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Bogota D.C., 13 de octubre de 2017

Sefiores

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

Ciudad

REFERENCIA: Expediente No. NC2017/0005050

TITULO: “METODO PARA INDUCIR LISIS OSMOTICA EN PARASITOS
Y MICROORGANISMOS PATOGENOS CON SOLUCION
ELECTROLIZADA DE SUPEROXIDACION DE PH NEUTRO”

SOLICITANTE: ESTERIPHARMA MEXICO, S.A. de C.V.

TRAMITE: Respuesta al Examen de Forma notificado mediante Oficio

No. 8.551 del 12 de junio de 2017.

JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS, en mi condicion de apoderado de la
sociedad ESTERIPHARMA MEXICO, S.A. de C.V., dentro del término legal, presento
respuesta al Examen de Forma notificado mediante Oficio No. 8.551 del 12 de junio de
2017.

1. Andlisis de prioridad (Art. 9 D486)

Con relacién a este punto solicito a su Despacho se tenga en cuenta la prioridad
invocada debido a que la solicitud extempordnea de la patente denominada
PRODUCCION DE PRODUCTOS DE CAPTURA DE NEUTRONES DE ALTA
EFICIENCIA, se debi6 a circunstancias de fuerza mayor o caso fortuito, lo que hicieron

imposible que dicha solicitud se hiciera dentro del plazo establecido por la ley.
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Como ustedes pueden apreciar en la carta del ingeniero enviada a los abogados de
nuestro cliente en México, solo se pudieron enterar un tiempo después que las
instrucciones que habian remitido a Colombia no llegaron a tiempo a nosotros, por
cuestion de fuerza mayor o caso fortuito por circunstancias imprevisibles e irresistibles

y que por lo tanto fue imposible controlar. (Adjunto certificacion).

Adicionalmente me permito adjuntar nuevamente la copia certificada de la solitud
internacional Nro. MX/a/2016/005774 para sus archivos.

1. DIBUJOS Y SECUENCIAS

El Examinador objeto los dibujos porque:

“Los dibujos no se encuentran numerados, por lo cual no es posible establecer
su correspondencia con lo divulgado en el capitulo descriptivo. Se sugiere
hacer las respectivas aclaraciones”.

R/. Nuestro poderdante de acuerdo a la objecién del Examinador adjunta las
figuras de la invencion debidamente numeradas de la Figura 1 a la 16
inclusive, en dieciséis folios, teniendo en cuenta la Descripcion de la

invencion.

2. REIVINDICACIONES (Art. 30 D486)
El Examinador objeto el capitulo reivindicatorio porque:

“La reivindicacion 1 no es clara, puesto que se refiere a un método para inducir lisis
osmotica en las estructuras externas de microorganismos patdgenos, pero no lo
define mediante la secuencia légica de etapas y condiciones técnicas en que se llevan
a cabo, adicionalmente, menciona como Unica etapa contactar los microorganismos
patégenos con ‘“una solucion de alto poder oxidante obtenida por electrdlisis
controlada de cloruro de sodio acuoso”, lo cual no permite establecer la solucién a la
que se refiere, dado que la define mediante su proceso de obtencién”.
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“Las reivindicaciones 1 y 6 no son concisas porque a pesar de estar en cabezadas
como

“un método para inducir lisis osmdtica en las estructuras externas de microorganismos
patdégenos” y “un método para inducir lisis osmotica en las estructuras externas de
parasitos”, respectivamente, el alcance y contenido de las reivindicaciones es el
mismo”.

“Las reivindicaciones 1 a 4, 6 a 9, y 11 a 18 no son claras, porque mencionan
“solucién de alto poder oxidante”, “de tal manera que dicha solucion induzca lisis
osm@tica al secuestrar electrones de uno o mas de los compuestos estructurales...”,
“de tal forma que se elimine de un 50% a un 99.99% de los organismos patdgenos
presentes en el objeto inanimado no comestible, alimento o bebida”, los cuales
corresponden a resultados a alcanzar y no definen el método reclamado,...”

“Las reivindicaciones 2 y 7 no son concisas ni estan soportadas en la descripcion,
puesto que mencionan que la solucién oxidante se contacta con "microorganismos
patégenos seleccionados del grupo que comprende virus, bacterias, hongos, hifas,
esporas, mohos y levaduras", o "parasitos seleccionados del grupo que comprende
protozoos, gusanos, helmintos, quistes, ooquistes, huevos y larvas”, lo cual abarca
una cantidad de posibilidades aun no exploradas por el solicitante...”

“Las reivindicaciones 3 y 8 no son claras ni concisas, porque repiten materia y se
refieren a una solucién electrolizada de superoxidacién, definiéndola mediante
parametros como pH, potencial de éxido reduccién y concentracién de especies
activas de cloro y oxigeno. Adicionalmente, las reivindicaciones corresponden a
reivindicaciones de método, pero presentan caracteristicas de producto, por lo que si
lo que se desea reclamar es el producto (solucion de oxidacién), se sugiere definirlo
mediante sus componentes y proporciones”.

“Las reivindicaciones 4 y 9 no son claras ni concisas, porque repiten materia y se
refieren a una solucion electrolizada de superoxidacién, definiéndola mediante
parametros como pH, potencial de 6xido reduccién y concentracion de especies
activas de cloro y oxigeno. Se le recuerda al solicitante que una solucién se
caracteriza mediante sus componentes y proporciones”.

“Las reivindicaciones 5 y 10 no son concisas ni estan soportadas en la descripcion,
porgue mencionan que "las especies activas de cloro y oxigeno de la solucién
electrolizada de superoxidacién son seleccionadas del grupo que comprende: ...solos
0 en combinacion”, lo cual abarca una cantidad de posibilidades aiun no exploradas
por el solicitante. Se sugiere definir las especies activas de la solucién, teniendo en
cuenta lo obtenido y probado en el capitulo descriptivo”.

“Las reivindicaciones 11 a 18 no estan soportadas en la descripcidn, porque no se
evidencia el desarrollo de un método de descontaminacion, ni se presentan etapas ni
condiciones técnicas que correspondan con dicho método”.
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R/. Nuestro poderdante de acuerdo a las objeciones del Examinador procedio a

modificar el capitulo reivindicatorio, asi:

En la Reivindicacién 1 se incluyeron las etapas que comprenden el
método para inducir lisis osmoética en las estructuras externas de
microorganismos patégenos, incluyendo los parasitos que se mencionaban

en la Reivindicacioén 6.

Se eliminaron las Reivindicaciones 4, 6, 8,9y 11 a 18 originales.

Se modifico la redaccion de la Reivindicacion 3, eliminando la expresion

“solucion de alto poder oxidante”,

En las Reivindicaciones 5 y 10 originales se definieron las especies
activas de la solucion, como son: “HOCI (acido hipocloroso), OCI™ (anién
hipoclorito) y CI2 (g) (cloro gaseoso disuelto), solos o en combinacion”,
teniendo en cuenta lo obtenido y probado en los ejemplos especificos e
ilustrados en el capitulo descriptivo, asi como anexamos nuevos ejemplos
que dan el soporte necesario y suficiente a la claridad de las
reivindicaciones, debido a que el solicitante desconocia la importancia de
incluir ejemplos de cada modalidad en la descripcion de la invencion, y por
tal razon, solamente en la solicitud se describen "ejemplos ilustrativos mas

no limitativos".

La Reivindicacion 7 original se modificé la redaccion a lo sustentado en

los ejemplos de la descripcion.
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Por lo expresado anteriormente, el solicitante pone a consideracion del
Examinador de Patentes un NUEVO CAPITULO REIVINDICATORIO, el cual

incluye seis (6) nuevas reivindicaciones en dos folios.

Finalmente, solicito respetuosamente se CONTINUE con el tramite de la presente
solicitud de Patente de Invencion titulada ““METODO PARA INDUCIR LISIS
OSMOTICA EN PARASITOS Y MICROORGANISMOS PATOGENOS CON
SOLUCION ELECTROLIZADA DE SUPEROXIDACION DE PH NEUTRO” a nombre
de la sociedad ESTERIPHARMA MEXICO, S.A. de C.V., para las nuevas

Reivindicaciones 1 a 6 inclusive.

Atentamente,
JAIM UARDO DELGADO VILLEGAS

C.C. No. 19.270.955 Bogota
T.P. No. 43.308 C.S.J.

Anexos:

Nuevas Figuras 1 a 16 en dieciséis folios.
Nuevas Reivindicaciones (6) en dos folios.
Nuevos ejemplos en nueve folios.
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Goldsmith No. 38,
Despachos 103-105

Col. Polanco Chapultepec
C.P. 11560, México, D.F.

abo g ad 6 s Tel.: 5280-2789 / 5280-2794
Jm www.riosabogados.com
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Ciudad de México, 15 de mayo de 2017

A quien corresponda,

Yo ABRAHAM VALLE CENTENO, por propio derecho y en plenas facultades, bajo
protesta de decir verdad manifiesto lo siguiente:

Soy el responsable del area de informatica del Despacho R10S ABOGADOS,
S.C., y en la semana del 24 al 28 de abril y 1 al 5 de mayo, debido a las fuertes
tormentas que se suscitaron el la Ciudad de México, el area donde se encuentran
los servidores en los cuales se mantiene la informacién de nuestros clientes, asi
como las conexiones a Internet y donde estan las conexiones de enlace de
correos electronicos o el motor generador de los mismos, fueron dafados
severamente al grado de tener que reemplazarlos y rescatar la informacion
generada en los mismos.

Entra esa informacion se encontraba un correo enviado a Colombia referente a la
patente MX/a/2016/005774 denominada METODO PARA INDUCIR LISIS

"~ OSMOTICA EN PARASITOS Y MICROORGANISMOS PATOGENOS CON
SOLUCION ELECTROLIZADA DE SUPEROXIDACION DE PH NEUTRO, el cual
era enviado para reclamar una prioridad en aquel Pais del asunto presentado en el
nuestro.

Firmo la presente, para los efectos legales correspondientes a que haya lugar.

Atentamente,

A aham-Valle Centeno

lYicenciado en Sistemas Computacionales
Encargo del Area de Sistemas en R1o0s Abogados, S.C.
Cédula Profesional 09073482
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%2017, Afio del Centenario de la Promulgacion de la Constitucion Politica de los Estados
Unidos Mexicanos”

COPIA CERTIFICADA

Por la presente certifico que los documentos adjuntos son
copia exacta de: FORMATO DE SOLICITUD,
DESCRIPCION, REIVINDICACIONES, Y FIGURAS, de
la solicitud de Patente namero MX/a/2016/005774,
presentado en este Organismo con fecha 03 de Mayo de
2016.

Ciudad de México, 02 de Agosto de 2017

COORDINADOR DEPARTAMENTAL
DE ARCHIVO DE PATENTES

Arenal 550, o Santa Maria Tepepan, Del. Xochimilco, C.P. 16020, Ciudad de México
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Folio de entrada

o reaienta: M2/ MIBIETIA

{1 Solicitud de Registro de Disefio Industrial, Fecha 3 /MH 015 nra 45 53

especifique cual:
[ IModelo [ ] Dibujo

—— \\\\l\l\\\\\\\\\l\\l Tl

] DATOS DEL (DE LOS) SOLICITANTE(S)

El solicitante es el invantor ] El solicitante es el causahabiente

1} Nombre (s5): ESTERIPHARMA MEXICO, S. A.DEC. V.
2) Nacionalidad (es): MEXICO

3) Domicilio; calle, nomero, colonia y cddigo postal:
PATRICIO SANZ No. 1582, COLONIA DEL VALLE, C.P. 03100 \

Poblacién, Estado y Pals: BENITO JUAREZ, DISTRITO FEDERAL, MEXICO
4) Telélono (clave): 5) Fax (clave):

N DATOS DEL {DE LOS) INVENTOR(ES)

6) Nombre (s): BRENDA ASTRID PAZ MICHEL,

7) Nacionalidad (es): MEXICANA

8) Domicilio; calle, nimero, colonia y codigo postal:
MIGUEL LAURENT No. 1455 INTERIOR 105

Poblacion, Estado y Pais: BENITO JUARE_Z. DISTRITO FEDERAL, MEXICO.
9) Telélono (clave): 10) Fax {clave):

(i | DATOS DEL (DE LOS) APODERADO {S)

11} Nombre (s): AGUSTIN RIOS AGUILAR, JESSICA MAYORGA PENA, PILAR EMILIA LOPEZ PEREZ, 12)RG P:

GUSTAVO JOSEEF SALDANA PALMA, JAZMIN LOPEZ ANAYA, MAYRA SANTILLAN ABREU
13) Domicilio; calle, nimaro, colonia y cédigo postak:
GOLDSMITH NO. 38 DESPACHOS 103-105, COLONIA POLANCO CHAPULTEPEC, C.P. 11560

Poblacion, Estado y Pais: MIGUEL HIDALGO, DISTRITO FEDERAL, MEXICO 14) Telélono (clave): (55) 52802789 15) Fax (clave):
16} Personas Aulorizadas para olr y recibir nolificaciones:
VALENTIN ANTONIO PEREZ VITE

17) Denominacion o Titulo de Ia Invencion: j . . j
METODO PARA INDUCIR LISIS OSMOTICA EN PARASITOS Y MICROORGANISMOS PATOGENOS CON SOLUCION

ELECTROLIZADA DE SUPEROXIDACION DE PH NEUTRO

18} Fecha de divulgacién pravia
19} Clasificacién Internacional uso exclusivo del IMPI
Dia ' Mes Aho
20) Divisional de la solicitud 21) Fecha de presentacion
Namero Figura juridica Dia ' Mes  Afio
22) Prioridad Reclamada: Fecha de presentacion
Pais Dia Mes Ano No. de serie

Lista de verificacion {uso interno)

No. Hojas No. Hojas
X 11 Comprobante de page de la tarifa X |1 Documento de cesién de derechos
X |36 Descripcion y reivindicacion {es) de la invencidn Constancia de deposito de malerial bioldgico
X |16 Dibujo {s) en su caso Documento (s} comprobalorio{s) de divulgacion previa
X |1 Resumen de la descripcion de la invencin Documento (s) de prioridad
X [1 Documento que acredita la parsonalidad del apoderado Traduccion
56 TOTAL DE HOJAS

Observaciones:

Bajo protesta de decir verdad, manifissigfjue 05 asentados en esta solicitud son cierlos,
UILAR

AGUSTIN g0, CIUDAD DE MEXICO. A 03 DE MAYO DE 2016.
Nombre y fima de}é apite o su apoderado Lugar y fecha
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Consideraciones generales para su llenado:

- Este formalo es de distribucidn gratuita. Se autoriza su libre reproduccidn, siempre y cuando éste no sea allerado y sea presenlado impreso su anverso
{Pagina 1) y reverso (Pagina 2) en una sola hoja de papel blanco y en tamaiio oficio.

