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INTRODUCCION

La nanotecnologia es una ciencia que produce ypulania materia en la escala de los
atomos y las moléculas, donde el tamafio se mideedmetros. Un nano material que
esta teniendo un impacto temprano en productodetdthcare es nano plata (1).

Los estudios de nano plata que se estan realizzmieneficio de la salud no tienen un
sustento cientifico que garantice la seguridad es@de este producto. Los testimonios,
informes de eventos particulares y las experienmasonales no son pruebas suficientes
que garanticen su uso, existiendo el riesgo deafesecundarios indeseables cuando se
utiliza un medicamento y peor aun medicamentos gentes de otro tipo de
formulaciéon como lo es nano plata. Sin embargocety The Environmental Protection
Agency’s Poison menciona no reportar toxicidad pateso de las suspensiones de nano
plata (52).

Por el contrario, existen varios investigadores afirenan qué la plata a largo plazo y a
altas concentraciones, tiende a acumularse errd@sds, piel y tejidos internos y puede
producir argyria, una tonalidad grisacea o azutdalda piel que al ser expuesta a la luz

solar intensa hace que la piel se oscurezca (51).

La plata se ha utilizado para el tratamiento deltdencias médicas por mas de 100 afios

debido a su propiedad antimicrobiana natural.

La introduccidén de un nuevo medicamento o aplicacié una nueva tecnologia en su
obtencion, lleva implicito la realizacion de un goro de investigaciones previas que
incluyen las relacionadas con aspectos de quimamanaicéutica, farmacologia
experimental (Farmacocinética y Farmacodinamiggtydeos toxicologicos, siendo estos

altimos los que cumplen la finalidad de determiaasseguridad de su uso (7).



Debido a estos antecedentes se ha visto la nedesgdavaluar la toxicidad sub-cronica
de nano plata en ratas Wistar para que esta ogei@péutica tenga un sustento
cientifico sobre su inocuidad que nos serviran paeduar el riesgo o peligro potencial

gue la nano plata puede ocasionar sobre la salndrau

Los objetivos trazados en esta investigacion soatefinar los valores de los
parametros bioquimicos clinicos y hematologicossagtdespués de la administracion de
nano plata e identificar posibles variaciones Ipiatologicas renal y hepatica inducido

por su administracion.

Se planted la hipétesis: La administracion de 10@ jple nano plata via oral no causa

toxicidad sub-cronica en ratas Wistar.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1NANOTECNOLOGIA

El término nanotecnologia se refiere a la manipdiade la materia en la escala de los
atomos y las moléculas, donde el tamafio se midrillonésimas de un milimetro. Un

nanometro equivale a la mil millonésima parte demeatro. En la escala nanométrica
(entre uno y cien nanémetros), los materiales puedhibir muy diferentes propiedades
gue los mismos materiales de la misma composicido ge escala mayor. Propiedades
tales como fuerza, conductividad, color y toxicidadeden cambiar en la escala
nanometrica y las propiedades pueden cambiar delgralicha escala también. Al

explotar los cambios nanoescalares de dichas edsdittas, los investigadores intentan

crear materiales novedosos que cuenten con maycphalidad (18)(30)(45).
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Nano-Technology

FUENTE: SAMSUMG ELECTRONICS Co., 2005

GRAFICO No 1: TAMANO DE ALGUNAS ESTRUCTURAS A ESCALA NANO METRICA

La nanotecnologia es descrita por algunos comtetnobtlogia transformadora del siglo
XXI". Los expertos predicen que la nanotecnologdgotucionara la manufactura en
todos los sectores de la industria y eventualmemtpactara la produccién de

virtualmente todos los objetos fabricados por huysaha medicina es justamente un



sector que sera profundamente influido por los raés y dispositivos nanoescalares
(18).

En 2005, Samsung Electronics aporta sus conociosesbbre nanotecnologia a su
Gltima generacion de productos electrodoméstiams & presentacion de la Silver Nano
Technology (Tecnologia de nano plata). Esta noweda@plicacion de las

nanoinvestigaciones incorpora un compuesto de plgieoducto, disefiado para impedir

la proliferacion de bacterias (11).

MULTINACIONALES PIONERAS EN INVESTIGACION Y DESARR OLLO DE
NANOTECNOLOGIAS PRODUCTIVAS EN EL MUNDO.

TABLA No 1:

SECTOR DE LA INDUSTRIA

MULTINACIONALES PIONERAS EN IN\{ESTIGACION
Y DESARROLLO DE NANOTECNOLOGIAS

Computadores/electrénica

IBM, NEC, Fuijitsu, Hitachi, Phillips, Hewlett Packailamsung,
Motorola, Mitsubishi, General Electric, Microsoft

Alimentos

Kraft/Altria, Unilever, Nestle, Heinz, Sara Lee

Farmacéutica/cuidado salud

GlaxoSmithKline, Smith and Nephew, Merck

Produccién/Almacenamiento de energia

BP, Exxon, Chevron/Texaco, Shell, Halliburton

Textiles/vestuario

Burlington Industries, Nike, Gap

Defensa/Aeroespacial

Sandia/Lockheed Martin, Boeing, Qinetiq, Raytheon

Cosméticos L'Oreal, Body Shop, Boots

Quimicos DuPont, Degussa, Dow, Henkel, ICI
Automoviles BMW, Renault, GM, Ford, Caterpillar
Agricultura Syngenta, Monsanto, Bayer

FUENTE: CORPORATE WATCH, 2007.

En las primeras épocas de la nanotecnologia (200Fyndacién Nacional de Ciencia
(NSF por sus siglas en inglés) de Estados Unidedijprque la nanotecnologia “ayudara
a prolongar la vida, mejorar su calidad y expatahrcapacidades fisicas humanas”, y
que para 2010 o 2015 la mitad de toda la producfdaémacéutica -mas de 180 mil
millones de ddélares por afio- dependeria de |la aanologia. Mas recientemente, Lux
Research calculd que el mercado para los sistemasuchinistro de medicamentos

habilitados nanoldgicamente crecera de 980 milloleeddlares en 2005 a cerca de 8 600



millones en 2010. La terapéutica nanoscoOpica campaho-plata para cubrir heridas
representaba 28 millones de doélares en 2005 y zdcanos 310 millones en 2010. El

mercado para el diagnostico habilitado con nanolegia crecera de 56 millones en

2005 a més de mil millones en 2010 (8)(12)(17)(49).
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GRAFICO No 2: PREVISION DEL MERCADO NANOTECNOLOGICO EN DIFER ENTES AREAS

La convergencia de las tecnologias de nano-esegbaeslice permitiran la creacion de
organismos artificiales totalmente nuevos, losesiabran usados en el procesamiento de

alimentos, agricultura y agro combustibles, asi@emotras aplicaciones (20).

En 2005, se emprendié el proyecto ISO, el cuakepd# respaldar las nanotecnologias y
arrojar nuevos estandares internacionales de tésnyiefiniciones relacionados con las

nanoparticulas. Su fin es promover y facilitar éananicacion entre las organizaciones

vinculadas a esta ciencia (33).

En 2008, ISO/TS 27687:2008, “Nanotechnologies —mimology and definitions for
nano-objects — Nanopatrticle, nanofibre and naneples la primera parte de una serie
proyectada sobre documentos de definiciones y tedogia que tratan los diversos

aspectos de las nanotecnologias (33).



