSIONES.

@ Se evaluaron los limites microbianos de Flebozon y Dermozon, se demostré la

@

ausencia de microorganismos patégenos en los productos, para mesofilos aerobios,
hongos filamentosos y levaduras menor a 10 UFC por gramo. Se determiné la prueba
de preservacion, la cual se basa en su capacidad para poner en evidencia los
microorganismos presentes en las cremas; utilizando agentes neutralizantes de
conservadores, que a pesar de la incorporacion los microorganismos control no se
recuperaron a un tiempo de dos horas, por lo que se asumio actividad bactericida del

producto.

Es importante mencionar que al analizar una experimentacién, debe ser repetible al
menos tres veces, en este caso solo se realizo una vez debido que la empresa no
proporciono la cantidad de muestra necesaria. Por esta razén esta investigacion queda
abierta para reunir mayor evidencia. Sin embargo a pesar de la nebulosa que aun se
cierne sobre las bases tedricas que explican los mecanismos de accion del ozono
como agente terapéutico y de la escasa produccioén cientifica sobre sus aplicaciones
terapéuticas, recogida en este trabajo, se observd un crecimiento, asi como un grupo
mayor de patologias donde se emplearon sus efectos beneficiosos. Ello confirma la
existencia de una evidencia cientificamente valida que acredita su uso como técnica

terapéutica en la practica clinica.

Las cremas Flebozon y Dermozon de acuerdo a la investigacion tedrica recogida en
este trabajo tienen propiedades bactericidas pues se ha reportado en articulos, que el
ozono dafa al acido nucleico bacterial y en un analisis estructural de tRNA mostraron
que ocurre una degradacion preferente de residuos de guanina. El ozono fracciona
proteinas en residuos de aminoacidos y triptéfano, no obstante la reaccién con lipidos
ocurre en un doble enlace carbono-carbono presente en acidos grasos insaturados
produciendo diferentes productos toxicos tal como peréxidos de hidrogeno,

hidroperéxidos, aldehidos y ozénidos.

Otra conclusion es que los metabolitos del ozono pueden ser una alternativa en la
medicina que se esta realizando evidencia cientifica que la acredite. Hasta ahora como
bactericida se ha reportado que no produce resistencia bacteriana, ventaja en

comparacion con los antibioticos.
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MATERIAL Y EQUIPO

Matraces Erlenmeyer 150 ml

Pipetas graduadas de 1, 2, 5 ml

Vasos de precipitado 100, 200 ml
Probetas 1000 ml

Cajas de Petri 20x100mm y 15x100mm
Termometro de graduacién de -10 a 200°C
Estufa a 35 +/- 2°C

Refrigerador

Balanza granataria

Autoclave

Espatula

Asay porta asa bacteriologia

CEPAS DE REFERENCIA
Candida albicans (ATCC 10231)

Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Escherichia coli (ATCC 11105, 10536)

Pseudomona aeruginosa (ATCC 15442, 25619)

Salmonella typhimurium

ANEXO 1.

REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO.
Etanol al 70%

Tween 80

Hielo

Solucién Amortiguada de fosfatos PBS
Agar Letthen modificado BD DIFCO

Agar Soya Tripricaseina (AST) BD
BIOXON

Agar Infusion Cerebro Corazéon (A. BHI)
BD DIFCO

Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI) BD
BIOXON

Caldo Letthen modificado (CLM) BD
DIFCO

Caldo Soya Tripricaseina (CST) BD
BIOXON

Caldo Tioglicolato. BD BIOXON

Tubo de Nefelémetro de 0.5 de Mc Farland
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