- Debe llenarse en idioma espaiiol, preferentemante a maquina. No obstante, podrd presentarse con letra de molde, siempre que la solicitud sea legible. La
informacion de la solicitud debe ser requisilada toda por el mismo medio, sin tachaduras ni enmendaduras.

- El formato de solicitud por duplicado, debidamente requisitado y firmado en todos sus ejemplares, asf como sus documentos anexos, deben presentarse en
la Coordinacion Depaamental de Recepcion y Control de Documentos de la Direccidn Divisional de Patenies dsl Institulo Mexicano de la Propiedad
Industrial, con domicilio en Arenal # 550, Pueblo Santa Maria Tepepan, Delegacién Xochimilco, C.P. 16020, Mézxico, D.F., con herario de atencidn de 8:45 a
16:00 horas de lunes a viernes o en la ventanilla de las Oficinas Regionales del IMPI o las Delegaciones o Subdelegaciones Federales de la Secretaria de
Economia.

- También podra remilirse la solicilud por correo, servicios de mensajeria u otros equivalentes o, en su caso, presentarse por lransmision telefonica lacsimilar,
en los éminos previstos en el articulo So. del Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial.

- Los documenios anexos redaclados en idioma distinto al espanol debardn acompanarse de la traduccion correspondiente.

- Los documenios angxos provenientes del extranjero, cuando proceda, deberan acompaiiarse de la legalizacién o, en su caso, apostilla correspondiente.

- En el formato de solicitud marque con una X en el recuadro 1a solicilud que desea presentar.

- En caso de Registro de Disefo Industrial sefale ademas si se irata de un modelo o un dibujo.

- La denominacion o titulo debe ser connotativa de la invencion.

- §i la invencion fue divulgada deniro de los doce meses previos a la fecha de presentacion de la solicitud, indique la lecha de divulgacion y anexe la
informacién comprobatotia que marca el Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial.

- En la solicilud de invencidn que sea divisional de una solicilud previamenie presentada, debera proparcicnar el numero de expediente, [a figura juridica y la
fecha de presentacién de dicha solicitud.

- El derecho de reclamar la prioridad sofo tiene lugar si la presente solicilud ha sido previamenle presentada en algin pais miembro del Convenio de Paris
para la Proteccion de la Propiedad Industrial. Proporcionar los siguientes dalos:

- Pais donde se presenté por primera vez la solicitud, fecha y niimero asignado a la solicitud en dicho pais.

- En el listado de documenios que se anexan mencione ¢l total de hojas que comprenda cada documento y al final el total de hojas

Trémite al que corresponda la forma: Sclicitud de Patente, Registro de Disefio Industrial y Registro de Modelo de Utilidad.
Numereo de Registro Federal de Tramites y Servicios: IMPI-03-001, IMPI-03-002, IMPJ-03-003.

Fecha de autorizacion de la forma por parte de la Direccion General Adjunta de Propiedad Industrial del IMPI: 2-XH-2011.
Fecha de autorizacién de la forma por parte de la Comision Federal de Mejora Regulatoria: 8-XI1-2011.

Fundamento juridico-administrativo:

Ley de la Propiadad Industrial. Ans. 38-47, 50, 52, 53 54, 55,-61 (D.O.F. 27-VI-91, reformas D.O.F. 2-VIIl-94, 25-X-86, 26-X11-97,17-V-99, 26-1-04, 16-VI-05,
25-1-06, 06-v-09, 06-1-10, 18-VI-10 y 28-VI-10).

Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial. Ars. 5-8, 16,'24-39, 43, 45 y 46 (D.O.F. 23-X1-94, reformas D.O.F. 10-1X-02, 19-1X-03 y 10-VI-11).

Acuerdo que establece las reglas para |a presentacién de sclicitudes ante el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial. Arts. 3-10 y 34 (D.O.F. 14-XII-94,
reformas D.O.F. 22-111-99, 14-XI1-00, 20-VI-03, 11-VII-03, 18:1II-10 y 2-1V-10).

Acuerdo por el que se da a conocer la larifa por los servicios que presta €1 Inslitluto Mexicano de la Propiedad Industrial. Arts. 1 inciso a); 9, inciso a) y demas
aplicables ({D.0.F. 23-VIII-95, relormas D.O.F. 28-X11-95, 10-X1I-96, 2-V-97, 4-V-98, 23-(1-99, 11-X-00, 17-X-(1, 13-X1-01, 24-XIl-01, 27-11-02, 14-111-02, 14-X]-
02, 04-11-03, 8-X-03, 27-X-04, 23-111-05, 13-1X-07, 1-VI-09, 10-VII-08, 24-VII-09, 1-X-10 y 10-V-11).

Acuerdo por el que se da a conocer la lisla de inslilucicnes reconocidas por el Instituto Mexicanc de la Propiedad Industrial para el depdsilo de material
genélico (D.O.F. 30-V-97).

Acuerdo por el que se establecen reglas y criterios para la resolucion de diversos trémites ante el Instilulo Mexicano de la Propiedad Industrial. Ar. 4-18
{D.O.F. 9-VIIl-04).

Acuerdo por el que se dan a conocer los horarios de trabajo del Institulo Mexicano de la Propiedad Industrial. An.1. (D.O.F. 31-111-99, relorma D.O.F. 20--11).

Documentas anexos:

Solicitud de Patente y Registro de Modelo de Utilidad

- Comprobanie de pago de (a 1arifa correspondiente (original y copia)

- Descripcién, reivindicacion, resumen y dibujo (duplicado)

- Solicitud de Registro de Disefio Industrial

- Comprobanie de pago de (a larifa (original y copia}

- Descripeidn, reivindicacion y dibujo o fotografia (duplicado)

- Dpeumentos adicionales qua deberdn presentarse en su caso:

- Conslancia de depdsito de material bioldgico

- Acreditacién de personalidad del apoderado, en su caso (original)

- Acreditacién del pederdante en el caso de persona moral, sefialando el instrumenio donde obran dichas facultadis y acta constitutiva (original)
- Documento donde se acredita el cardcter del causahabiente o de cesidn de derechos {original}

- Documento comprobatorio de divulgacion previa, en su caso {(otiginal y copia)

- Documento de prioridad y su traduccitn, en su caso {copia certificada expedida por la oficina extranjera)
- Escrito solicitando el descuenlo del 50%, cuando corresponda (original}

Criterios de resolucicn del tramile

-Presentar loda la documentacion requerida y pagos de la tarifa conforme a la legisiacion nacional y convenios intemacionales de los que México forma parte.
-Serd suliciente el cumplir con los requisitos formales al momento de presentar su solicitud.

Tiempo de respuesia:

El plazo méximo de primera respuesta es de 3 meses. No aplica (a positiva ni la negativa licta.

Nimero telefdnico para quejas:

QOrgano Interno de Control en el IMPI Para cualquier aclaracién, duda y/o comentario con respecio a este tramite,
5624-04-12 & 13 (directo)} sirvase llamar al Sistema de Atencién Telefénica a la Ciudadania-SACTEL a los
5624-04-00 (conmutador) teléfonos: 20002000 en el D.F. y drea metropolitana, del Interior de la Repriblica
Extensiones: 11028 y 11234, sin costo para el usuario al 01-800-11205-84 o desde Estados Unidos y Canadd
Fax: 56-24-04-35 al 1-800-475-23-93.

Correo electronico: guejanst @impi.gob.mx

Numero telefénico del responsable del trdmite para consultas: 53 34 07 00 extensiones 10098 y 10026.

-
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METODO PARA INDUCIR LISIS OSMOTICA EN PARASITOS Y
MICROORGANISMOS PATOGENOS CON SOLUCION ELECTROLIZADA DE
SUPEROXIDACION DE PH NEUTRO

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencidon se relaciona con una metodologia para inducir lisis
osmética en parasitos y otros microorganismos patogenos que involucra soluciones
electrolizadas de superoxidacion con pH neutro, ricas en especies activas de cloro y
oxigeno que se identifica como cloro libre disponible (CLD), con alto potencial oxidante
y elevada capacidad de capturar electrones, por lo que se identifican como microbicidas
efectivos por inducir lisis osmética en microorganismos patdgenos como los parasitos,
sin que éstos puedan desarrollar un mecanismo de resistencia: adicionalmente se
presenta una metodologia para descontaminar alimentos y/o bebidas contaminadas con
microorganismos patégenos, especialmente con quistes, ooquistes y/o huevos de
parasitos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los microorganismos patogenos son agentes microscdpicos responsables de
causar enfermedades en organismos superiores. Entre ellos se encuentran los virus,
bacterias, hongos y parasitos, los cuales pueden inducir desde una infeccién o malestar
simple, hasta la muerte. Su composicion estructural varia dependiendo de su grado de
complejidad.

Los virus son las estructuras mas simples y pequefias; estan conformados
principalmente de proteinas, material genético ADN o ARN y en algunos casos por
lipidos. Su estructura externa se denomina capside y se compone de proteinas
denominadas capsémeros. Adicionalmente se pueden encontrar virus cuya capside viral
esta recubierta por una envoltura viral, compuesta por una bicapa lipidica y
lipoproteinas.
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Las bacterias se clasifican principalmente en gram positivas y gram negativas.
Estan revestidas de una membrana citoplasmatica compuesta principalmente por
fosfolipidos, proteinas, lipoproteinas, lipopolisacaridos y polimeros de polialcoholes.
Adicionalmente, las bacterias gram positivas incluyen una pared celular, que recubre a
la membrana citoplasmatica, compuesta por un peptidoglicano denominado mureina.
Las bacterias gram negativas no tienen pared celular, aunque también contienen
mureina en su espacic periplasmatico, el cual divide a sus membranas interior y
exterior. Algunas bacterias forman esporas en su fase vegetativa, la cual es disparada
en condiciones de estrés y disefiada para aumentar su supervivencia. Un componente
importante en la esporuiacion de multiples bacterias es el acido dipicolinico. Las
esporas estan formadas por diversas capas, de las cuales, la mas externa se denomina
exosporio y esta formada por glicoproteinas.

Los hongos patdgenos son estructuras mucho mas complejas y evolucionadas
que las bacterias e incluyen a los mohos, levaduras e hifas. Su estructura es compleja y
poco conocida aunque pertenezca a los eucariontes. Su envoltura esta compuesta por
capsula, pared y membrana plasmatica. Las cuales estan principalmente formadas por
polisacaridos, proteinas, enzimas, glucoproteinas, glucolipidos, esteroles y fosfolipidos.

Los parasitos son organismos muy evolucionados y son particularmente
importantes los que se instalan en el sistema digestivo por ser los principales
responsables de infecciones gastrointestinales, como los protozoos, helmintos y
nematodos. Por ejemplo giardia, entamoeba, cyclospora, cryptosporidium,
trypanosoma, ascaris, trichuris, enterobius, trichinella, etc.

En el caso particular de la Giardia, Giardia duodenalis (sindnimos: Giardia
intestinalis, Giardia lamblia) es el protozoario parasito causante de la giardiasis, una
parasitosis de gran importancia epidemioldgica desde el punto de vista clinico por su
alta prevalencia en humanos, fundamentalmente entre la poblacién infantil, asi como en
el ambito veterinario ya que causa infeccion en animales de compaiiia (perros, gatos),
domesticos (ganado) y silvestres. La giardiasis tiene una distribucién mundial: cada afio
se registran 280 millones de casos y hay cerca de 200 millones de personas con

infecciones sintomaticas y en América Latina, se registran 500,000 nuevos casos por
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afio. Se puede desarrollar tanto de forma endémica en regiones en vias de desarrollo o
de forma epidémica en regiones industrializadas. La infeccion se adquiere por la
ingestion de la fase infectante del quiste que al ser eliminado en la materia fecal
contamina agua y alimentos. El quiste es altamente infeccioso y se ha observado que
10 quistes maduros son capaces de originar una giardiosis sintomatica. La transmisién
es fundamentalmente fecal-oral directa, por contacto con personas o animales
infectados por Giardia o por via indirecta por el consumo de aguas o alimentos
contaminados con quistes. Por lo tanto, |a dispersién de este tipo de forma parasitaria
es crucial en la diseminacion de la enfermedad. Su principal composicion externa son
polisacaridos y en menor porcentaje, proteinas.

Otro tipo de parasitos que ocasionan graves problemas de salud publica son los
nematodos, especialmente los helmintos. De estos, ascaris lumbricoides, coloniza el
intestino delgado de humanos y animales, ocasionando graves problemas de salud. La
parasitosis se adquiere a partir de fuentes contaminadas con materia fecal que
contenga huevos fecundados del parasito (transmision fecal-oral} y una vez que se ha
instalado en el huésped, representa una fuente de infeccién y diseminacion de la
enfermedad debido a que la produccién diaria de huevos en las hembras llega hasta
200,000. El estado infectante de los huevos fecundados y expulsados en |la materia
fecal ocurre luego de 2 a 3 semanas de haber permanecido en suelo humedo y calido,
lo que indica su enorme resistencia sobre multiples condiciones ambientales. Esto se
debe a su morfologia; los huevos fecundados son ovalados y con capsula gruesa
formada por tres capas: vitelina o interna de naturaleza impermeable por ser lipoide,
media conformada por glucégeno y externa albuminoidea recubierta por mamelones o
mameloides.