1.1.1NANOTECNOLOGIA Y NANOMEDICINA

"El enfermo, el anciano y el herido sufren una dgmaizacion de los atomos provocada
por un virus, el paso del tiempo o un accidenteatshe", escribia Eric Drexler en su

obra Engines of Creation en 1986. "En el futurorb@aparatos capaces de reorganizar
los &tomos y colocarlos en su lugar”. Con estaabpas preconizaba la revolucién que ha
supuesto la aplicacion de los conocimientos y &mdlogias del nanocosmos a la
medicina. Hoy por hoy, la nanomedicina es ya uabd&d que esta produciendo avances

en el diagnadstico, la prevencién y el tratamiergdasd enfermedades (18).

Investigadores del Instituto de BionanotecnologdadNorthwestern University, lllinois,
EE.UU, han logrado regenerar tejido nervioso eoneg mediante la inyeccion de

moléculas que se asocian para formar nanofibriéeggal a los nervios (32).

Cientificos-investigadores japoneses de la Unidaside Sanidad e Higiene, han
logrado desarrollar un tratamiento que es capaglidenar las células cancerigenas en
tan solo diez dias. El proceso parte con la ingdstain farmaco perfeccionado con
tecnologia laser, al que le precede un nanotulmad®no mejorando su rendimiento. La
idea es que este nanotubo de carbono, sea de pgualel farmaco a llegar segura y

eficazmente hasta las células infectadas (31).

La Fundacién Europea de la Ciencia (European SeieRgundation) define la

nanomedicina como “la ciencia y la tecnologia pdieggnosticar, tratar y prevenir las

enfermedades y las heridas traumaticas, pararaélidolor y para conservar y mejorar
la salud humana utilizando los instrumentos mobeedl, los conocimientos moleculares
del cuerpo humano”. A grandes rasgos, los insstutanadienses de investigacién en
salud definen la nanomedicina como la medicionteriencion biomédica especializada
a escala molecular- que se requiere para lidiar lasnenfermedades o restaurar las

funciones (18).

En la administracion de medicamentos, las nuevasic#s son ya un hecho. "Los

nanosistemas de liberacion de farmacos actuan dosngportadores de farmacos a



través del organismo, aportando a estos una mayabikdad frente a la degradacion, y
facilitando su difusion a través de las barrerasoicas y, por lo tanto el acceso a las
células diana”, explica Maria José Alonso, investaya de la Universidad de Santiago
de Compostela, que trabaja en esta linea desde E98¢€l tratamiento del cancer,

asegura, "estos nanosistemas facilitan el accdss aélulas tumorales y reducen la
acumulacion del farmaco en las células sanas yaptw, reducen los efectos toxicos de

los antitumorales” (18).

Las enfermedades infecciosas son otro de los gsamitjetivos de la medicina actual.
Por eso, la profesora Alonso y su equipo han daksdo también nanoparticulas que
permiten administrar, en forma de simples gotaslesas algunas vacunas que hasta
ahora debian inyectarse. Su eficacia ha sido deadasthasta el momento, para las
vacunas anti-tetanica y anti-diftérica. "Recientataghemos propuesto estas tecnologias
al concurso de ideas promovido por la Fundacioh&8Melinda Gates para resolver los
grandes problemas de salud del tercer mundo”, dadadeestigadora. "Nuestra idea para
administrar de esta forma la vacuna de la Hep&ifise una de las seleccionadas de un
total de 1 500 presentadas” (18).

No menos importante es la batalla que en estos mtoma&e libra en todo el mundo
contra la diabetes, y en la que la nanotecnologiaet mucho que decir. Las
nanoparticulas desarrolladas por Alonso y su equeptan siendo utilizadas en
experimentos en la clinica para estudiar su usmogghiculos para administrar insulina
por via oral, nasal o pulmonar. Por su parte, latata Tejal Desai, profesora de
bioingenieria en Boston, ha creado un dispositive jpuede ser inyectado en el torrente
sanguineo y actuar como pancreas artificial, lindoainsulina. La técnica desarrollada
por esta investigadora consiste en encapsularasélglie producen la insulina en
contenedores con paredes con hanoporos, que pamsafio soélo pueden ser atravesados
por moléculas como el oxigeno, la glucosa o lalimguDe esta forma, las paredes de la
capsula impiden que estas células productoras sidiia sean reconocidas como
extrafias por los anticuerpos, mientras que lossppeomiten la liberacion de la insulina

y la entrada de nutrientes como azucares. La imfurgatécnica tiene potencial para la



cura de otras enfermedades tales como la enfernmggld@hrkinson, por medio de la

liberacion de dopamina en el cerebro, o el Alzheifh8).

Si las terapias estan experimentando cambios cvéstl diagndstico no se queda atras.

De la mano de la nanotecnologia nos adentramoa eral del diagnéstico molecular,

sofisticado y preciso, que hace posible identifeaiermedades genéticas, infecciosas o

incluso pequeiias alteraciones de proteinas de forecaz (18).

FUENTE: ETC GROUP, 2006

GRAFICO No 3: LAS NANOPARTICULAS TRANSPORTAN FARMACOS
HASTA LAS CELULAS DIANA

No en vano, esta disciplina ha contribuido a laci@ de biochips, que permiten la
obtencion de grandes cantidades de informaciorajaaio a una escala muy pequenia.
Con los biochips a nanoescala es posible conseguirpoco tiempo abundante
informacion genética, tanto del individuo como dglente patdgeno; que permitird
elaborar vacunas, medir las resistencias de lasaipla tuberculosis a los antibiéticos o
identificar las mutaciones que experimentan alguge®es y que desempeiian un papel
destacado en ciertas enfermedades tumorales, dayeo p53 en los canceres de colon y

de mama (18).

El desarrollo de sensores a escala molecular paredener limites. Hace poco, un
equipo de cientificos de la Universidad de Handgeslcubria que se pueden utilizar hilos

ultrafinos de silicio para detectar la presenciaidgs individuales, en tiempo real y con



una gran precision. Charles M. Lieber, profesorQigmica en Harvard y coautor del
descubrimiento, asegura que las posibilidades des edetectores, que pueden ser
ordenados en matrices capaces de detectar litaredmailes de virus diferentes,
"podrian introducirnos en una nueva era en matkridiagndsticos, seguridad bioldgica
y respuestas a brotes viricos". En el ambientédcolida extremada sensibilidad de las
matrices de nanohilos permitiria detectar infecesomirales en sus primeros estadios,

cuando el sistema inmunoldgico aun es incapaztdara 8)

Mas lejos quedan, de momento, las maquinas molesutie reparacién que viajaran a
través del torrente sanguineo, con capacidad derasbbre el DNA (enfermedades
genéticas), modificar proteinas o incluso destndlulas completas, en el caso de
tumores. Sin embargo, algunos expertos se hanidudrga a adelantar cOmo seran esos

futuros nano-robots (18).

Es el caso de Robert Freitas, investigador deltimstde Fabricacion Molecular de

California, que ha creado una especie de globujo satificial bautizado como

respirocito. Con una sola micra de didmetro, esbotr esférico imita la accién de la
hemoglobina natural que se encuentra en el inteléotos hematies, aunque con la
capacidad de liberar hasta 236 veces mas oxigenanptad de volumen que un gldébulo
rojo natural. Los respirocitos incorporaran sersajaimicos, asi como sensores de
presion. De esta forma estaran preparados patarreefiales acusticas del médico, que
utilizara un aparato transmisor de ultrasonidosa mharles 6rdenes con el fin de que

modifiqguen su comportamiento mientras estan entetior del cuerpo del paciente (18).