Respecto a los microorganismos nocivos anteriormente descritos, adicionalmente
se menciona que, ademas de su patogenicidad intrinseca, muchos secretan toxinas que
son altamente nocivas para organismos superiores como plantas y animales,
especialmente humanos y animales de crianza. Por lo tanto es indispensable encontrar
alternativas que permitan erradicarlos sin darles oportunidad de desarrollar mecanismos
de resistencia, bien conocidos actualmente para multiples antibidticos, antivirales,
antifingicos y antiparasitarios.
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Dentro de las sustancias empleadas para erradicar microorganismos se
encuentran los microbiostaticos y los microbicidas; los primeros no producen la muerte
al microbio aungue impiden su reproduccion, lo que indirectamente lleva a su
eliminacién; los segundos inducen la muerte microbiana. Sus principales mecanismos
de accion son, alteracion de permeabilidad celular, mecanismos de respiracion y
nutricion, bloqueo o desregulacién de actividad enzimatica, induccién de coagulacion de
citoplasma o proteinas, desnaturalizacion de proteinas, alquilacion de proteinas,
alteracion de los mecanismos de reproduccion o division. En general todos estos los
mecanismos, a excepcion del primero, son susceptibles de ser contrarrestados por la
induccion de resistencia en los patdgenos, por lo que hasta la fecha, son muy pocas las
sustancias que se consideran efectivos desinfectantes de alto nivel y que por
consecuencia son también muy toxicos para las células de organismos superiores.
Como ejemplo se menciona el ozono y los compuestos peroxigenados como el acido
peracético y el peroxido de hidrégeno que producen oxidacién de algunas estructuras
microbianas internas y externas, el 6xido de etileno que inhibe funciones enzimaticas y
algunos aldehidos que principalmente producen alquilacién y/o desnaturalizacién de
proteinas.

Debido a lo anterior se puede afirmar que el mecanismo mas efectivo para la
eliminacion de microorganismos patégenos seria la irrupcion irreversible en las barreras
que mantienen a dichos organismos como entidades aisladas de su entorno, ya que
durante su proceso evolutivo las desarrollaron como principal defensa y mecanismo de
supervivencia. Dichas barreras son: pared, membrana, capsula, capside, exosporio,
capa, vesicula, envoltura o cubierta y, tal como se mencioné anteriormente, existen
diversos tipos de compuestos estructurales que las conforman: por ejemplo,
polisacaridos, disacaridos, monosacaridos, lipopolisacaridos, glucoproteinas,
glucolipidos, anhidridos organicos, anhidridos acidos, carbohidratos, lipidos, proteinas,
fosfolipidos, peptidoglicanos, lipoproteinas, azticares, mureina, nucleétidos, etc. Por lo
tanto el mecanismo deberia ser capaz de penetrar, disgregar, escindir o romper los
enlaces quimicos de todo este tipo de compuestos, que mantienen integras a las
barreras externas de los patdgenos.

El mecanismo conocido como lisis osmoética se basa en la alteracion irreversible
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u oxidacion de las estructuras responsables de mantener la presidn osmética, por
ejemplo, en entidades unicelulares. Para el caso de los microorganismos patdgenos, las
mencionadas barreras que los mantienen como entidades aisladas del entorno son
también responsables de mantener su presion osmotica. Por lo tanto, en los
microorganismos patogenos, la lisis osmética ocurriria si se expusieran a una sustancia
capaz de depredar o secuestrar electrones de cualquiera de los compuestos
estructurales que conforman a sus barreras externas, a modo de disgregarlas o escindir
sus enlaces quimicos, lo que llevaria a su muerte o eliminacion. La situacién ideal seria
que la induccién de lisis osmética sobre microorganismos patogenos fuera lo
suficientemente suave o segura como para ser considerada inocua sobre las células de
los organismos superiores. Al respecto se menciona a las soluciones electrolizadas de
superoxidacion con pH neutro (SES) como candidatas ideales para dicho propésito.

Las soluciones electrolizadas de superoxidacion se obtienen a partir de la
electrélisis de disoluciones de salmuera con el objetivo de producir soluciones biocidas
con numerosos usos comerciales, desde esterilizar o desinfectar agua para beber y
aparatos para preparacion de alimentos, hasta sanitizar, esterilizar y desinfectar equipo
medico. Estas soluciones a menudo son llamadas soluciones electroquimicamente
activadas y su calidad germicida se debe a que presentan valores elevados de
potencial de oxido-reduccion (ORP) y concentracién de especies activas de cloro y
oxigeno (CLD). Su pH, ORP, concentracion de sales disueltas y CLD, varian segun su
aplicacion, aunque en general, son germicidas efectivos contra una amplia gama de
bacterias, hongos, virus, levaduras y esporas. Hoy en dia se han podido desarrollar
métodos y tecnologia para producir soluciones electrolizadas de superoxidacion de pH
neutro (SES) con actividad antiséptica y desinfectante mejorada, puesto que inactivan
incluso, a ciertas variedades de parasitos; esto aunado a otras ventajas adicionales
como: mayor caducidad, residualidad, inocuidad, muy baja o nula corrosividad
(seguridad) y sustentabilidad (amigables con el ambiente).

Otro tipo de propiedades encontradas en las SES, sintetizadas a partir de los
nuevos metodos y tecnologia, son las de fungir como agente adyuvante en Ia
regeneracion tisular, hemostatico, anti-inflamatorio, anti-alérgico y analgésico.

En una celda electrolitica, la corriente puede ser pre-establecida con el fin de
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obtener SES que cumplan con las caracteristicas anteriormente mencionadas. Sin
embargo la eleccién de la corriente debe basarse no sélo en el tipo de celda utilizada,
sino también el material de los electrodos y del equipo electrolitico en general, ademas
en el tamano de la celda y los electrodos, particularmente del &nodo. Una vez que se ha
producido la solucion electrolizada, debe ser ajustada y probada para todas las
caracteristicas esperadas y deseadas para corroborar su eficacia como antiséptico,
sanitizante y desinfectante de alto nivel, aunado a ventajas adicionales como inocuidad,
seguridad, residualidad, caducidad, sustentabilidad, adyuvante en la regeneracion
tisular, hemostatico, anti-inflamatorio, anti-alérgico y analgésico.

El pH también es una variable importante en la inocuidad, biocompatibilidad y
actividad microbicida de las soluciones electrolizadas de superoxidacion puesto que las
especies que las conforman obedecen a equilibrios redox y acido-base.

Las principales especies responsables de la actividad biocida son: HOCI, OCI y
Clag), las cuales varian su proporcién, en las SES, en funcion del pH. Por ejemplo, a pH
de 6.5, existe 95% de HOCI y 5% de OCI', mientras que a pH de 7.5, dicha relacion es
50/50. A pH de 7.0, 78% es HOC! y 22% es OCI". Sélo a pH menor que 2.0 se empieza
a general Cixg) a partir de HOCI y OCI". [Ecuaciones 1-2] Entre estas tres especies, el
acido hipocloroso (HOCI) tiene el mayor potencial oxidante y es el principal responsable
de inducir bajo pH.

HOClage—> OCl'ag) *+ H' (e (1)
HOClq) + Clay + H'@=2 Clyq + H20qy  (2)

El proceso de electrdlisis que da lugar a las soluciones electrolizadas de
superoxidacion involucra las siguientes reacciones:
Catodo: 4H20(|)+4e‘ — 2H2(g)+4OH'(aq) (3)

2Na+(aq) + 28- —> 2Na° (4)
Al’lOdOI 2C|-(aq) —> C|2(g) + 2e- (5)
2H0() —> Oz + 4H"(5q) + 4€’ (6)

Reaccion Global:
2NaCl(aq) + 4H-0> 2N30H(aq) + Clz(g) + Oz(g) + 3H2(g) (7)
El cloro gaseoso liberado se disuelve en el medio acuoso Yy un porcentaje
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reacciona produciendo acido hipocloroso (HOCI), principal agente microbicida de la
SES [Ecuacion 2]. Dado que el HOCI se encuentra en medio acuoso, este se ioniza a su
base conjugada, ién hipoclorito (OCI-), en una reaccion de disociacién reversible
dependiente del pH y representada por la ecuacion 1.

El pH final de la SES esta entre 6.0-8.0 y su potencial de éxido-reduccion (ORP)
entre +200 y +1200 mV. Por lo tanto, aunadas a las reacciones quimicas anteriormente
descritas, también pueden desarrollarse otras que involucran al resto de las especies y
sales totales disueltas.

Todas las especies formadas e intermedias participan de manera directa o
indirecta en la concentracién de cloro libre disponible (CLD) y por lo tantc en la
efectividad de la SES, ademas de contribuir a su estabilidad, residualidad y caducidad.
De la literatura en la materia, se sabe que las reacciones mas representativas son:

HOClag) + H'aqy + 1€ == 1/2Clyg+ H20y, (8)

HOCl5(aq) + 2H+(aq) +2e8 HOClag) + H20y, (9)

CiOag + 2H'(ag + Clag = Clyg+ H:0y) (10)
ClOgpaq + 16" —/—™— ClOz'(ag) (11)
ClO37aq) + 3H' ey + 267 === HClOzaq* Hz0y) (12)
ClO3 (ag) + 2H"(aq) + 1€ === ClOpaq) + H20y, (13)
Chag + 26 === 2Cl4q (14)
ClO3'(aq) + BH* (aq) + 56" == 1/2Clyg+ 3H,0y) (15)
ClO& (g + 2H' g + 26 +—= H,0()) + ClO5'aq) (16)
Osgaq) *+ 2H"(aq) + 26" == Oz + H20y) (17)
O@ + 2H+(aq) +2e &— H20y, (18)

Por lo tanto la cantidad de especies y sales totales disueltas, el ajuste meticuloso

del pH y del potencial de &xido-reduccién (ORP), es crucial para alcanzar los
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parametros de calidad deseados y especificados.

Es importante mencionar que como parte de los mecanismos de defensa de
organismos superiores, las células fagociticas de su sistema inmune producen especies
reactivas de cloro y oxigeno, similares a las encontradas en las SES (como el HOCI)
para eliminar infecciones. La reacciéon de formacion del HOC| es catalizada por la
enzima mieloperoxidasa, la cual reacciona con H;O, formando un complejo enzima
sustrato que oxida al ion cloruro (CI') a HOCI. Todas las especies de cloro y oxigeno
que produce el organismo, son oxidantes fuertes y eficientes contra microorganismos
nocivos, sin embargo un desequilibrio entre su produccion y la capacidad del sistema
para detoxificarse desencadena efectos nocivos en células y tejidos sanos. Por lo tanto
altas concentraciones de oxidantes fuertes, especialmente O3 y HOCI, en la formulacion
de las soluciones electrolizadas de superoxidacién, son dafinas para organismos
superiores e incluso para materiales y superficies que son objeto de desinfeccion
puesto que inducen dafio por corrosién. Entonces debe existir un compromiso entre la
concentracion de sales totales disueltas, el CLD, ORP y pH, ya que un desequilibrio,
principalmente entre la proporcion Qa/Clyg/HOCVOCI, podria comprometer |a
efectividad de las SES como antisépticos, sanitizantes y desinfectantes efectivos, e
incluso inducir dafio por corrosion, disminuir su inocuidad, caducidad, residualidad,
seguridad y sustentabilidad. Esto Ultimo por la factibilidad de las SES con muy alto ORP,
CLD y pH muy acido, para formar especies toxicas de cloro como los fulvenos clorados
y las cloraminas al entrar en contacto con materia organica.

Por lo tanto una buena calidad en las soluciones electrolizadas de
superoxidacion, no solo implica lograr el efecto germicida esperado y atribuido a valores
muy altos de ORP y CLD, sino que dichos valores estén en intervalos optimos para
asegurar, ademas del efecto germicida, los demas beneficios anteriormente descritos.

La cantidad de cloro libre disponible de la SES debe estar en el intervalo de 1 a
49 ppm para conferirle propiedades bactericidas, virucidas, fungicidas y esporicidas, asi
como capacidad para inactivar a ciertos parasitos; esto aunado a inocuidad sobre
estructuras de organismos superiores. El efecto microbicida se explica por el dafio
oxidante (lisis osmética) que provoca, por ejemplo, sobre las estructuras o membranas
externas (membrana, pared, capside, exosporio, etc.) de todos los patdgenos, aunque
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se ha demostrado que una vez que ha ocurrido la lisis, también se afectan sus procesos
de nutricion y respiracion, la sintesis de algunas proteinas, el metabolismo celular, por
ocurrencia de otros mecanismos oxidativos y liticos en su interior.

Evidencia cientifica corrobora que a dichas concentraciones, esta solucién
electrolizada de superoxidacién no es tdxica cuando se aplica directamente sobre
monocapas celulares de tejidos de mamiferos cultivadas in vitro, ni sobre las células de
especies superiores luego de exposicion cutanea, sobre mucosas, conjuntiva o
membranas mesoteliales (pleura o peritoneo). Por el contrario, concentraciones
superiores causan muerte celular inducida por lisis osmética y apoptosis. Pruebas de
laboratorio demuestran una estabilidad para la SES de 18 meses a 2 afios {vida util) en
condiciones adecuadas, que son: protegida de la luz y almacenada a temperatura
ambiente. Sus propiedades fisico-quimicas permiten una produccién, distribucion y
almacenamiento sin riesgos ni requisitos especiales, es decir que es efectiva, segura,
inocua y sustentable.

Dadas las propiedades anteriormente descritas de la SES, se establece como un
agente eficaz para erradicar parasitos y otros microorganismos patogenos, mediante
mecanismos oxidantes o de lisis osmoética, lo cual es relevante porque elimina la
posibilidad de que los microbios generen resistencia ante la SES.

Algunos documentos que conforman el estado de la técnica actual en el campo

de aplicacion de la presente invencion, se citan a continuacion:

El documento de patente de los Estados Unidos Mexicanos No. 319100 (Hojabr
Alimi; 2014) describe el uso de soluciones de agua con potencial de oxidacion-
reduccion como antisépticos y desinfectantes de superficies inanimadas. Describen
concentraciones desde 50 ppm hasta 200 ppm de especies de cloro libre, lo cual difiere
de lo presentado en la presente solicitud, tanto en composicién como en concentracion,
de 1 ppm a 48 ppm de especies activas de cloro y oxigeno. Tampoco hace referencia a
erradicacion de parasitos, ni refiere a sus soluciones como inductoras de lisis osmotica,
por lo que también difiere de lo presentado en esta invencion.
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El documento de patente de los Estados Unidos Mexicanos No. 317267 (Hojabr
Alimi; 2014) describe el uso de soluciones de agua con potencial de oxidacion-
reduccién para producir un medicamento para tratar una infeccién asociada con
enfermedades periodontales. Sin embargo, describen concentraciones desde 50 ppm
hasta 80 ppm de especies de cloro libre, lo cual difiere de lo presentado en la presente
salicitud, tanto en concentracién (1 ppm a 48 ppm) como en composicion (especies
activas de cloro y oxigeno). Ademas reclaman el uso de sus soluciones Gnicamente en
colutorios y como medicamento per se. Tampoco hace referencia a erradicacion de
parasitos, ni refiere a sus soluciones como inductoras de lisis osmética, por lo que
también difiere de lo presentado en esta invencion.

La solicitud de patente internacional N° 2007070861 A1 (Allen, R.C., Woodhead,
S., Becquerelle, S; 2007) detalla una formulacion y un método para eliminar
microorganismos patégencs, entre ellos parasitos, utilizando una mezcla de hipoclorito
y peréxidos, lo que difiere a lo presentado con esta invencion, adicional a que no los
refiere como inductores de lisis osmotica.

La solicitud de patente de los Estados Unidos N° 20150080327 A1 (Paul, D.J.,
Gould, H.J; 2015) describe un método para matar células mediante lisis osmotica,
aunque se refiere sélo a células cancerosas y utilizando un método combinado de
farmacos y descargas eléctricas. Por lo tanto difiere totalmente de lo reclamado en el
presente documento.

OBJETOS DE LA INVENCION

La presente invencion tiene como objeto proveer una metodologia para inducir
lisis osmotica en microorganismos patégenos, dafiando sus estructuras, capas ©
envolturas externas, como son membranas, paredes, capsides, capsulas, envolturas,
exosporios, etc; dicha metodologia incluye una solucién electrolizada de superoxidacion
rica en especies activas de cloro y oxigeno (CLD), alto ORP, amigable con el ambiente

y estable e inocua para organismos superiores.
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La presente invencion también tiene como objeto proveer una solucién
electrolizada de superoxidacion rica en especies de CLD, alto ORP, amigable con el
ambiente, estable e inocua para organismos superiores, que provoca dafio oxidante,
inicialmente depredando electrones de compuestos estructurales tipo disacaridos,
oligosacaridos, polisacéridos, carbohidratos, lipidos, proteinas, peptidoglicanos,
lipoproteinas, lipopolisacaridos, glicoproteinas, fosfolipidos, glucolipidos,
glucoproteinas, polimeros de polialcoholes, polisacaridos acidos, anhidridos acidos,
nucledtidos, azicares, mureina, acidos organicos, etc., presentes en las capas o
envolturas externas de microorganismos patogenos.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una solucion electrolizada
de superoxidaciéon que es Util en la eliminacion de parasitos, tanto en su forma infectiva

como invasiva.

Aun otro objeto de la presente invencion es proporcionar una metodologia para
eliminar microorganismos patogenos, especialmente parasitos, presentes en el agua o
alimentos, utilizando la solucion electrolizada de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una metodologia para inducir lisis osmoética
sobre microorganismos patégenos, dafiando sus estructuras, capas ¢ envolturas
externas, como son membranas, paredes, capsides, capsulas, envoliuras, exosporios,
etc., causando dafio oxidante al secuestrar electrones inicialmente de uno o mas de sus
compuestos  estructurales tipo  disacaridos, oligosacaridos, polisacaridos,
lipopolisacaridos, glucoproteinas, glucolipidos, polisacaridos 4cidos, anhidridos
organicos, polimeros de polialcoholes, &cidos organicos, anhidridos &cidos,
carbohidratos, lipidos, proteinas, glicoproteinas, fosfolipidos, peptidoglicanos,
lipoproteinas, nucledtidos, azlcares, mureina, etc., utilizando una solucién electrolizada

de superoxidacion con pH neutro, que es inocua para tejidos de organismos superiores,
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rica en especies de cloro y oxigeno activo, alto ORP, estable y amigable con el
ambiente.

La presente invencion también se refiere a una solucién electrolizada de
superoxidacion con pH neutro, que es inocua para tejidos de organismos superiores,
rica en especies de cloro y oxigeno activo, alto ORP, estable y amigable con el
ambiente que es un efectivo parasiticida.

La presente invencién también alude a una metodologia que incluye el uso de la
solucion electrolizada de la presente invencién para la eliminacion de un 50% a un
99.999% de microbios patdgenos, principalmente parasitos, presentes en agua y
alimentos de consumo humano o animal, o para ser utilizados en la industria
agroalimentaria.

El pH de dicha soluciéon se encuentra entre 6.5 a 7.5, su ORP entre 750 a 980
mV y su concentracion de especies activas de cloro y oxigeno (CLD) entre 1-110 ppm o
entre 1-49 ppm; dichos valores garantizan su efectividad como agente oxidante,
depredador de electrones e inductor de lisis osmética sobre microorganismos
patdgenos, especialmente parasitos. Dado que hasta el momento no se ha descrito
algun mecanismo de resistencia contra la lisis osmaética, |a metodologia de la presente
invencidon que involucra el uso de soluciones electrolizadas de superoxidacion, se
establece como eficaz en el campo de |a asepsia.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1A) es una fotografia del efecto citotdxico sobre células mesenquimales
para Blanco, sin exposicion, obtenidas de pulpa dental humana, luego de exponerlas
durante 30 6 60 segundos a los antisépticos: solucion al 0.12% de clorhexidina o

solucion electrolizada de superoxidacién con pH neutro.

La figura 1B) es una fotografia del efecto citotéxico sobre células mesenquimales
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para células expuestas a la solucion electrolizada de superoxidacion durante 30

segundos.

La figura 1C) es una fotografia del efecto citotoxico sobre células mesenquimales
para Células expuestas a la solucion electrolizada de superoxidacion durante 60
segundos.

La figura 1D) es una fotografia del efecto citotoxico sobre células mesenquimales
para Células expuestas a solucion al 0.12% de clorhexidina durante 30 segundos.

La figura 1E) es una fotografia del efecto citotdxico sobre células mesenquimales
para Células expuestas a solucién al 0.12% de clorhexidina durante 60 segundos.

La figura 2 es un grafico que muestra el efecto citotéxico sobre células
mesenquimales, obtenidas de pulpa dental humana, luego de exponerlas durante 30 6
60 segundos a los antisépticos: solucion al 0.12% de clorhexidina o solucién
electrolizada de superoxidacion sin diluir.

La figura 3A) es una micrografia que muestra el efecto citotéxico sobre
monocapa de células MDCK, luego de ser expuestas a una solucién electrolizada de
superoxidacion de pH neutro con CLD de 50 ppm, y tratadas con azul de tripano.

La figura 3B) es una micrografia que muestra el efecto citotoxico sobre
monocapa de células MDCK, luego de ser expuestas a una solucion electrolizada de
superoxidacion de pH neutro con CLD menor a 60 ppm, y tratadas con azul de tripano.

La figura 3C) es una micrografia que muestra el efecto citotdxico (rojo) vy
apoptoético (verde) sobre monocapa de células MDCK, luego de ser expuestas a una
solucién electrolizada de superoxidacion con pH neutro con CLD de 60 ppm, y tratadas
con el kit de tincién de Anexina V.

La figura 4C) es una micrografia que muestra el efecto citotdxico (rojo) no
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apoptético sobre monocapa de células MDCK, luego de ser expuestas a una soluciéon
acuosa de NaOCI, con pH neutro y CLD de 60 ppm, y tratadas con el kit de tincion de
Anexina V.

La figura 4 es una grafica que muestra la efectividad germicida de soluciones
electrolizadas de superoxidacion de pH neutro y con diferentes concentraciones de
CLD, frente a £. coliy S. aureus, a través del tiempo.

La figura 5A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de la cepa WB,
sensible a albendazol, tefiidos con FDA/IP.

La figura 5B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tefiidos con FDA/IP.

La figura 6A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de la cepa WB,
sensible a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES vy tefiidos con FDA/IP.

La figura 6B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de la cepa WB,
sensible a albendazol, tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de SES vy tefiidos con FDA/IP,

La figura 7A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de la cepa WB,
sensible a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de NaOClaq y tefiidos con
FDA/IP.

La figura 7B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de la cepa WB,
sensible a albendazol, tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de NaOCl.q y tefiidos con
FDA/IP.

La figura 8A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES y tefidos con FDA/IP,
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La figura 8B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de SES y teiiidos con FDA/IP.

La figura 9A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de NaOClq v tefiidos con
FDA/IP.

La figura 9B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de NaOClaq) y tefiidos con
FDA/IP.

La figura 10A) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de |a cepa
WB, sensible a albendazol, tefiidos y sin tefir con FDA/IP y determinada por citometria
de flujo.

La figura 10B) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tefiidos y sin tefiir con FDA/IP y determinada por
citometria de flujo.

La figura 11A) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de la cepa
WB, sensible a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES y tedidos con
FDAJIP, determinada por citometria de flujo.

La figura 11B) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de la cepa
WB, sensible a albendazol, tratados con 0.055 mM (30 ppm) de SES y tefiidos con
FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La figura 11C) muestra una poblacidn de trofozoitos de G. duodenalis de la cepa
WB, sensible a albendazol, tratados con 0.028 mM (15 ppm) de SES y tefiidos con
FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La figura 12A) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de la cepa
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WB, sensible a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de NaOCl,q y tefiidos con
FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La figura 12B) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de la cepa
WB, sensible a albendazol, tratados con 0.055 mM (30 ppm) de NaOClg) y tefiidos con
FDAJIP, determinada por citometria de flujo.

La figura 12C) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de la cepa
WB, sensible a albendazol, tratados con 0.028 mM (15 ppm) de NaOCliq vy tefidos con
FDAJIP, determinada por citometria de flujo.

La figura 13A) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES y tedidos con
FDAJ/IP, determinada por citometria de flujo.

La figura 13B) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.055 mM (30 ppm) de SES y tefidos con
FDAV/IP, determinada por citometria de flujo.

La figura 13C) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.028 mM (15 ppm) de SES y tefiidos con
FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La figura 14A) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de NaOCl.q v tedidos
con FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La figura 14B) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.055 mM (30 ppm) de NaOClyq) v tefidos
con FDA/IP, determinada por citometria de flujo.
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La figura 14C) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.028 mM (15 ppm) de NaOClaq vy tefidos
con FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La figura 15A) es una micrografia, por contraste de fases, de quistes de
pacientes infectados con G. duodenalis tratados con agua bidestilada y sometidos a
desenquistamiento in vitro.

La figura 15B) es una micrografia, por contraste de fases, de quistes de
pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES y
sometidos a desenquistamiento in vitro.

La figura 15C) es una micrografia, por contraste de fases, de quistes de
pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de SES y
sometidos a desenquistamiento in vitro.

La figura 16A) es una micrografia, de microscopia electronica de barrido, de

quistes de pacientes infectados con G. duodenalis tratados con agua bidestilada.

La figura 16B) es una micrografia, de microscopia electronica de barrido, de
quistes de pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.106 mM (60 ppm) de
SES.

La figura 16C) es una micrografia, de microscopia electrénica de barrido, de
quistes de pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.028 mM (15 ppm) de
SES.

La figura 18D) es una micrografia, de microscopia electrénica de barrido, de
quistes de pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de
SES.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El potencial oxidante de una sustancia se define como su capacidad para
secuestrar electrones, en este caso particular nos referimos a la sustraccion de
electrones de enlaces quimicos de compuestos estructurales como son disacaridos,
oligosacaridos, polisacaridos, lipopolisacaridos, glucoproteinas,  glucolipidos,
polisacaridos &cidos, anhidridos organicos, polimeros de polialcoholes, acidos
organicos, anhidridos acidos, carbohidratos, lipidos, proteinas, glicoproteinas,
fosfolipidos, peptidoglicanos, lipoproteinas, nucledtidos, azlcares, mureina, etc.,
encontrados en las estructuras, capas o envolturas externas de microorganismos
patégenos, ya sean membranas, paredes, capsides, capsulas, envolturas, exosporios,
vesiculas, etc.

Ya que hasta el momento no se ha registrado que los microbios patogenos
puedan desarrollar resistencia a la lisis osmotica, de haber una metodologia para
provocar este tipo de dafio en dichos microorganismos sin representar un riesgo para
las células de organismos superiores como los mamiferos, se colocaria como efectiva y
sin precedentes en el ambito de la antisepsia y desinfeccion. Por ejemplo, [a
metodologia podria consistir en exponer a los microorganismos patégenos a una
sustancia que posea alto potencial oxidante, como a una solucién electrolizada de
superoxidacion.

En las soluciones electrolizadas de superoxidacion, tanto el contenido como la
naturaleza del CLD (especies activas de cloro y oxigeno) como su ORP (potencial de
oxido-reduccion), son indicadores importantes de su eficacia biocida, bioseguridad,
inocuidad y de sus propiedades adicionales como agente hemostatico, coadyuvante de
regeneracion tisular, analgésico, anti-alérgico y anti-inflamatorio. El CLD involucra
especies activas de cloro y oxigeno, siendo las mas abundantes e! HOCI (acido
hipocloroso), OCI (anion hipoclorito) y Clyg (cloro gaseoso disuelto), aunque también
se detectan ClO; (dioxido de cloro), OCl,” (anién clorito), OCly™ (anién clorato), OCly

(anidn perclorato), CI (anién cloruro), O3 (ozono), O2(g) (0xigeno gaseoso disuelto), Hag,
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(hidrégeno gaseoso disuelto), entre otros. Todos contribuyen como indicadores directos
del CLD o como reservorio de éstos. El ORP, definido como Ia tendencia de una
especie quimica (en este caso de la solucién electrolizada) a capturar o donar
electrones del medio, es una medida relativa (a un electrodo de referencia) de la
capacidad oxidante o reductora de una sustancia. Mientras mas alto y negativo sea el
valor, la sustancia sera un agente reductor y anti-oxidante mas eficiente, mientras que a
valores mas altos y positivos, sera un oxidante mas poderoso y por ende un germicida
efectivo. Por ejemplo, valores de ORP entre +650 y +890 mV son potenciales de
desinfeccion eficaces para virus, hongos como Aspergillus y Candida albicans, algunos
parasitos, asi como para enterobacterias, bacilos y bacterias gram positivas y gram
negativas, por ejemplo E. coli, Salmonelia spp, Listeria monocitogenes, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Streptococcus, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella no typhi, Pasteurella multocida,
Brucella sp., bacterias anaerobias, enterobacterias, Bartonella henselae,
Mycobacterium avium complex, Aspergillus, Candida albicans. Candida spp., bacilos
gram negativos y H. influenzaey parasitos como giardia lamblia, entamoeba histolytica,
cryptosporidium parvum, entre otros.