FUENTE: ETC GROUP, 2006

GRAFICO 4: SIMULACION DE RESPIROCITOS (IZQUIERDA) Y FAGOCIT OS (DERECHA)
NAVEGANDO POR EL TORRENTE SANGUINEO

1.1.2FARMACOS A NANOESCALA

La nanotecnologia ya cambié el modo de formulanradg medicamentos y, en ciertos
casos, reformularlos. Cuando un compuesto farmiacées formulado como nano-
particula, aumenta su nivel de disponibilidad laé. En otras palabras, el cuerpo
puede absorber un compuesto, asi formulado, masopyofacil -y como tal utilizarlo
mas eficazmente- si el compuesto existe en undaess cercana a la escala en que
ocurren los procesos bioldgicos. El nivel de disipdidad biol6gica de una droga es uno
de los elementos importantes para determinar sacidi. Una firma de investigacion de
mercados calcula que 65 mil millones de dolaresléengresos anuales procedentes del
mercado de medicamentos (casi 16 % de las vertiedale la industria farmacéutica)
provienen de farmacos que cuentan con poca dispdai biolégica, lo que propicia
mas altos costos para los pacientes, tratamiemficaces y un mayor riesgo de
toxicidad (23).

Elan Corporation, con sede en Dublin, Irlanda, ésadollado un proceso patentado para
“moler” compuestos farmacéuticos y producir peqgsefmarticulas (comunmente
menores a 100 nm) que cuentan con una biodispolaidiimayor y tasas de absorcion
mas veloces, segun informes de la propia compda Elan afirma también que las
drogas nanoldgicas recién formuladas eliminan &aiébilidad ayuno/saciedad” es decir,

gue importa menos si la droga se toma junto coralio¥entos. Las grandes compaiiias



farmacéuticas como Wyeth, Merck y Abbot ya le agdaren sus compuestos patentados
a Elan para que los “muela”. En la mayor parteodechsos, las drogas ya contaban con
la aprobacion de la FDA estadunidense en sus fagimres de mayor tamafio, y
mientras las compafias puedan demostrar su “biceguocia” (5), la nueva version

nano-légica no es sometida a un mas escrutiniadategios, como lo seria si se pidieran

mas pruebas clinicas (38).

TABLA No 2: DROGAS, PRODUCTOS MEDICOS NANOLOGICOS APROBADO S POR LA FDA.

Producto/fabricante

Aprobacién de la FDA

Propésito

Abraxane

American BioScience, Inc

Enero de 2005

Nano-particulas que contieneaclitaxel, que
aumenta la cantidad de droga anticancerosa
disponible, para matar células cancerigenas en
mama

Doxil

Ortho Biotech Products (el

sistema de suministro

Sistema de suministro de nano-particulas
basado en liposomas recubiertos con
polimeros, conocido como “Stealth” [“el

. 1999 o . .

basado en liposomas furtivo”]. Doxil es el primer producto que

desarrollado por ALZA) incorpora esta tecnologia para el tratamiento
de cancer en ovarios.

Emend Versién nano-particulada del medicamento

Merck. Tecnologia bajo Aprepitant,un antiemético, utilizado para

; . Aprobado : . . .

licencia de Elan prevenir la nausea en los pacientes de cancer
que reciben quimioterapia

Rapamune . . Formulacién nano-particulada de Sirolimus

Wyeth. Tecnologia bajo .

. . 2000 (Rapamunepara prevenir el rechazo en

licencia de Elan ! . .
pacientes que reciben transplantes de 6rganos.

SilcrystNucryst Disponible

Pharmaceuticals/
producto distribuido por
Smith&Nephew como
Asticoat

comercialmente desde
1998. La FDA lo aprobd
para su uso sin
prescripcién en 2001.

Plata nano-cristalina incorporada en los
recubrimientos de las heridas por sus
propiedades antimicrobianas.

SilvaGard - Catéter recubierto con nano-particulas
Diciembre de 2005 ey ; )
AcryMed, Inc. antimicrobianas de plata para el uso interno en
el cuerpo.
TriCor

Abbott Laboratories

tecnologia bajo licencia de

Elan

FDA lo aprobé en
noviembre de 2004

Formulacién nano-particulada defiCor (una
droga para tratar el colesterol alto).

Verigene
Nanosphere, Inc.

Plataforman vitro para probar muestras de

Pendiente de aprobacion (asangre o saliva en la deteccién de acidos

mediados de 2006)

nucléicos y proteinas que tengan
concentraciones extremadamente bajas.

FUENTE: ETC GROUP, 2006

Las farmacéuticas confian en sus formulaciones paatiouladas para mejorar el valor

terapéutico de drogas de bajo desempeiio, perodarbbscan mejorar sus ganancias. Es



posible que viejos medicamentos, que ya no estél erercado por su baja eficacia o
por sus efectos colaterales potencialmente adversasertas poblaciones de pacientes,
puedan hacerse mas eficaces o0 mas seguros sosauksin nanoscépicamente, lo que
reduciria significativamente el costo del procesodésarrollo de medicamentos. Las
compafiias farmacéuticas ya sacan ventaja de langgpade la proteccion de sus
patentes, algo que es posible mediante sus formokg nano-particuladas (25). Incluso
en los casos en que no pueda demostrarse una ivalequia entre un medicamento y
Su contraparte nanoescalar y se hagan necesarsagro@bas clinicas, existe en Estados
Unidos una ventaja estratégica: al posesionariondepatente se le concede un periodo
de tres o cinco afnos de “exclusividad sin patemaéntras se somete el medicamento a
nuevos ensayos clinicos. Este periodo es indep#rdde los derechos de patente y
beneficia a las grandes farmacéuticas porque nmenigeraya a las compafias que

producen medicamentos genéricos mas baratos (23).

1.1.3PLATA, PLATA COLOIDAL Y NANO PLATA

La plata estaba en uso comun hasta 1938. Muchagerdsn a sus abuelos poner
monedas de plata en leche, para prolongar su feesctemperatura ambiente, asi como

introducir medallas de plata en los tanques de dgusonsumo, para evitar infecciones

).

En 1869, Raulin registro la primera descripcidhedecto de limpiamiento del agua por

la plata, él observo que &spergillus nigemno podria crecer en recipientes de plata (29).

Al final del siglo, los cientificos habian descubieque los liqguidos mas importantes del
cuerpo son coloidales en naturaleza. Esto condigs astudios con plata coloidal y su
variacion y mas eficiente nano plata. Antes de 188plata coloidal fue utilizada por los

meédicos como tratamiento antibiotico de uso coteignconsiderado absolutamente “de
alta tecnologia”. Los métodos de produccién, sifbango, eran costosos. La industria
farmacéutica introdujo, haciendo que la investi@aaobre coloides fuera puesta a un

lado, en favor de drogas financieramente lucrat{2as



Desde 1884 se utilizd el nitrato de plata al 1%lanojos de nifios recién nacidos
eliminando las enfermedades que causaban ceguamaddtnostrado ser efectivas contra
las verrugas. Los iones de plata han sido utiliggubra tratar cistitis e infecciones del
tracto urinario en niflos. Un compuesto de plataocimio como sulfadiazina de plata se
usa actualmente en el 70% de todos los centrosquemaados en los Estados Unidos
(47).

La Administracion de Alimentos y de Drogas (FDAagifica hoy a la plata coloidal
como droga pre-1938. Una carta del FDA fechadaeptiénbre 13 de 1991, menciona:
“Estos productos pueden continuar siendo comezeiddis mientras se anuncien y
etiqueten para igual uso que en 1938 y mientrafals®quen de la manera original.”
Algunos de los métodos de fabricacion usados algee938 todavia se utilizan hoy. El

proceso electro-coloidal, conocido como el mejotauié, es el mas utilizado (2).