Como ya se menciond, las principales especies responsables de la actividad
biocida, dada su abundancia, son: HOCI, OCI" y Clyg, las cuales varian su proporcién,
en las SES, en funcién del pH [Ecuaciones 1-2vide supra). Entre estas tres especies, el
acido hipocloroso (HOCI) tiene el mayor potencial oxidante y es el principal responsable
de inducir bajo pH.

Avances recientes en la produccién y sintesis electrolitica de soluciones
electrolizadas de superoxidacion, establecen que utilizando baja concentracion del
electrolito (por ejemplo 10 g/L de NaCl) y alta intensidad de corriente (medida de la
corriente por unidad de area superficial del anodo en contacto con el electrolito) se
obtienen mejores resultados en cuanto a la concentracion de especies activas,
potencial de éxido reduccién y caducidad. Ademas, un meticuloso cuidado en la fijacién
del pH, ofrece mayores ventajas sobre capacidad microbicida sin efectos toxicos o

dafiinos para organismos superiores, superficies inanimadas y/o medio ambiente
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En particular, nos referimos a una solucién electrolizada de superoxidacion con
concentracion de especies activas de cloro y oxigeno (CLD) de entre 1 ppm a 110 ppm
(preferentemente de entre 1 a 49 ppm), potencial de oxido-reduccion (ORP) de entre
650 a 1000mV (preferentemente de entre 750 mV a 980 mV), asi como pH en el
intervalo de 6.5 a 7.5. Estos valores le confieren propiedades bactericidas, virucidas,
fungicidas y esporicidas, asi como capacidad para inactivar a ciertos parasitos; esto
aunado a biocompatibilidad e inocuidad sobre estructuras de organismos superiores,
asi como propiedades adicionales como adyuvante de regeneracién tisular,
hemostatico, analgésico, anti-inflamatorio y anti-alérgico. Por lo tanto, dicha solucion es
util como irrigante durante procedimientos médicos y/o quirdrgicos que lo requieran,
como lo son procedimientos médicos ambulatorios o procedimientos quirargicos
mayores.

La solucién electrolizada con pH neutro de la presente invencién también es Gtil
para eliminar microorganismos nocivos y sus derivados, como las toxinas, presentes en
alimentos y agua contaminados; ya sean para consumo humano, animal o para

utilizarse en la industria agroalimentaria.

En particular la solucion electrolizada que puede ser utilizada en la metodologia
de la presente invencion es til para erradicar parasitos, tanto en su fase invasiva como
infectiva; por ejemplo, giardia, entamoeba, cyclospora, cryptosporidium, trypanosoma,
ascaris, trichuris, enterobius, trichinella; asi como sus quistes, ooquistes o huevos.

En una modalidad preferida, la solucién electrolizada de superoxidacion con pH
neutro utilizada para erradicar microorganismos patogenos por lisis osmotica,
especialmente como parasiticida, presenta pH entre 6.7 a 7.2, ORP entre 790 a 980 mV
y de 1 a 60 ppm de especies activas de cloro y oxigeno, dichos valores garantizan su
efectividad como agente oxidante, depredador de electrones e inductor de lisis osmaética
sobre microorganismos patogenos, especialmente parasitos, evitando que éstos
desarrollen un mecanismo de resistencia.
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La presente invencion también alude a una metodologia que incluye el uso de la
solucion electrolizada de la presente invencién para la eliminacion de un 50% a un
99.999% de microbios patégenos, principalmente parasitos, presentes en agua y
alimentos de consumo humano, animal o para ser utilizados en la industria
agroalimentaria.

La metodologia consiste en poner en contacto agua o alimentos contaminados
con microorganismos patdégenos como virus, bacterias, hongos, esporas, levaduras,
mohos y/o parasitos, especialmente con huevos, quistes y/u coquistes de parasitos, con
una cantidad efectiva de solucion electrolizada de superoxidacion de pH neutro. La
cantidad efectiva se define como la cantidad necesaria y suficiente para inducir
erradicacion del agente patdgeno y/o su actividad patdgena, incluida la actividad
resultante de alguna toxina secretada por el mismo; un experto en el arte podra
reconocer dicha cantidad. Por ejemplo, la solucién electrolizada de superoxidacion con
pH neutro puede utilizarse sin diluir directamente sobre el alimento a descontaminar, o
podria afnadirse a una cantidad conocida de agua ya sea para desinfectarla o para
utilizarla como desinfectante en dilucién a algtin alimento. Los alimentos y agua a tratar
pueden ser para consumo humano, animal o para utilizarse solos 0 como materias
primas en la industria agroalimentaria. Luego de aplicar la SES al alimento o bebida, no
necesita retirarse o enjuagarse y su consumo es seguro.

En una modalidad preferida, la metodologia para descontaminar alimentos o
bebidas contaminadas con microorganismos patogenos, especialmente virus, bacterias,
esporas, levaduras, hongos, hifas y mohos, consiste en aplicar solucién electrolizada de
superoxidacion de pH neutro con CDL entre 3 y 100 ppm, ORP entre 790 y 850 mV y
pH entre 6.8-7.2, durante 0.5 a 30 minutos, al alimento o bebida contaminados. La SES
aplicada no necesita retirarse o enjuagarse y es seguro consumir el alimento o bebida
tratados; ademas las propiedades organolépticas del alimento o bebida tratada no se
deterioran. Ejemplos ilustrativos mas no limitativos de formas de aplicar la SES a los
alimentos o bebidas contaminadas o potencialmente contaminadas son: dilucion,
aspersion, rocio, inmersion, goteo, nebulizacién, etc.

En ofra modalidad preferida, la metodologia para descontaminar alimentos o
bebidas contaminadas con parasitos, especialmente quistes y ooquistes de protozoos
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y/lo huevos o larvas de helmintos o nematodos, consiste en aplicar solucion
electrolizada de superoxidacion de pH neutro con CDL entre 3 y 60 ppm, ORP entre
790 y 850 mV y pH entre 6.8-7.2, durante 0.5 a 30 minutos, al alimento o bebida
contaminados. La SES aplicada no necesita retirarse o enjuagarse y es seguro
consumir el alimento o bebida tratados; ademas las propiedades organolépticas del
alimento o bebida tratada no se deterioran. Ejemplos ilustrativos mas no limitativos de
formas de aplicar la SES a los alimentos o bebidas contaminadas o potencialmente
contaminadas son: dilucién, aspersion, rocio, inmersion, goteo, nebulizacion, etc.

La solucion electrolizada de superoxidacion de la presente invencion puede ser
producida mediante métodos conocidos. Un ejemplo de preparacién de la solucién
electrolizada de superoxidacion es el descrito en la patente Mexicana No. 330845 que
comprende las etapas de:

a) Preparar una solucion electrolito de NaCl de entre 600 a 2000 ppm mezclando
agua purificada con una solucién al 15% de NaCl;

b) bombear la solucion electrolito hacia el lado aniénico y catiénico de una celda
electrolitica, en donde dichos lados estan separados por una membrana de intercambio
ibnico que a su vez esta en contacto con una membrana neutra y ambas membranas
son rodeadas por una malla, a una presion de entre 80 y 120 psi; y un flujo de entre 9 a
15 L/min;

c) aplicar una corriente de 400 amperes y un voltaje de entre 16 a 20 volts;

d) ajustar el pH neutro y ORP de Ia solucién electrolizada de superoxidacion,
entre 200 y 1200 mV,

c} conducir la solucién electrolizada de superoxidacién a un tanque de
almacenamiento.

Dadas las propiedades anteriormente descritas de las soluciones electrolizadas
de superoxidacion se establecen como agentes parasiticidas y microbicidas eficientes
por inducir su efecto por dafio oxidante tipo lisis osmética y para el que los
microorganismos patégenos no pueden o hasta el momento no han podido desarrollar
resistencia.
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La seguridad, inocuidad, biocompatibilidad, estabilidad, efectividad germicida,
parasiticida y de induccion de lisis osmoétca se discuten en los siguientes ejemplos:
Ejemplos de seguridad, inocuidad, biocompatibilidad, estabilidad, efectividad

como germicida y para inviabilizar parasitos:

1) Seguridad, Inocuidad y Biocompatibilidad

Se llevaron a cabo experimentos para evaluar la citotoxicidad de la SES, luego
de 30 6 60 segundos de exposicién, sobre células mesenquimales de pulpa dental
humana (ATCC Hs68) y se compararon contra una solucién de digluconato de
clorhexidina al 0.12%. Se colocaron 50,000 células por pozo y se adiciono el agente
antiséptico en conjunto con medio de cultivo. Se incubaron durante 24 horas y
posteriormente se realizaron lavados y cambio de medio fresco a modo de eliminar el
antiseptico. Para realizar el andlisis morfologico se utilizé PBS mezclade con un
inductor de auto-fluorescencia y formalina al 4% como fijador. Luego de 10 minutos de
exposicion, las células se lavaron con PBS para eliminar los restos del inductor. Las
laminas se montaron en fluoroshield y se analizaron por microscopia confocal utilizando
un microscopio Zeiss LSM 710 con luz de LLASER lineal a 360 nm (excitacion DAPI) y
514 nm (excitacion auto-fluorescente del citoplasma inducida por el fijador). Tanto las
muestras con tratamiento como los blancos (sin tratamiento) fueron adquiridos en las
mismas condiciones.

Las figuras 1A} a 1E) muestran fotografias del efecto citotoxico sobre células
mesenquimales, obtenidas de pulpa dental humana, luego de la experimentacién antes
descrita, donde:

La Figura 1A) es una fotografia para un blanco, sin exposicién.

La Figura 1B) es una fotografia para células expuestas a SES durante 30
segundos.
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l.a Figura 1C) es una fotografia para células expuestas a SES durante 60
segundos.

La Figura 1D) es una fotografia para células expuestas a solucién al 0.12% de
clorhexidina durante 30 segundos.

La Figura 1E) es una fotografia para células expuestas a solucion al 0.12% de
clorhexidina durante 60 segundos.

Se observaron diferencias significativas en la toxicidad de la clorhexidina vs la
SES, siendo ésta mucho mayor para la clorhexidina, tal como se muestra en las
viabilidades expuestas en la Figura 2 que es un grafico que demuestra el efecto
citotdxico sobre células mesenquimales, obtenidas de pulpa dental humana, luego de
exponerlas durante 30 6 60 segundos a los antisépticos: solucion al 0.12% de
clorhexidina o SES.

En un ensayo independiente, se evalué la citotoxicidad de soluciones
electrolizadas de superoxidacion con pH neutro a concentracion mayor (55, 60 y 70
ppm} y menor a 50 ppm (48, 30, 15, 7.5 y 3.75 ppm) de CLD, sobre monocapas de
células MDCK tefiidas con azul de tripano. Se utilizaron microplacas confluentes de la
linea celular MDCK las cuales se expusieron, previo lavado con DMEM (baja glucosa),
a SES con concentracién mayor o menor que 50 ppm de CLD. Se incubaron durante 30
minutos a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%, se lavaron dos veces con el medio de
cultivo, se tifieron con azul de tripano (0.4% en PBS) durante un minuto y se lavaron 2
veces con el mismo medio. Finalmente se fijaron con formalina al 10% en PBS y se
montaron con VECTASHIELD® en porta-objetos para ser analizadas por microscopia
confocal y/o de contraste de fases. Adicionalmente, para e! caso de concentraciones
que resultaron toxicas, también se realizod el estudio comparativo con NaOClI, tirendo

las células con Anexina V-FITC/IP para observar por microscopia confocal la naturaleza
del dafio.

La Figura 3A) es una micrografia de la monocapa de células MDCK expuestas a
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una SES con concentracién mayor a 50 ppm de CLD y tedidas con azul de tripano.

La Figura 3B) es una micrografia de la monocapa de células MDCK expuestas a
una SES con concentracion menor a 60 ppm de CLD y tefiidas con azul de tripano.

La Figura 3C) es una micrografia de la monocapa de celulas MDCK expuestas a
una SES con concentracion de 60 ppm de CLD y tefiidas con Anexina V-FITC/IP.

La Figura 3D) es una micrografia de la monocapa de células MDCK expuestas a
NaOCliaq) con concentracion de 60 ppm de CLD y tefiidas con Anexina V-FITC/IP.

Se concluye que la SES es inocua y biocompatible cuando se aplica a
concentraciones menores a 50 ppm y que la naturaleza de su dafic potencial es
apoptdtico, a diferencia del NaOCl.q) que es necrético. Esto es muy importante pues,
derivado del proceso necrético observado en tratamientos con NaOClg, se genera

detritus que puede fungir como agente alérgeno y pirégenc en el hospedero.

2) Estabilidad y efectividad como germicida.

La SES descrita en la presente invencién, a diferentes concentraciones, muestra
estabilidad a largo plazo, tal como se expone en la Figura 4, dénde se aprecian sus
comportamientos como germicidas frente a E. coli y S. aureus, de acuerdo a lo
establecido en la norma mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999.

3) Efectividad para inviabilizar quistes y trofozoitos de protozoarios parésitos
como giardia duodenalis, sensibles y resistentes a albendazol.

Las figuras 5 a 9 muestran microfotografias de quistes de G. duodenalis,
sensibles y resistentes a albendazol, tratados con SES 0 NaOClg, 0.106 mM y 0.007
mM, y tefiidos con FDA/IP para determinar su viabilidad en funcion de la integridad de
su membrana externa.

Los quistes fueron obtenidos por exposicion de trofozoitos a medio de cultivo
TY|-S-33 conteniendo 5 mg bilis bovina/mL a pH 7.8 seguido de choque hipoténico.
Posteriormente a su purificacion, los quistes fueron tratados con SES o solucién de
NaOCl y tefiidos con FDA/IP para evaluar su viabilidad (FDA+) o muerte (IP+).

Finalmente las células se re-suspendieron en 100 uL de PBS y se analizaron con
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microscopia éptica acoplada a sistema de epifluorescencia. Se muestran las imagenes
de quistes sensibles [Figuras 5-7] y resistentes [Figuras 5, 8 y 9] a albendazol tratados
con 0 mM (blanco; 0 ppmy) [Figura §A], 0.106 mM (60 ppm) [Figuras 6A y 8A] y 0.007
mM (3.7 ppm) [Figuras 6B y 8B] de SES; asi como los tratamientos con 0 mM (blanco;
0 ppm) [Figura 5B], 0.106 mM (60 ppm) [Figuras 7A y 9A] y 0.007 mM (3.7 ppm)
[Figura 7B y 9B] de NaOCI.

Los resultados de conteo microscopico permitieron establecer la superioridad de
la SES sobre del NaOCI, a concentracién y pH equivalentes, puesto que para la dilucion
mas baja (0.007 mM) la solucion de hipoclorito no fue capaz de matar a todos los
quistes resistentes a ABZ [Figura 9B] mientras que la SES si lo hizo [Figura 8B]. En
funcion del nimero de quistes dafiados y sin dafiar en la muestra, se determiné una
eficacia del 30% para la solucion acuosa de NaOCI. Se sabe que las soluciones a base
de NaOCI, son muy alcalinas (pH > 12) y que su dilucién con agua corriente no permite
alcanzar pH cercanos a la neutralidad con concentracion de cloro libre adecuada para
realizar dptima eliminacion de quistes de G. Jamblia y/u otros parasitos. Por lo tanto, la
ventaja de la SES con pH neutro es clara ya que, incluso a diluciones altas (6.25%),
conserva el pH y concentracién de especies activas de cloro y oxigeno, necesarios para
matar quistes del parasito en tiempos de contacto desde 5 minutos.

La Figura 5A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de la cepa WB,
sensible a albendazol, tefidos con FDA/IP.

La Figura 5B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tefiidos con FDA/IP.

La Figura 6A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de la cepa WB,
sensible a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES y tefiidos con FDA/IP.

La Figura 6B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de la cepa WB,
sensible a albendazol, tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de SES y tefiidos con FDA/IP.

La Figura 7A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de la cepa WB,
sensible a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de NaOClaq v tefiidos con
FDA/IP.

La Figura 7B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de Ia cepa WB,
sensible a albendazol, tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de NaQClq v tefidos con
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La Figura 8A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES y tefiidos con FDA/IP.

La Figura 8B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de SES vy tefiidos con FDA/IP.

La Figura 9A) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de NaOClyq y tefiidos con
FDA/IP.

La Figura 9B) es una micrografia de quistes de G. duodenalis de una cepa
resistente a albendazol, tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de NaOCl,q y tefiidos con
FDA/IP.

Las figuras 10 a 14 muestran determinaciones, por citometro de flujo, de
poblaciones de trofozoitos de G. duodenalis, sensibles [Figuras 10-12] y resistentes
[Figuras 10, 13 y 14] a albendazol, tratados con SES [Figuras 11 y 13] o NaOClag
[Figuras 12 y 14], a diferentes concentraciones y tefiidos con FDA/IP. El experimento
se realizo con el fin de valorar el efecto de la SES comparativamente con el NaOClag)
(empleado como control positivo) sobre la viabilidad de los trofozoitos expuestos a
distintas concentraciones de ambas soluciones: 0.106mM (60 ppm) [Figuras 11-14A],
0.055mM (30 ppm) [Figuras 11-14B], 0.028mM (15 ppm) [Figuras 11-14C]) y 0 mM
{control; 0 ppm) [Figuras 10A y 10B] de especies activas de cloro y oxigeno para el
caso de la SES y de cloro para el caso del NaOCl,q). Se utilizé la técnica de tincién con
colorantes fluorogénicos [di-acetato de fluoresceina (FDA)-ioduro de propidio(P!)]. El
empleo de esta técnica permiti6 una tincién diferencial en la que las células viables
presentaron una tincién verde (FDA+) debido a actividad de esterasas citosélicas y las
no viables presentaron una tincién roja (Pi+) debido a la penetracién del colorante hasta
el nicleo de las células dafiadas.

Los resultados demostraron que el daio provocado a las células sensibles y
resistentes a ABZ, con las soluciones SES y NaOCI es comparable cuando se
encuentran a la misma concentracion. Al utilizarlas a 60 y 30 ppm de especies activas,
el porcentaje de células dafadas fue casi del 95% [Figuras 11-14A y 11-14B], mientras
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que el resto de las diluciones inducen la muerte de apenas el 5% [Figuras 11-14C].
Estos resultados permiten establecer la concentracion letal in vitro de 0.055 mM para
trofozoitos sensibles y resistentes a ABZ tanto para NaOCI como para SES, aunque de
acuerdo a las poblaciones sobrevivientes, la SES fue ligeramente superior al NaOCliag
[Figuras 13-14B y 11-14C].

La Figura 10A) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de la
cepa WB, sensible a albendazol, tefiidos y sin tefiir con FDA/IP y determinada por
citometria de flujo. ‘

La Figura 10B)} muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tefiidos y sin tedir con FDA/IP y determinada por
citometria de flujo.

La Figura 11A) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de la
cepa WB, sensible a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES y tefidos con
FDAJIP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 11B) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de la
cepa WB, sensible a albendazol, tratados con 0.055 mM (30 ppm) de SES y tefiidos con
FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 11C) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de la
cepa WB, sensible a albendazol, tratados con 0.028 mM (15 ppm) de SES vy tefidos con
FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 12A) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de la
cepa WB, sensible a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de NaOClag v
tefidos con FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 12B) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de la
cepa WB, sensible a albendazol, tratados con 0.055 mM (30 ppm) de NaOClag ¥
tefiidos con FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 12C) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de la
cepa WB, sensible a albendazol, tratados con 0.028 mM (15 ppm) de NaOClpg ¥
tefiidos con FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 13A) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES vy tefidos con
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FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 13B) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.055 mM (30 ppm) de SES y tefiidos con
FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 13C) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.028 mM (15 ppm) de SES vy tefiidos con
FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 14A) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.106 mM (60 ppm) de NaOClq v tefiidos
con FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 14B) muestra una poblacién de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.055 mM (30 ppm) de NaOCl,q y tefiidos
con FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

La Figura 14C) muestra una poblacion de trofozoitos de G. duodenalis de una
cepa resistente a albendazol, tratados con 0.028 mM (15 ppm) de NaOClq vy tefiidos
con FDA/IP, determinada por citometria de flujo.

No existen otros reportes que describan eficacia de alglin tipo de solucion
electrolizada de superoxidacion sobre trofozoitos o quistes de G. duodenalis.

En un estudio adicional, ex vivo, se probo la efectividad de la SES de Ia presente
invencion para inviabilizar quistes procedentes de pacientes diagnosticados con
giardiosis. El estudio se realizd mediante la prueba de desenquistamiento in vitro. Los
quisteé se purificaron y cuantificaron las muestras de pacientes donadores e infectados
con G. duodenalis. Se realizaron las exposiciones a diferentes concentraciones de la
SES y se analizaron por microscopia de contraste de fases, ademas de realizar
ensayos de desenquistamiento in vitro como indicador de la viabilidad de los quistes
tratados. Se observé desenquistamiento Unicamente en las muestras tratadas con agua
destilada (muestras blanco) [Figura 15A], lo que corroboro la eficacia de la SES para
matar quistes de G. duodenalis potencialmente infectivos o viables. Se muestran los
resultados de los tratamientos con 0.106 mM (60 ppm) [Figura 15B] y 0.007 mM (3.7
ppm) [Figura 15C] de SES.

lLa Figura 15A) es una micrografia, por contraste de fases, de quistes de
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pacientes infectados con G. duodenalis tratados con agua bidestilada y sometidos a
desenquistamiento in vitro.

La Figura 15B) es una micrografia, por contraste de fases, de quistes de
pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.106 mM (60 ppm) de SES y
sometidos a desenquistamiento in vitro.

La Figura 15C) es una micrografia, por contraste de fases, de quistes de
pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de SES y
sometidos a desenquistamiento in vitro.

Estos resultados permiten establecer a las SES como desinfectantes con

propiedades superiores a las de las soluciones convencionales a base de NaOCI.

3} Ejemplo de induccién de lisis osmdtica de una solucién electrolizada de
superoxidacion de pH neutro sobre quistes del parésito giardia duodenalis.

Como otro nivel de analisis, se tomaron muestras de quistes de G. duodenalis
provenientes de pacientes infectados, y se trataron con diferentes concentraciones de
SES (60, 25, 3.7 y 0 ppm). Se prepararon para realizar analisis por microscopia
electrénica de barrido [Figura 16).

En las muestras sin tratamiento (agua destilada; 0 ppm SES) [Figura 16A] pudo
apreciarse la morfologia caracteristica de los quistes sanos o viables como esferas u
Ovalos turgentes. Por ofro lado, las micrografias de las muestras tratadas con las
diferentes concentraciones de SES mostraron células deformes con hundimientos
superficiales pronunciados y/o surcos por aparente pérdida de turgencia. LLos defectos
fueron mas evidentes en las muestras tratadas con SES al 100% (0.106 mM; 60 ppm)
[Figura 16B], aunque también se identificaron varias células tratadas con SES al 25%
(0.028 mM; 15 ppm) [Figura 16C] y al 6.25% (0.007 mM: 3.7 ppm) con morfologia
anormal [Figura 16D]. El dafio morfolégico en los quistes es congruente con un
mecanismo de accion tipo lisis osmotica, establecido para la SES de la presente
invencion, sobre microorganismos patégenos. En este sentido, resultd muy interesante
el hecho de que la pared quistica de G. duodenalis, considerada muy rigida en funcién
de su composicion de 70% polisacarido (red de N-acetil-D-galactosamina) y 30%
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proteina (conteniendo las llamadas cyst wall proteins [CWPs]), presenté alteraciones a
nivel estructural que fueron producidas por accién de la soluciéon SES de la presente
invencion.

La Figura 16A) es una micrografia, de microscopia electronica de barrido, de
quistes de pacientes infectados con G. duodenalis tratados con agua bidestilada.

La Figura 16B) es una micrografia, de microscopia electrénica de barrido, de
quistes de pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.106 mM (60 ppm) de
SES.

La Figura 16C) es una micrografia, de microscopia electronica de barrido, de

quistes de pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.028 mM (15 ppm) de
SES.

La Figura 16D) es una micrografia, de microscopia electrénica de barrido, de
quistes de pacientes infectados con G. duodenalis tratados con 0.007 mM (3.7 ppm) de
SES.

Finalmente, deberd entenderse que el método para inducir lisis osmética en
parasitos y microorganismos patégenos con solucion electrolizada de superoxidacion de
ph neutro de la presente invencién, no esta limitado exclusivamente a las modalidades
descritas e ilustradas anteriormente y que las personas que tienen habilidades
ordinarias en el arte pueden, con las ensefianzas proporcionadas por la invencion,
efectuar modificaciones al método para inducir lisis osmética en parasitos y
microorganismos patégenos con solucion electrolizada de superoxidacion de ph neutro
de la presente invencion, las cuales quedaran claramente dentro del concepto inventivo

y alcance de la invencion que se reivindica en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para inducir lisis osmética en las estructuras externas de

microorganismos patégenos en donde las estructuras externas son
seleccionadas del grupo que comprende membranas, paredes, capsides,
capsulas, envolturas, cuticulas, cortezas, cubiertas, exosporios, y estan formadas
por uno o mas compuestos estructurales, dicho método comprendiendo:
contactar los microorganismos patégenos con una solucién de alto poder
oxidante obtenida por electrolisis controlada de cloruro de sodio acuoso, de tal
manera que dicha solucion induzca lisis osmatica al secuestrar electrones de uno
o mas de los compuestos estructurales que forman las estructuras externas de
dichos microorganismos patdgenos, causando dafio oxidante en dichos uno o
mas compuestos estructurales de dichas estructuras externas.

Un método para inducir lisis osmdtica en las estructuras externas de
microorganismos patégenos de conformidad con la reivindicacion 1, en donde la
solucién de alto poder oxidante obtenida por electrolisis controlada de cloruro de
sodio se contacta con microorganismos patégenos seleccionados del grupo que

comprende virus, bacterias, hongos, hifas, esporas, mohos y levaduras.

Un meétodo para inducir lisis osmética en las estructuras externas de
microorganismos patégenos de conformidad con las reivindicacion 1 en dénde la
solucion de alto poder oxidante es una solucién electrolizada de superoxidacion
con pH neutro caracterizada porque tiene:

un pH de entre 6.5 a 7.5;

un potencial de dxido-reduccién de entre 650 a 1000 mV; vy

una concentracion de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 110 ppm.
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4. Un método para inducir lisis osmoética en las estructuras externas de

microorganismos patoégenos de conformidad con la reivindicacién 1, dénde la
solucion de alto poder oxidante es una solucion electrolizada de superoxidacion
con pH neutro caracterizada porque tiene:

unpHdeentre6.5a7.5

un potencial de dxido-reduccion de entre 750 a 980 mV; y

una concentracion de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 49 ppm.