Dentro de este contexto, siendo la nano platacgodad muy pequefas, necesita de
procedimientos sofisticados para su obtencion. EIR@bert O. Becker, autor de “El

Cuerpo Eléctrico”, descubrid que los iones de ptatanueven el crecimiento del hueso
y matan a las bacterias circundantes. En Marzd®@8,1a revista Science Digest de los
Estados Unidos, en su articulo, “Nuestro Combaiemas Poderoso Contra los
Gérmenes”, menciona: “Gracias a la investigacionniente abierta, la plata esta
emergiendo como una maravilla de la medicina ma@dddm antibiotico mata, quizas, a
una docena de diversos organismos patdgenos, a@tath mata alrededor de 650. Las
mutaciones resistentes no pueden generarse. Roparte, la plata es virtualmente no
toxica”. El articulo termina con un comentario d&l. Harry Margraf, bioquimico e

investigador pionero de la plata, que trabajé cbmre Carl Moyer, presidente del

Departamento de Cirugia de la Universidad de Wastinen los afios 70: “La plata es

el mejor y mas versatil combatiente de gérmenegenemos” (2).

Los efectos nocivos de la exposicion cronica a lé&apson una descoloracidon gris
azulada permanente de la piel (argyria) u ojosyfasis). La mayoria de los estudios
discuten los casos del argyria y del argyrosis bae resultado sobre todo de la

exposicion a las formas solubles de plata. Adereaarglyria y argyrosis, la exposicion a



los compuestos de plata solubles puede produas @tiectos toxicos, incluyendo dafio
del higado y del rifidn, la irritacion de los ojtespiel, respiratorias, y zona intestinal, y
los cambios en células de sangre. La plata metapeaece plantear riesgo minimo a la
salud. Los limites de exposicién ocupacional aetialo reflejan la diferencia evidente

en toxicidades entre la plata soluble y metali€g.(1

1.2 NANO PLATA

El esfuerzo extenso por desarrollar agentes anbin@Enos y germicidas inocuos a los
seres humanos esta en lo méas alto de la cumbrexjpasiencias largas y extensas y los
experimentos han revelado que la plata mata dades los microorganismos patdogenos
en el mundo. Su actividad antimicrobiana radicairgnbir determinadas reacciones

enziméaticas esenciales para el metabolismo (2).

La plata es un metal antimicrobiano seguro y efiézticularmente, producto de la
nanotecnologia, la nano plata exhibe actividadraatobiana germicida potente debido
al aumento en el area superficial. Numerosas imaesbnes dan resultados que la nano-
plata mata aproximadamente a 650 tipos de micra@ges incluyendo hongos
(2)(54)(55)(56).

Segun datos experimentales, nano plata es antilzacteen un 99.9% (54).

1.2.1 CARACTERISTICAS DE LA NANO PLATA

Las particulas de la nano plata estan aproximadaneatre 1nm y 100nm de diametro.
Tienen area superficial relativa extremadamentadraaumentando su contacto con las

bacterias o los hongos, y mejorando sumamentacackef bactericida y fungicida (26).

- Es tan clara como el agua.
— Puede ser mantenido en botella clara porque ncemerddaniada por la luz.
- No necesita de agitacién, porque las particulaglata son tan pequefias que siguen

siendo una suspension permanente perfecta.



- La nano-plata es tan pequefia que puede inclusabserbida directamente a traves
de la piel (26).

1.2.2ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La suspension coloidal de nano plata tiene activatgimicrobiana, particularmente para
inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y clias. Ejemplos de estos
microorganismos sorEscherichia coli, Staphylococcus aureesistente a methicillin
Chlamydia trachomatis, Providencia stuartii, Vibralnificus, Pneumobacillu8acillus
nitrato negativo, Staphylococcus aureus, Candida albicanslorgan’s bacillus
Pseudomonas maltophila, Pseudomonas aeruginosas&&@ gonorrhoeae, Bacillus
subtilis, alkaligenes, Streptococcus hemolytigu€itrobacter Salmonella paratyphtC,

entre otros microorganismos (55).

1.2.3MECANISMO DE ACCION

A diferencia de los antibidticos farmacéuticos, glestruyen también a las enzimas
benéficas, la nano plata deja estas enzimas deélaks de tejido intactas, pues son
radicalmente diferentes de las enzimas de los @gas unicelulares mas primitivos.

Los iones de plata matan rapidamente a microbisges bloqueando el camino de la
respiracion de la célula, asi como la alteracioh @ONA y la pared celular del
microorganismo, la velocidad de accion es casaiianea una vez que la plata alcanza

al microorganismo (2)(6)(9) .

Asi, la nano plata es absolutamente segura parael@s humanos, reptiles, plantas y
toda la materia viva multicelular. Es importantel@én, recalcar que la nano-plata no ha
demostrado interactuar o interferir con otras miedg ingeridas. Dentro del cuerpo, la
plata no forma compuestos tOxicos ni reacciona otva cosa que con la enzima

metabolizadora de oxigeno (2).



Su mecanismo se puede explicar con las siguieadesiones quimicas:

Ag + O2(cadenade electrones) — Agzo
Ag,O + HO - 2Ag° + 20H

_SH /SAg
. +
Eana + 2 A —= Enzima + o
SH SAg

Cuando la plata metéalica esta en contacto con Zzanenmetabodlica de oxigeno de un
microorganismo esta puede ionizarse o formar Orel@lata, este 0xido interactia con
el agua, se ioniza para producir plata ionica. IRieate cuando la plata i6nica interactia
con los grupos sulfihidrilos (-SH) de la enzima lde microorganismos util para su
mecanismo de respiracion, esto forma un enlace -$Agual bloquea la actividad
enzimatica e impide su respiracion y por lo tamwvpca la muerte del microorganismo
(54).

Las altas concentraciones de plata no matan aéloseges de la enfermedad con mas

eficacia que la gama extra segura de 3 a 5 ppm (2).

1.2.4FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA

Tomada en forma oral, la suspension de nano-ptasdsorbe desde la boca y penetra en
la circulacién sanguinea, siendo después transgf@ontapidamente a las células del
cuerpo. Retener la solucion debajo de la lenguesade tragarla, puede dar lugar a una
absorcion mas rapida. En tres a cuatro dias, ta plaede acumularse en los tejidos en
forma suficiente para que los beneficios comienaeproducirse. La nano-plata es
eliminada por los rifiones, el sistema linfaticol yngestino, después de varias semanas.
Si estd expuesto rutinariamente a gérmenes patdgeetigrosos o0 su sistema
inmunologico esta deprimido por cualquier motive,recomendable un consumo diario

regular, como proteccidn preventiva (36).



1.2.5POSIBLES EFECTOS ADVERSOS

Algunas personas pueden sentirse doloridas, agotapgaeden experimentar dolores de
cabeza los primeros dias después de comenzardstande nano plata. Pero, esto es una
crisis curativa normal; cuando el cuerpo eliminachas toxinas en forma abrupta, los

organos primarios de excrecion pueden sobrecar(z6se

1.2.6 NANO PLATA'Y EL MEDIO AMBIENTE

Un aspecto particularmente perturbador es quedasparticulas construidas muestran
importante toxicidad en plantas, animales y humadebido justamente a su tamario,
que aumenta su reactividad pero impide que seaectddhs por el sistema
inmunoldgico. Por sus propiedades antimicrobialessnanoparticulas de plata se estan
usando en productos farmacéuticos y quirdrgicostopa interior, guantes, medias y
calzados deportivos, en productos para bebés, remidees para alimentos, productos de

higiene personal, cubiertos, refrigeradores y s (46).

En 2008, estudios realizados por Zhigiang Hu deraast que el lavado de prendas que
tienen nanoparticulas de plata, o el uso de lapasr@on nano plata, desecha parte de
estas nanoparticulas sintéticas a los desaguesyeda toxicidad para la vida acuatica,
matando también bacterias benignas en los sistdendgsenaje que sirven para eliminar
el amoniaco de los sistemas de tratamiento de agsiduales, segun un articulo
publicado en la Web de la Universidad de Missastudio, financiado por la National

Science Foundation (46).

Segun Zhigiang Hu, las nanoparticulas de platarganmaas sustancias quimicas unicas,
conocidas como especies reactivas del oxigenopropacen formas mas grandes de
plata. Estas sustancias probablemente inhibereeingiento bacteriano. Por ejemplo, el
uso del lodo de depuracién de las aguas residoalas fertilizante para la tierra es una
practica habitual. Si en el sedimento hay una deyaresencia de nanoparticulas de
plata, la tierra utilizada para cultivar las coseche alimentos podria estar contaminada.
(46).



Basados en estos estudios, el Centro InternadifenBlaluacién Tecnoldgica de Estados
Unidos, con apoyo de trece organizaciones ambistatsly de consumidores, (Grupo
ETC, Greenpeace, Amigos de la Tierra, ConsumerorJyi otros) presentd una
demanda a la Agenda de Proteccién Ambiental ded&stalnidos, por haber permitido
la liberacién al ambiente y al consumo de un toxiealta potencia presente en mas de
260 productos de venta libre (46).

1.3DESARROLLO DE NUEVOS MEDICAMENTOS

El proceso de investigacion y desarrollo es largomplejo, involucra grandes costos y
pocas posibilidades de éxito. De las muchas mas&cudlentificadas y ensayadas muy
pocas llegan a los estantes de las farmacias,si@eskechadas la mayoria en distintas
etapas del proceso. La complejidad del proceso a&sejada por una diversidad de
disciplinas cientificas que incluye quimicos orgasi biélogos moleculares,
toxicologos, médicos, farmacélogos, bioquimicoseyntificos de la computacion. Todos
participan en alguna etapa del proceso, lo que ate gxplica los enormes costos
involucrados. En promedio, el proceso de estudemsayar una nueva droga dura 12-15
afos y significa una inversion cercana a los US8 60llones antes que ésta sea
aprobada para su comercializacion. jY solo una.@@05drogas que entren a la etapa de
ensayos pre-clinicos sera aprobada para uso téi@délla mayoria de las moléculas
(90%) son desarrolladas por las grandes casasdautieas internacionales y no por las
universidades u otros organismos. En 1999, en EI$LElas compafias farmacéuticas
invirtieron US$ 24 mil millones en investigacior% mas que el afio anterior (PhRMA
Industry Profile & Annual Survey, 2000) (43).



1.3.1FASES PARA EL DESARROLLO DE NUEVOS MEDICAMENTOS
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GRAFICO No 5: PROCESO DE DESARROLLO DE MEDICAMENTOS NUEVOS Y PRINCIPALES
ACTIVIDADES DE LA FARMACOEPIDEMIOLOGIA EN LA FASE IV.

1.3.1.1IESTUDIOS PRE-CLINICOS

Los estudios pre-clinicos se realizan en animalesgelos fisioldgicos en el laboratorio,
analizando las propiedades fisico-quimicas y elpmotamiento del compuesto “uivo”

e “in vitro”. El propésito primario sigue siendo la evaluadi@nla actividad biologica.
En esta etapa, las moléculas se ensayan en dos especies de animales, debido a que
una droga puede afectarlas en forma diferente.sbEsttudios pre-clinicos evallan un
gran rango de parametros de la molécula, e incl@gtabilidad, niveles plasmaticos,
tisulares y propiedades farmacocinéticas. Se eealestudios de toxicidad aguda y
cronica y sobre el efecto en la reproduccion y saggnia, los efectos a largo plazo
(toxicidad cronica) son siempre los que implicansnedfuerzo de investigacion: los
animales deberan ser mantenidos por mas tiempmrseimira mas droga, se requerira
mas trabajo de técnicos y profesionales espedig;atc. Es interesante saber que estos

estudios son de crucial importancia para los p&esey la sociedad, se analizan posibles



efectos teratogénicos, mutagénicos, carcinogéniaiss de largo plazo, es inusual que
los estudios cronicos en animales se extiendam@er de 6 meses de exposicion a la

droga. Y los humanos los recibiran por toda la ¥88.

Basado en los resultados de esta etapa, se eVatiggagrollo de formulaciones para
estudios clinicos y se proponen evaluaciones faslgicas mas extensas. Estos
estudios duran un promedio de 3,5 afios para unuwestypexitoso, pero solo 1 de 1 000
compuestos avanza a la siguiente etapa, que codgeefos estudios clinicos en seres
humanos. Si estos complejos estudios preliminasaspsometedores, normalmente el
propietario solicita la patente del compuesto. & enomento se decide si se solicita un
permiso al FDA (EEUU) o EMEA (Europa) para desadardia droga y comenzar con los

estudios en seres humanos, solicitando el corresgae IND (43).

1.3.1.2ESTUDIOS CLINICOS.

Estos estudios tienen que ser realizados de acwerddas llamadas Buenas Practicas
Clinicas (Good Clinical Practice o GCP en inglégspetando los principios de la

Declaracion de Helsinki elaborada durante la Asamidlel Congreso Médico Mundial,

Helsinki, Finlandia en 1964, y reactualizada peoachente con el objetivo basico de
proteger a los pacientes. Estos principios recaoiegciy exigidos por el Congreso

Internacional de Armonizacion (ICH) que permite cqetudios realizados en Europa
sean validos para el registro de productos en EBUapon. En general, los estudios
clinicos son randomizados (pacientes asignados oemaf aleatoria al grupo de

tratamiento o al de control), eliminando la posilaitl de sesgo. El disefio doble ciego
(donde ni el investigador ni el paciente saben e& grupo estan) permite obviar la
subjetividad en la evaluacion de la respuesta (43).

1.3.1.2.1 ESTUDIOS CLINICOS FASE I.
Denominada farmacologia clinica, corresponde aifagpa administracién de la droga

en el ser humano. Las pruebas son realizadas antadbs sanos, a través de estudios

controlados de farmacocinética y farmacodinamiaugiliean dosis Unicas progresivas o



dosis multiples, en un corto plazo. El nimero deivarios en esta etapa varia de 20 a
100 y depende de la droga en estudio. El objetsvdeterminar el perfil de seguridad,
toxicidad y rango de dosis potencialmente eficaendbalmente son realizados en
hospitales o unidades de investigacion especia&gdienen una duracién de 1-2 afios.
Se establece la dosis maxima tolerada y se empidpamar un perfil de reacciones
adversas comunes. En esta etapa también se diefinertas de administracion, sélo 1 de

cada 3 compuestos pasan a la siguiente etapa (43).