Un método para inducir lisis osmotica en las estructuras externas de
microorganismos patégenos de conformidad con las reivindicaciones 3 y 4,
caracterizado porque las especies activas de cloro y oxigeno de la solucion
electrolizada de superoxidacion son seleccionadas del grupo que comprende:
HOCI (acido hipoclorosc), OCI™ {anién hipoclorito) y Clag (cloro gaseoso
disuelto), ClO> (dioxido de cloro), OCI;" (anidn clorito), OCly™ (anion clorato), OCly”
(anion perclorato), CI' (anidn cloruro), O3 (ozono), O (Oxigeno gaseoso
disuelto), Haq (hidrégeno gaseoso disuelto), solos 0 en combinacion.

Un meétodo para inducir lisis osmética en las estructuras externas de parasitos en
donde las estructuras externas son seleccionadas del grupo que comprende
membranas, paredes, capsides, capsulas, envolturas, cuticulas, cortezas,
cubiertas, y estan formadas por uno o mas compuestos estructurales, dicho
metodo comprendiendo: contactar los microorganismos patégenos con una
solucion de alto poder oxidante obtenida por electrélisis controlada de cloruro de
sodio acuoso, de tal manera que dicha solucién induzca lisis osmotica al
secuestrar electrones de uno o mas de los compuestos estructurales que forman
las estructuras externas de dichos microorganismos patogenos, causando dafio
oxidante en dichos uno o mas compuestos estructurales de dichas estructuras
externas.

Un método para inducir lisis osmética en las estructuras externas de parasitos de

conformidad con la reivindicacién 7 y 8, en donde la solucién de alto poder
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oxidante obtenida por electrolisis controlada de cloruro de sodio se contacta con
parasitos seleccionados del grupo que comprende protozoos, gusanos,

helmintos, quistes, ooquistes, huevos y larvas.

Un metodo para inducir lisis osmética en las estructuras externas de parasitos de
conformidad con la reivindicacion 7, donde la solucion de alto poder oxidante es
una solucién electrolizada de superoxidacion con pH neutro esta caracterizada
porque tiene:

un pH de entre 6.5 a 7.5;

un potencial de dxido-reduccion de entre 650 a 1000 mV; vy

una concentracion de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 110 ppm.

Un meétodo para inducir lisis osmotica en las estructuras externas de parasitos de
conformidad con la reivindicacion 7, en donde la solucion de alto poder oxidante
es una solucidon electrolizada de superoxidacion con pH neutro esta
caracterizada porque tiene:

un pH en el intervalo de 6.5 a 7.5;

un potencial de 6xido-reduccion de entre 750 a 980 mV; y

una concentracion de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 49 ppm.

10. Un método para inducir lisis osmética en las estructuras externas de parasitos

11.

de conformidad con la reivindicacién 8 y 9, caracterizado porque las especies
activas de cloro y oxigeno de la solucién electrolizada de superoxidacion son
seleccionadas del grupo que comprende: HOCI (acido hipoclorosoe), OCI™ (anion
hipoclorito) y Clzg (cloro gaseoso disuelto), CIO; (didxido de clora), OCly” (anion
clorito), OCl3™ (anién clorato), OCls™ (anion perclorato), CI” (anién cloruro), O
(ozono), Oz (oxigeno gaseoso disuelto), Hyg (hidrogeno gaseoso disuelto),
solos o en combinacién.

Un método para la descontaminacion de objetos inanimados no comestibles,

bebidas o alimentos contaminados con microorganismos patégenos,
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comprendiendo: aplicar una cantidad efectiva de una solucion con alto poder
oxidante, al objeto inanimado no comestible, alimento o bebida de tal forma gque
se elimine de un 50% a un 99.99% de los organismos patégenos presentes en el
objeto inanimado no comestible, alimento o bebida.

12.Un método para la descontaminacion de objetos inanimados no comestibles,

bebidas o alimentos contaminados con microorganismos patégenos s de
conformidad con la reivindicacion 11, dénde la solucién de alto poder oxidante es
una solucion electrolizada de superoxidacion con pH neutro esta caracterizada
porque tiene:

un pH de entre 6.5 a 7.5;

un potencial de oxido-reduccion de entre 650 a 1000 mV: y

una concentracion de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 110 ppm.

13.Un meétodo para la descontaminacién de objetos inanimados no comestibles,

bebidas o alimentos contaminados con microorganismos patdgenos de
conformidad con la reivindicacion 11, dénde la solucion de alto poder oxidante es
una solucién electrolizada de superoxidacién con pH neutro caracterizada porque
tiene:

unpHdeentre 6.5a7.5;

un potencial de dxido-reduccion de entre 750 a 980 mV; y

una concentracion de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 49 ppm.

14. Un metodo para la descontaminacion de objetos inanimados no comestibles,
bebidas o alimentos contaminados, de conformidad con la reivindicaciones 11 a
13, en donde el objeto inanimado no comestible, alimento o bebida al que se
aplica la solucién con alto poder oxidante, se deja reposar durante un periodo de
tiempo de entre 0.5 a 30 minutos.

15. Un método para la descontaminacién de objetos inanimados no comestibles,
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alimentos o bebidas contaminados con parasitos, comprendiendo: aplicar una
cantidad efectiva de una solucion con alto poder oxidante, al objeto inanimado no
comestible, alimento o bebida de tal forma que se elimine de un 50% a un
99.99% de los organismos patdgenos presentes en el objeto inanimado no
comestible, alimento o bebida.

16.Un meétodo para la descontaminacion de objetos inanimados no comestibles,
bebidas o alimentos contaminados con parasitos de conformidad con la
reivindicacion 15, dénde la solucién de alto poder oxidante es una solucion
electrolizada de superoxidacién con pH neutro caracterizada porque tiene:
un pH de entre 6.5 a 7.5;
un potencial de éxido-reduccion de entre 650 a 1000 mV; y
una concentracion de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 110 ppm.

17.Un método para la descontaminacion de objetos inanimados no comestibles,
bebidas o alimentos contaminados con parasitos de conformidad con la
reivindicacion 15, donde la solucion de alto poder oxidante es una solucion
electrolizada de superoxidacién con pH neutro caracterizada porque tiene:
un pH de entre 6.5 a 7.5;
un potencial de éxido-reduccion de entre 750 a 980 mV; y
una concentracion de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 49 ppm.

18. Un método para la descontaminacion de objetos inanimados no comestibles,
alimentos o bebidas contaminados, de conformidad con la reivindicacion 15 a 17,
en donde el objeto inanimado no comestible, alimento o bebida al que se aplico
la solucion con alto poder oxidante, se deja reposar durante un periodo de
tiempo de entre 0.5 a 30 minutos.
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RESUMEN

Se presenta una metodologia para indugcir lisis osmética en microorganismos patégenos
como los parasitos, sin que éstos puedan desarrollar un mecanismo de resistencia por
dafiar directamente a componentes, capas o envolturas estructurales externas como
son membranas, paredes, capsides, capsulas, envolturas, exosporios, efc., la
metodologia incluye e uso de soluciones electrolizadas de superoxidacion con pH
neutro, ricas en especies activas de cloro y oxigeno, con alto potencial oxidante y
elevada capacidad de capturar electrones. adicionalmente se presenta una metodologia
efectiva y segura para descontaminar alimentos y/o bebidas contaminadas con
microorganismos patogenos, especialmente con quistes, ocoquistes y/o huevos de
parasitos.
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NUEVAS REIVINDICACIONES

Un método para inducir lisis osmética en las estructuras externas de

microorganismos patdgenos o parasitos en donde las estructuras externas

son seleccionadas del grupo que comprende membranas, paredes, capsides,
capsulas, envolturas, cuticulas, cortezas, cubiertas, exosporios, y estan
formadas por uno o mas compuestos estructurales, CARACTERIZADO

PORQUE dicho método comprende:

- Contactar los microorganismos patdgenos o parasitos con una solucién
obtenida por electrélisis controlada de cloruro de sodio acuoso, con una
concentracion de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 110 ppm y
un ORP de entre 650 a 1000 My;

- Inducir lisis osmética por medio de la solucién al secuestrar electrones de
uno o mas de los compuestos estructurales que forman las estructuras

externas de dichos microorganismos patdgenos o parasitos,

- Dejar actuar a la solucién sobre los microorganismos patégenos o

parasitos, desde 30 segundos y hasta 30 minutos.

Un meétodo para inducir lisis osmética en las estructuras externas de
microorganismos patdgenos de conformidad con la Reivindicacion 1,
CARACTERIZADO PORQUE los microorganismos patdogenos son
seleccionados del grupo que comprende virus, bacterias, hongos, hifas,

esporas, mohos y levaduras.

Un método para inducir lisis osmotica en las estructuras externas de
microorganismos patdgenos de conformidad con la Reivindicacion 1,
CARACTERIZADO PORQUE la solucién electrolizada contiene:

- un pH de entre 6,5 a 7,5:

- un potencial de 6xido reduccion de entre 650 a 1000 mV; y

- una concentraciéon de especies activas de cloro y oxigeno de 1 a 49

ppm.

Un método para inducir lisis osmotica en las estructuras externas de

microorganismos patdgenos de conformidad con las Reivindicaciones 1y 3,



CARACTERIZADO PORQUE las especies activas de cloro y oxigeno de la
solucion electrolizada que incluyen HOCI (acido hipocloroso), OCI (anién

hipoclorito) y Cl, ) (cloro gaseoso disuelto), solos o en combinacion.

Un método para inducir lisis osmética en las estructuras externas de
parasitos de conformidad con la Reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE la solucion obtenida por electrolisis controlada de cloruro de sodio

se contacta con virus, bacterias, hongos, esporas y/o parasitos.

Un método para inducir lisis osmética en las estructuras externas de
parasitos de conformidad con la Reivindicacion 4, CARACTERIZADO
PORQUE las especies activas de cloro y oxigeno de la solucion electrolizada
incluyen HOCI (acido hipocloroso), OCI (anién hipoclorito) y Clyg (cloro
gaseoso disuelto), solos o en combinacion.
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EJEMPLOS ADICIONALES, ILUSTRTIVOS MAS NO LIMITATIVOS DE
EFECTIVIDAD DE NUESTRO PRODUCTO PARA ELIMINAR PATOGENOS

Ejemplo 1. VIRUS: Prueba de la solucién electrolizada de super oxidacién

con pH neutro con una concentracion de especies de cloro de 15 ppm en la

inhibicion de los virus: sincicial respiratorio (VSR), Parainfluenza 1 (VPI 1),
influenza A (1A) y Adenovirus (Ad).

Los virus sincicial respiratorio (VSR), parainfluenza (VPI), influenza Ay B,
(IA e IB), Herpes simplex (VHS-1) y Adenovirus (Ad), originan infecciones
respiratorias, por lo que con frecuencia se encuentran circulando en el ambiente.
Se diseminan facilmente entre la poblaciéon de centros hospitalarios, escuelas,
guarderias y otros sitios de reunion con ambientes cerrados. La transmision es por
vias respiratorias, por expulsion de gotitas, por manos y objetos contaminados.
Dado que la naturaleza de los virus es diferente a la de las bacterias, existe gran
interés y necesidad de contar con desinfectantes que tengan accion inhibitoria
sobre estos, que los eliminen o que disminuyan su replicacion y viabilidad.

La solucion electrolizada de super oxidacion con pH neutro (SES), induce
una disminucién en el potencial infeccioso de los principales virus que infectan al
aparato respiratorio humano, por lo que puede ser un producto adecuado para la

asepsia de areas y equipos contaminados con virus respiratorios.

Cultivos celulares. Se utilizaron cuatro lineas celulares, HEp-2, LLC-MK2,

HelLa y MDCK cultivadas en botellas de 25 cm? con medio esencial minimo (MEM)
(Gibco/BRL, NY, USA) complementado con 10% de suero fetal bovino (Invitrogen,
México D. F.) y antibidticos (penicilina 100 Ul/mL, estreptomicina 100 mg/mL y
anfotericina B 10 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Inc St. Louis M. USA) a 37° C con 5% de
COo.. Las células se crecieron a un 80% de confluencia para titular a los virus por

ensayo en placa litica.



Propagacion y Titulacion de virus por ensayo en placa. Se prepararon cajas

de 25 cm? con células al 80% de confluencia y se infectaron con el virus a retar
(VSR, IA, 1B, VHS-1, VPI 1, Ad) a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1.0, se
incubaron durante 2 horas a 37° C en camara humeda con 5% de COa. Se retir6 el
inoculo viral, se les agregd medio incompleto (sin suero) y se incubaron en las
mismas condiciones hasta la aparicién del efecto citopatico (ECP) caracteristico.
Cuando este alcanzé entre el 70 y 80%, los virus se cosecharon y se titularon por

ensayo en placa.

Titulacidon de los virus por ensayo en placa litica. La titulacion de cada uno

de los virus se realizdé en cada linea celular de acuerdo al tipo de virus que se
trat6. De manera general, las células confluentes contenidas en una botella de
25cm? se ftripsinizaron y re-suspendieron en 11 mL de medio esencial minimo
(MEM) suplementado con suero fetal bovino al 10%. Se agregaron 0.5 mL de esta
suspension por pozo en una caja multiple de veinticuatro pozos (CM24) (Nunclon,
EU). Una vez confluentes, las monocapas se lavaron con PBS y se realizaron
diluciones de virus en medio sin suero de 100 hasta 10-'° y se depositaron 0.1 mL
de cada dilucién en cada pozo por duplicado. Se incubaron durante 2 horas a
37°C con 5% de CO:2 para permitir su adsorcidon. Posteriormente se elimind el
in6culo y las monocapas se lavaron con PBS; se agregaron 1.5 mL de medio
incompleto (MI) con metilcelulosa al 2% estéril por cada pozo y se incubd en
camara humeda con 5% de CO:2 a 37°C hasta observar el efecto citopatico
caracteristico (6-8 dias).

Después de este tiempo se determind el titulo viral contando directamente
el numero de placas liticas observadas en la mayor dilucidén, tomando en cuenta el
factor de dilucién (UFP/ml = No. de placas x 10 x FD), en donde, FD es el factor de

dilucién; y 10 es el factor de correccion que corresponde a 0.1 mL de inoculo.