1.3.1.2.2 ESTUDIOS CLINICOS FASE II.

Estos son los primeros estudios que se llevan a eabpoblaciones homogéneas y
restringidas de pacientes que padecen la enfermedaglieren entre 100 a 500 sujetos.
Los pacientes son monitorizados, muy estrechamarti@vés de varios parametros de
seguridad. El objetivo de esta etapa es estallkeedicacia, a través de la relacion dosis-
respuesta, definir la dosis minima efectiva y laisltnaxima tolerada y determinar los
efectos adversos. Los ensayos son controlados lemebp o con el medicamento
comparador de referencia, cuando no es ético uaeehm; son randomizados y doble
ciego. Esta fase transcurre en 2 a 5 afios y uiotdeclas moléculas no la supera,

deteniendo ahi su desarrollo (43)

1.3.1.2.3 ESTUDIOS CLINICOS FASE lIl

Los estudios clinicos en esta fase son de accqmnéixio, multicéntricos y emplean

investigadores menos especializados una poblacié general y son de mas larga
duracion. Basicamente la efectividad del farmaccsida establecida en los estudios
anteriores y los de ahora estan disefiados pardectao evidencia adicional sobre

efectividad en indicaciones especificas y con wfanidion mas precisa de los efectos
adversos relacionados a la droga. Se hacen estmhgsarativos con un medicamento
estandar establecido para el tratamiento de larmaattad (placebo cuando no hay) e
implican la medicion de multiples variables y résdbs. Estos estudios emplean entre
1.000 a 5.000 pacientes de eleccion mas heteroggémeatratar de semejar la poblacion

real que utilizara el farmaco y duran 2 a 4 afia® €stos ensayos la compafia podra



disponer de la base para la informacion regulat(etauetas, indicaciones, efectos
adversos, etc.) que requiere la preparacion deDA.Nsolo 2 de cada 3 moléculas

aprueban esta fase final (42).

Los estudios IlIB se realizan cuando la droga esgigobada, pero la indicacién,
formulacién o dosis ha cambiado. Debido a que esstisdios no permiten detectar o
identificar eventos adversos raros, de ocurrennoidl ele 10.000 pacientes o menos,
muchas autoridades exigen que la farmacovigilagoiatinie en la siguiente etapa:
estudios de fase IV (43).

1.3.1.2.4 ESTUDIOS CLINICOS FASE IV

Los estudios fase IV (investigacién pos mercaden)ensayos con drogas aprobadas que
incluyen estudios de calidad de vida y farmacoesdaoque verifiguen una relacién
costo-beneficio adecuada. Ademas, son usados peasen de lineas, para acceder a
poblaciones mas amplias, cambiar una formulacidgstente o cambiar la dosis. A veces,
se usan para apoyar una aprobacién condicionaidouas organismos regulatorias dan
la aprobacion de comercializacion, pero quieren lgueompafia recolecte mas datos
para comprobar su efectividad o seguridad; tampigeden ser usados para evaluar
interacciones medicamentosas. Esta etapa, en queedicamento estd en uso
generalizado en varios paises permite que realnsntpuedan apreciar los eventos
adversos raros, los derivados de uso prolonga@s yakctores de riesgo adicionales no

conocidos (43).

1.4 TOXICIDAD

Los estudios de toxicidad constituyen hoy en dia parte importante dentro del
desarrollo de nuevos medicamentos. El objetivoodenmtismos es "evaluar el riesgo o
peligro potencial que un agente quimico o fisicedauocasionar sobre la salud humana
cuando es objeto de exposiciones agudas o cronicas'se limitan soélo a los farmacos

sino que la mayor parte de las sustancias quirmdastriales (pesticidas, agroquimicos,



cosmeéticos, plasticos, etc.) son objeto de estutkomxicidad iguales o mas complejos

gue los realizados con los nuevos farmacos (13).

1.4.1 DEFINICION

La Toxicologia se puede definir como: La ciencia gstudia los efectos adversos de las
sustancias y productos quimicos sobre los orgasisinos asi como los mecanismos de

accion, diagnostico, prevencion y tratamiento gdriéoxicaciones (24)(40)

Los téxicos son sustancias capaces de producirnebdrgano o sistema de 6rganos

lesiones estructurales o funcionales e inclusoquawla muerte (26).

Sin embargo, potencialmente casi todas las susteconocidas pueden provocar dafio
y/o la muerte si estan presentes en el organisnom&cantidad suficiente.

En el siglo XVI, Paracelso afirmaba que "ningunataucias es toxicas, solo su dosis
determina su toxicidad", es decir la dosis correstéa que diferencia a un veneno de un
remedio; un ejemplo tipico es el caso oxigeno,ajusstar al 100% se convierte en letal
a los 4 dias (4)(24)(50).

No es posible, por tanto, clasificar a las sustenquimicas como inocuas Yy toxicas, sin
embargo, se han creado grados de toxicidad, bagedizs DL, DL 50, que poseen un

cierto valor practico (24)(40).

— DL es aquella cuya administracion causa la muerte.

— DL 50 es la dosis que causa la muerte al 50% dadibaduos que la reciben.

Existen varias clasificaciones de los grados deided; una de las mas frecuentemente
utilizadas es la que aparece en la Tabla 3, elstsificaciones se refieren exclusivamente

a toxicidad aguda (22).



TABLA No 3: CLASIFICACION DE GRADOS DE TOXICIDAD AGUDA.

Rango de Toxicidad Dosis letal oral probable en huamos
1. Relativamente inocuo 15 g/Kg
2. Levemente toxico 59-15g/Kg
3. Moderadamente tdxico 500 mg - 5 g/Kg
4. Muy toxico 50 mg — 500 mg/kg
5. Extremadamente téxico 5mg — 50 mg/kg
6. Super toxico <5mg/kg

FUENTE: CLINICAL TOXICOLOGY, 1984

En situaciones practicas, lo importante es el desgeligro asociado con el uso de la

sustancia y no su toxicidad intrinseca.

Definimos como peligro, la posibilidad de que unatancia produzca efectos dafinos a

causa de sus propiedades especificas y a las sfiatwias y grado de la exposicion (41).

El término opuesto es la seguridad, o probabilided que no exista dafio bajo
condiciones especificas. Por esto, dependiendasdedndiciones en las que se utilice,
un compuesto muy toxico puede ser menos peligrasougo relativamente no toxico
(40).

1.4.2 CLASIFICACION DE LOS TOXICOS

La clasificacion de toxicos de forma precisa noauea tarea facil y se puede realizar
siguiendo varios caminos: en funcién de sus efectessu naturaleza, de los usos del
téxico, de su estructura quimica, de su grado ®eitlad, etc. Citaremos algunas de

estas clasificaciones (22).
1.4.2.1EN FUNCION DE SU NATURALEZA
Se pueden clasificar como toxicos quimicos y f&sidams toxicos quimicos pueden ser

de origen animal, mineral, vegetal y sintético. iCeiempre se tiende a limitar el

concepto de toxico al efecto de sustancias quinsgagener en cuenta los efectos



toxicos de elementos fisicos, tales como los Ra§agltravioleta, el efecto nocivo del
ruido, etc. (22).

1.4.2.2SEGUN LOS USOS Y APLICACIONES DEL TOXICO

- Medicamentos: medicamentos propiamente dichos)féesantes, etc.
- Productos domésticos: detergentes, disolventeisnguaios, etc.

— Productos industriales: gases, sustancias volatiletales, aniones.

- Productos agricolas: plaguicidas, pesticidas, titsdas, fertilizantes.
- Rodonticidas, herbicidas.

— Productos alimenticios.

1.4.2.3EN FUNCION DE LA VIA DE ENTRADA

Los efectos sistémicos de los toxicos requierenégtes se absorban y distribuyan por el
organismo hasta los lugares donde ejerceran saradtara que ésta tenga lugar habra de
pasar por varias fases, asi, como cualquier oftastia quimica medicamentosa, debera

absorberse, distribuirse, fijarse y eliminarse (40)

Las principales vias de absorcion del téxico son:

— Por ingestion, a través del tracto gastrointestiBalla mayoria de las intoxicaciones
agudas es la principal via de absorcion.

— Por inhalacion, a través de la via respiratorista Bda es la principal en las
intoxicaciones por gases.

— Por via topica, a través de la piel. Esta via,guwun la inhalatoria, son las que con
mas frecuencia se implican en intoxicaciones imdles, mientras que las
intoxicaciones accidentales y suicidas sucedem@yor frecuencia por la via oral.

— Por via ocular, no son frecuentes. Constituyenarogmtaje menor de intoxicaciones
gue el resto de las vias de absorcion.

— Por via parenteral. Es la mas peligrosa, dadapgdeade accion.



— Viarectal. Es muy infrecuente y generalmente ®e @eerrores de medicacion, intra
y extra-hospitalaria. En ocasiones, en el trafieabgas.

- Via vaginal. Es mas infrecuente aun que la rectampién puede darse en el trafico
de drogas (40).

En los casos de muertes por intoxicaciones, lasddaxposicion predominantes son:
- Ingestion
- Inhalacién

— Via parenteral.

1.4.3FACTORES IMPLICADOS EN LA TOXICIDAD

La accidén de un agente toxico sobre un organiswmo d&énominado como intoxicacion,
€s un proceso relativamente complejo, en el cuahasvolucrados muchos factores. Sin
embargo, hay por lo menos cinco factores que éstémamente ligados al fenémeno de

la intoxicacion (53).

1.4.3.1CARACTER TOXICO DEL AGENTE XENOBIOTICO

Un término muy usado en el area farmacologica gafair cualquier sustancia extrafa
al organismo en cuestion, es la de agente xenobidho obstante como Paracelso
menciond: “no hay sustancia que no sea venenaseliso el oxigeno que es esencial
para mantener la vida de cualquier organismo a@rae sabe que una atmosfera de
oxigeno puro es dafiina para cualquier mamiferogu@ se consume rapidamente el
acido-aminobutirico, moderador de la transmisidénrvinsa cerebral, y como
consecuencia, se producen graves alteracioneosasvijue llevan a convulsiones y a la
muerte (53).

1.4.3.2SISTEMA BIOLOGICO

El sistema biologico sobre el cual actia el aggmteo es de suma importancia, ya que

el efecto variard notablemente segun el organiddicho factor debe ser tomado en



cuenta, ya que es bien conocido que entre lasedifes especies de animales y el hombre

hay una gran variacion en la sensibilidad haciagentes toxicos.

Se ha observado que ratas machos metabolizan npdaménte los agentes
xenobibticos; sin embargo, cuando esta comparagdealiza en experimentos in vijtro
esta diferenciacion es menos pronunciada o ausendéras especies, entre las cuales se
incluye el hombre. Experiencias que confirman lteaor y que indican que la actividad

hormonal juega un papel importante en el procestedtxificacion (53).

1.4.3.3VIA O RUTA DE ABSORCION

Es bien conocido que un mismo agente toxico pueddupir efectos muy diferentes,
dependiendo de la ruta por la cual el sistema gicddlo absorba, esto se debe a que para
gue un agente xenobidtico produzca su efecto toxiebe llegar a los receptores

especificos, atravesando una o varias membrangarés (53).

BARRERA BIOLOGICA

CUTANEA

GASTROINTESTINAL

AGENTE ALVEOLAR SISTEMA
TOXICO BIOLOGICO
VASCULAR
HEMATOENCEFALICA
PLACENTARIA

FUENTE: FABRE Y TRUHAUT, 1976

GRAFICO 6: PRINCIPALES BARRERAS BIOLOGICAS QUE PRESENTA EL ORGA NISMO HUMANO
COMO PROTECCION HACIA LOS AGENTES FISICOS Y QUIMICOS.



1.4.3.4TIEMPO DE INTERACCION DEL AGENTE TOXICO

El efecto de un agente toxico sobre un sistemadicd se traduce en una alteracion del
equilibrio fisiol6gico (homedstasis), por lo queaumtoxicacién es una enfermedad y
como tal debe considerarse bajo un criterio patdco) o sea se debe observar la
evolucion en funcion del tiempo y asi podemos fitagla como intoxicacion aguda,

cronica o sub-aguda (53).

La intoxicacion aguda se define como la exposidi@nia un agente xenobidtico que

produce una manifestacion casi inmediata, en agesi@n minutos con una sola

administracion del téxico, que puede llevar al xitado a la muerte, o a una

recuperacion total o parcial, de la cual puedendgueo no secuelas o lesiones
persistentes. En muchos de los casos de una iatddcaguda se presenta un fenémeno
de reversibilidad con excepcion de la muerte (53).

En general la intoxicacion sub-aguda, no implicanuenor grado de gravedad de la
intoxicacion aguda, sino que se presenta una evolute la intoxicacion con trastornos
sub-clinicos. Aunque este tipo de intoxicacion regula administracion repetitiva del
toxico, al inicio no se presentan trastornos vesibkin embargo, a corto plazo se pueden
presentar evidencias de la intoxicacion y algunag6logos consideran que para que se
presente ésta, se debe exponer el sistema biolégiérico en un lapso que puede variar
de un mes a tres meses (53).

La intoxicacion cronica se presenta como consedaenia repetida exposicion hacia el
agente toxico. Esta absorcion se produce con ealgid relativamente pequefias del
toxico, que por si mismo no producen trastornosblgs en un inicio, pero la

acumulacion del agente xenobiotico en el organisormalmente en un érgano o tejido
especifico y con el transcurso del tiempo, se ptaseestados patoldgicos, y en la
mayoria de los casos son de caracter irreversibleeste tipo de intoxicacion, los
trastornos iniciales permanecen latentes y sonrgemente reversibles; hasta que por
alguna causa, como podria ser una disminucionsdediadiciones fisioldgicas normales

(enfermedad), se puede poner en evidencia la o#oxin. Un ejemplo clasico de



intoxicacién crénica, es el efecto de las sustanc@cinogénicas, ya que en dosis sub-
letales, este tipo de compuestos no se evidenaiant@ plazo. La intoxicacion requiere
de tres meses a uno o varios afios y cuando sei@séaién forma clinica, es muy dificil

de revertir el dafio producido (53).

Actualmente la intoxicacion cronica es bastanteueate, como consecuencia entre otros
factores, del mal uso de medicamentos, del amb@mtaminado, mayor contacto con

productos industriales y plaguicidas. Este tipoirdexicacion suele presentar cuadros
clinicos difusos, que con frecuencia inducen awgiah con otro tipo de enfermedades,

lo cual en ocasiones obstaculiza una terapia adad3).

1.4.3.5EXCRECION DEL AGENTE TOXICO

La excrecion de los toxicos se efectla por medidaderina, bilis, heces y una alta

proporcion de los compuestos volatiles, por el axpirado. Menores cantidades se
eliminan por la leche, el sudor y la saliva, y quenque cuantitativamente no sean
relevantes, en algunos casos cobra importanciap @srel caso de madres en lactancia

gue sean fumadoras, bebedoras o drogadictas (53).

El mejor sistema de excrecion es la via urinara;que en un adulto, las arteriolas
precedentes de la arteria renal aportan un flujd.8ea 1.3 L/min (aproximadamente el
25% del gasto cardiaco) asi, la excrecion uriresiéa mas importante para eliminar del

organismo las sustancias téxicas ingeridas ereta ¢3).

1.4.4 ESTUDIOS DE TOXICIDAD

1.4.4.1TOXICIDAD AGUDA

La toxicidad aguda tiene por objeto determinardéectos de una dosis Unica y muy
elevada de una sustancia. Usualmente, el puntodigh@studio es la muerte del animal y

la toxicidad aguda se expresa por la dosis letajb6® viene a representar mas o menos

la dosis de la sustancia que produce la muerté®h% de los animales (13).



La observacion de los animales se lleva a caboudssgde la administracion de la
sustancia y dura hasta 14 dias, después de lossclaal animales son sacrificados y

autopsiados.