Efecto del desinfectante sobre la infeccion viral. Se realizaron cultivos de

tres de las cuatro lineas celulares mencionadas en placas de 24 pozos hasta su

confluencia. Se emplearon diferentes volumenes de la SES, mezclada con una



dosis infecciosa constante de tres de los cuatro virus (MOI=1.0) en un volumen
final de 1 mL con MEM. Se incubd de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se inocularon en las placas de microtitulacion con monocapas
confluentes de células, durante dos horas. Posteriormente se retir6 la mezcla de
SES y virus, se lavo con PBS estéril (pH=7.45) y a cada pozo se agregaron 1.5 mL
de metilcelulosa al 2.0 % en MEM, para volver a incubar a 37 °C, con 5% de CO2
hasta que se formaron las placas liticas (maximo 10 dias). Se retird la
metilcelulosa, se lavdé nuevamente, se agregaron 200 yL de metanol al 75%, se
dejaron por 20 min y se retiraron para afiadir el cristal violeta al 1% por 15 min.
Posteriormente se lavaron con agua corriente, se examinaron y contaron las
placas liticas en el microscopio. Se calculd la dosis minima de la solucién
electrolizada sobre la capacidad citopatica de cada uno de los virus estudiados.
Como controles de infeccion se utilizaron virus sin SES y como controles

negativos, células sin infectar.

Resultados: Efecto de la solucién electrolizada sobre la replicacion del VSR
en células LLC-MK2.

El efecto de la SES sobre la infeccién del VSR se determindé empleando

concentraciones crecientes de la SES [0.488 pg (10 ul) - 37.5 pg (500 ub)],
concentracion de virus constante (MOI=1.0) y tiempo constante (15 minutos) de
interaccion virus-célula. El mayor numero de sincitios formados fueron producidos
en las células infectadas con el VSR no tratado con la SES [control positivo, 421
sincitios (100% de formacioén de sincitios)], mientras que cuando se pre-incubd el
VSR con la SES, se observé que el numero de sincitios, disminuyd hasta en un
33.29% (281 sincitios), con la concentracion mas baja de SES (0.468 ug) respecto
al control positivo (100% de formacion de sincitios). El efecto inhibitorio de la
formacion de sincitios aumentd gradualmente con la concentracién de SES. El
mayor efecto se obtuvo con 37. 5 ug de SES; ya que se redujo la formacion de
sincitios en 94.87% (21.66 sincitios).

Asimismo, se siguid la cinética de infeccién e inhibicién de la formacion de

sincitios en caja de cultivo de 24 pozos. El mayor numero de sincitios contados se



observo en el pozo infectado con VSR en ausencia de SES y el menor en las
células donde se pre-incubd al VSR con 15 6 10 pl de SES. No se observaron
sincitios en las células control (sin infectar y sin tratar con SES) ni en las tratadas

Unicamente con SES.

Resultados: Efecto de la solucidon electrolizada de super oxidaciéon con pH

neutro sobre la infeccion del virus de Parainfluenza 1 (VPI 1) en la linea celular
LLC-MK2.

Para establecer el efecto de la SES sobre la infeccidon del virus de

Parainfluenza 1 (VPI 1) se emplearon las mismas condiciones que para los
ensayos sobre el VSR (vide supra). Como era esperado, el VPI 1, en ausencia de
la SES propicié la mayor formacién de sincitios, por lo tanto fue considerado como
control positivo y representa el 100% de infeccion. En la tabla 1 se muestran los
resultados del efecto que tiene la SES sobre esta infeccidon viral. Se observa que
la SES inhibe la infeccion y replicacion del virus en mas del 90%. Este dato es
evidente al comparar el numero de sincitios formados en el control positivo (virus
sin SES; 271 sincitios), con los de la mayor concentracion de SES (37.5 ug; 23
sincitios), representando casi 92% de reduccion. La menor concentracion de SES
(0.469 ng) empleada en estos experimentos, permiti6 que el VPI 1 indujera la
formacion de aproximadamente 197 sincitios; esto implica que incluso bajas

concentraciones de SES inhiben considerablemente su replicacion.



Tabla 1. Efecto de la SES en la replicacién del virus de parainfluenza
1 en la linea celular LLC-MK2.

EXP. 1 EXP. 2 EXP. 3 TOTAL | % de la | % de red.
# # # inf. de #
sincitios sincitios sincitios sincitios
CONTROL 0 0 0 0 0 0
SOL. 0 0 0 0 0 0
ELECT.
PINFL 1 285 255 273 271 100 0
500 ul 23 18 27 22.6 8.33 91.67
(37.5 nug)
400 ul 29 26 33 29.33 10.82 89.18
(30.0 pg)
300 ul 48 39 35 40.66 15.00 85
(22.5 ng)
200 ul 73 65 59 65.6 24.2 75.8
(15.0 pug)
100 ml (7.5 92 83 79 84.6 31.21 68.79
mg)
50 ul (3.75 119 113 129 120.33 | 44.40 55.6
ug)
25 ul 133 119 137 129.66 | 47.84 52.16
(1.875 pg)
15 ul 188 165 177 176.66 | 65.18 34.82
(0.9375 pg)
10 ul 199 179 210 197.33 | 172.81 27.19
(0.4687 pg)

Relacion del nimero de sincitios formados en LLC-MK2 infectadas con el
virus de Parainfluenza y su relaciéon con el efecto inhibitorio de SES a
diferentes concentraciones.

Es claro que el mayor porcentaje de inhibicion de la replicacion viral
(aproximadamente 92%) esta directamente relacionado con la mayor

concentracion empleada de SES.

Resultados: Efecto de la SES sobre la infeccidn del virus de la Influenza A

en la linea celular MDCK.

El efecto citopatico caracteristico producido por el virus de la influenza A se
manifiesta como redondeamiento celular seguido de formacién de cumulos de
células en forma de “racimos”. Por lo tanto, que para la medicion de dicho efecto

se tomaron en cuenta las placas (racimos) formadas después de su infeccién con



virus de influenza A con una MOI= 1.0 y diferentes concentraciones de SES (tabla
3). El efecto de la SES sobre la replicacion del virus de influenza A se demostrd
siguiendo la misma metodologia empleada para el VSR. En la tabla 2 se muestran
los resultados obtenidos: la mayor concentracion de SES (37.5 ug) inhibio
claramente la replicacion del virus (MOI=1), ya que se observaron
aproximadamente 10 placas, contra 333 placas formadas en las células infectadas
con el virus de influenza A sin tratamiento con SES. Esto indica que la SES inhibi6
casi un 97% la replicacion del virus (tabla 3, G) al comparar el efecto con el de las

células infectadas y sin tratar con la SES (100% de efecto citopatico; tabla 3, F).

Tabla 3. Efecto de la SES en la replicacién del virus de
influenza A en la linea celular MDCK.

A B C D E F G

EXP. EXP. 2 | EXP. 3 TOTAL % de la | % de red.
1 # # placas inf. de #
# placas placas
placas

CONTROL 0 0 0 0 0 0

SOL. ELECT. 0 0 0 0 0 0

INFLU A 300 355 345 333.33 100 0

(MOI=1)

500 ul (37.5 ug) 10 7 14 10.33 3.09 96.91

400 pl (30.0 pg) 19 25 17 20.33 6.09 93.91

300 ul (22.5 pg) 28 31 26 28.33 8.49 91.51

200 ul (15.0 pg) 50 45 38 44.33 13.29 86.71

100 ml (7.5 mg) 52 65 59 58.66 17.59 82.41

50 pl (3.75 ng) 109 95 103 102.33 30.69 69.31

25 ul (1.875 ug) 126 134 120 126.6 37.89 62.11

15 ul (0.9375 ng) | 198 189 201 196 58.80 41.2

10 ul (0.4687 ng) | 205 199 188 197.3 59.19 40.81

% de infeccién (% de la inf.); indica el niimero porcentual de células
infectadas, mientras que el % de reduccién del nimero de placas (% de
red. de # placas); indica el porcentaje de inhibicién de la replicacién viral
comparada con la replicacién registrada en las células infectadas con el
virus de la influenza (MOI=1) sin tratar con la SES, el cual fue
considerado como el 100% de la infeccién.

Se observo también que incluso bajas concentraciones de SES (0.469 pg)
reducen claramente la replicacion del virus de influenza A, puesto que a dicha
concentracion, la replicacion viral disminuyé en aproximadamente 41%. Estos
resultados demuestra la efectividad de la SES para inhibir la replicacién de este

virus.



El mismo efecto inhibitorio de la replicacion viral quedd demostrado
mediante ensayos de inmunofluorescencia Indirecta (IFl). Tanto el efecto citopatico
como la deteccién del antigeno viral, disminuyeron en las células que fueron
infectadas con el virus IA pre-incubado con 500 pl (0.4687 ug) de SES durante 15

minutos.

Resultados: Efecto inhibitorio de la SES sobre la infeccidon por Adenovirus

(Ab) en la linea celular humana Hela.

El efecto de la SES sobre la infeccion del Adenovirus (Ad) quedd
demostrado después de realizar a misma cinética de interaccion entre el Ad y la
SES. Los resultados obtenidos se describen en la tabla 3. Como era de esperar, la
accion inhibitoria de la SES sobre la infeccion del Ad o sobre la formacion de
placas liticas fue mas evidente al emplear la mayor concentracion de SES (375 ug;
95% de inhibicion; columna E); no obstante, la menor concentracion de SES
empleada (0.4687 pg; 32% de inhibicién; columna E), también inhibio

considerablemente la formacién de placas liticas.

Tabla 3. Efecto de la solucion electrolizada (15 minutos) sobre la infeccién de

células HelLa por Adenovirus (Ad).

A B C D E F G
EXP.1 | EXP.2 | EXP.3 | NUMERO |% de | % de red.
# # # TOTAL formaciéon | de #
placas placas placas DE de placas. | placas
PLACAS

CONTROL 0 0 0 0 0 0

SOL. ELECT. 0 0 0 0 0 0

ﬁgg%v 295 255 330 293.33 100 0

500 ul (37.5 ug) | 17 11 14 14 4.77 95.22

400 pl (30.0 pg) | 17 19 27 21 7.15 92.85

300 pl (22.5 ug) | 21 15 19 18.33 6.24 93.76

200 pl (15.0 ug) | 39 28 38 35 11.93 88.07

100 ml (7.5 mg) | 43 55 59 52.33 17.83 82.17

50 ul (3.75 ug) | 96 88 103 96.33 32.84 67.16

25 ul (1.875 ug) | 115 125 120 120 40.90 59.1

iz) ul (0.9375 183 189 201 191 65.11 34.89

ig) ul (0.4687 202 199 198 199.66 68.06 31.94




Las células infectadas con Ad (MOI=1) durante 48 horas, muestran efecto
citopatico caracteristico (Figura 8B). Este efecto disminuyé cuando se pre-incubd
al adenovirus con la SES a una concentracion de 75 pg (1000 pl) durante
diferentes tiempos. El efecto de disminucion de la replicacion del Ad, se observo
desde los primeros 3 minutos de inactivacion del adenovirus, este efecto inhibitorio
de la replicacion viral continu6 con 6, 9, 12 y 15 minutos de incubacién con la SES
ya que en ningun caso se observd la presencia del efecto citopatico. Estos
resultados muestran la efectividad de la SES en la inhibicién de la replicacién de

adenovirus.

Ejemplo 2. BACTERIAS Y HONGOS: Prueba de la solucion electrolizada

de super oxidacion con pH neutro con una concentracion de especies de cloro de

40 ppm en la inhibicidn de multiples bacterias y hongo: E. coli, S. aureus, L.

monocytogenes, P. aeruginosa, S. typhi, Shigella, V. cholerae, E. faecalis, K.

pneumoniae, C. albicans.

Se realizaron retos microbianos siguiendo la normativa Mexicana NMX-BB-
040-SCI-1999 “Métodos generales de analisis. Determinacion de la actividad
antimicrobiana en productos germicidas”, evaluando la efectividad de la solucion
electrolizada de superoxidacion con pH neutro al 0.004% de especies activas de
cloro y oxigeno contra cada cepa bacteriana durante 30 segundos. En la siguiente
tabla se muestran los resultados de reduccién de cuentas viables, demostrando
que la solucion electrolizada de superoxidacion con pH neutro es efectiva como

germicida contra hongos y multiples bacterias gram positivas y gram negativas.

Bacteria retada Conteo (U.F.C./mL) % de Reduccion

E. faecalis Pre: 150,000,000 99.999
Post: <10

V. cholerae Pre: 102,500,000 99.999
Post: 150

E. coli Pre: 54,000,000 99.999
Post: <10

S. Thypi Pre: 330,000,000 99.999




Post: <10

Shigella Pre: 200,000,000 99.999
Post: <10

S. aureus Pre: 10,900,000 99.999
Post: <10

K. pneumoniae Pre: 8,000,000,000 99.999
Post:<10

C. albicans Pre: 12,000.000,000 99.999
Post: 4600

Tabla 4. Relacion de cuentas viables de microorganismos patdégenos expuestos a solucion

electrolizada de superoxidacién con pH neutro.

Ejemplo 3. ESPORAS: Prueba de la solucion electrolizada de super

oxidacion con pH neutro con una concentracion de especies de cloro de 60 ppm

en la inhibicién de esporas de: B. sublilis y .

Se realizaron retos microbianos siguiendo la normativa Mexicana NMX-BB-
040-SCI-1999 “Métodos generales de analisis. Determinacion de la actividad
antimicrobiana en productos germicidas”, evaluando la efectividad de la solucion
electrolizada de superoxidacion con pH neutro al 0.004% de especies activas de
cloro y oxigeno contra cada cepa de esporas durante 15 minutos. A continuacién

los resultados:

Microorganismo esporulado Conteo (U.F.C./mL) % de Reduccion
retado
B. Subtillis Pre: 6 800,000,000 99.999
Post: 2000
C. difficile Pre: 16,000,000 99.999
Post:<10

Tabla 5. Relacién de cuentas viables de microorganismos esporulados expuestos a

solucién electrolizada de superoxidacion con pH neutro durante 15 minutos.

Los resultados demostraron que la reduccion de cuentas viables fue de 99.999% o
mas, por lo que se considera a la solucion electrolizada de superoxidaciéon con pH

neutro como adecuada para eliminar patégenos esporulados.