En general, el test se realiza con 5 grupos denitfiates de cada sexo, aunque existen

algunos métodos abreviados que intentan reduniirakro de animales a sacrificar (13).

La determinacion de la DL50 se suele llevar a aaboata y ratén por al menos dos vias
de administracion entre las cinco posibles (i.m, iip. s.c. y oral). En el perro y otros
animales de tamafo parecido, el punto final deidéstno suele ser la muerte del animal,

sino la determinacion de la dosis que produce saesros efectos adversos (13).

1.4.4.2TOXICIDAD SUB-AGUDA

En estos test, la administracion del farmaco s& leecabo diariamente durante periodos
que oscilan entre 15 dias y 4 semanas. Las priesipadministraciones Sanitarias

requieren, antes de autorizar la administracionirde dosis Unica de la sustancia al ser
humano, que se hayan realizado estudios de togicsild-aguda en dos especies
animales, una de las cuales debera ser no rodfloranbas especies, se suelen utilizar
entre 4 y 5 dosis de sustancia, vehiculo, dosi, Ioa¢dia, alta, dosis media baja, dosis

media alta (13).

Frecuentemente, se afiaden dos grupos satéliteidales (uno tratado con vehiculo y
otro con la dosis mas alta) que no son sacrificadldmal del estudio, sino que se les

deja una o dos semanas para recuperarse las gdsgitnes inducidas por el producto.

Durante el estudio se controlan un buen numero @eangetros (aspecto,
comportamiento, peso, consumo de agua, alimentd, yetl final los animales son
sacrificados y autopsiados. Al inicio del estudianyes de la autopsia, se toman muestras
de sangre para ser analizadas. La autopsia comsisté examen macroscopico de las

visceras y tejidos y en la toma de especimenessparamen anatomopatolégico (13).



1.4.4.3TOXICIDAD SUB-CRONICA Y CRONICA

Basicamente, estos estudios tienen caracterisgicalares a los anteriores en cuanto al
namero de animales, numero de dosis, observacieteslos estudios de toxicidad
subcrénica suelen durar 3 meses, mientras queeldsxitidad crénica suelen durar 6
meses o un afno, segun el uso terapéutico que ayela sustancia. Si, por ejemplo, la
sustancia es un antihipertensivo o antidiabétiey ouya administracion en el hombre se
prevea dure afos, la toxicidad crénica durara wn Bi el caso de un antibiotico, usado

en el hombre durante periodos de 8-10 dias, bastaréstudios de 6 meses (13).

Es importante decidir la forma de administrar latancia a los animales durante estos
periodos tan largos. Si la administracion con umiada gastrica no suele ocasionar
problemas en tratamientos cortos, el estrés odibitidad de accidentes con el sondaje
deben ser considerados frente a la mayor imprecisidtros problemas que conlleva el
administrar el farmaco mezclado con el alimentah@o del alimento, dilucién de la

dosis en el tiempo, absorcion diferente, etc.).(13)



CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se llevé a cabo en eleBde la Escuela de Bioquimica y
Farmacia de la ESPOCH, Unidad Oncoldgica Proviri§alca” Riobamba.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1MATERIALES

- Jeringuillas de 3mL

- Canula orogastrica en punta de oliva
- Pipetas semiautométicas 100

- Tubos pediétricos con y sin EDTA
- Vaselina solida

- Papel toalla

- Pizetas

- Alfileres estériles

- Placas porta objetos

- Placas cubre objetos

- Gradilla

- Mandil

- Mascarillas

- Guantes

- Puntas amarillas



2.2.2EQUIPOS

- Refrigeradora (Hotpoint)

- Balanza técnica (Ohaus)

- Equipo de diseccién

- Contador hematolégico (Diatron)
- Espectrofotometro (Chem Well.)
- Centrifuga

- Tubos capilares

2.2.3REACTIVOS

- Suero fisioldgico

- Agua destilada

- Suspension de nano plata 25 pg/mL.

- Acido urico (Kits diagndsticos de Human)

- Albumina (Kits diagnésticos de Human)

- ALAT (Kits diagnoésticos de Human)

- ASAT (Kits diagnosticos de Human)

- Creatinina (Kits diagnosticos de Human)

- Colesterol (Kits diagnésticos de Human)

- Fosfatasa alcalina(Kits diagnosticos de Human)
- Proteinas totales (Kits diagnosticos de Human)

- Gamma GT (Kits diagndsticos de Human)

2.3 METODOLOGIA

2.3.1SUSTANCIA DE ENSAYO

Se utilizo una suspensién de nano plata de 25 ppm



2.3.2 REACTIVO BIOLOGICO

Se utilizaron ratas WistaRttus novergicysde 12 semanas de edad, con peso corporal
de 239 + 42 g, todas procedentes del Bioterio destaiela de Bioquimica y Farmacia de

la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Los animales fueron alojados en jaulas individuales su respectiva identificacion,
manteniéndose a una temperatura aproximada de220 ¥ con foto periodo de 12 h de

luz y 12 h de oscuridad.

Los animales de experimentacion se mantuvieronndriestacion por un periodo de 7
dias previo al inicio del estudio. Se suministr@ dineta estandar peletizada para ratas y
agua a voluntad. Las condiciones del estudio ptosedimientos de rutina estuvieron de
acuerdo a las Buenas Practicas de Laboratorio.

2.3.3DISENO EXPERIMENTAL

Los animales de experimentacibn se distribuyeron ashr en 5 grupos (4
animales/grupo): un grupo considerado testigo queenibio tratamiento alguno, grupo
control que se administro 2 mL de agua y 3 grupatadas con 0.1 mg/Kg/dia, 0.2
mg/kg/dia y 0.4 mg/Kg/dia de la suspension de rdata de 25 ppm, estableciéndose
como dosis minima, media y alta respectivamentenblén se conformo un grupo
satélite que se distribuyeron en 5 grupos (3 amisigiupo) con las mismas

caracteristicas anteriormente descritas.

Antes de comenzar el ensayo se realizd extracoisamgre del plexo ocular, para

determinar valores basales de hematologia y deicpuanguinea.

Las ratas de experimentacion fueron tratadas dienée durante 13 semanesn la
suspension de nano plataa administracion se realizdé por via oral mediacdeaula

orogastrica en punta de oliva.



Los animales fueron observados diariamente paecidetsignos clinicos de toxicidad o

muerte. El peso corporal de los animales en essaldeterminé semanalmente.

A los 45 dias del ensayo se realizé la extracciénsangre del plexo ocular, para

determinar valores de hematologia y de quimicaldagg.

Al finalizar los 90 dias de administracion se aiécka obtencion de muestra de sangre
del plexo ocular, empleando tubos capilares; combgttivo de realizar el examen
hematoldgico y los andlisis de bioquimica clini€osteriormente se procedio al
sacrificio de los animales por dislocacion cervigatla efectuar la extraccion del higado,
rifones y estobmago, y se determind su peso reldty® érganos fueron colocados en

formol buferado para su estudio histopatoldgico.

El lote satélite permaneci6 28 dias mas que lopagruanteriores, pero estos no
recibieron administracion alguna durante ese periaticabo de los cuales se procedi6

de igual forma que los grupos experimentales awesi

2.3.4ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media y suviagegm estandar mediante el
programa estadistico Microsoft Excel. Se realizgrizeba ANOVA, y el test de Tukey
tomando un nivel de significancia p<0.05, mediaitpaquete estadistico XLSTAT for

Windows, version 7.5.2.



CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO No 1: MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR ( X + SD) DE PESO CORPORAL (g) DE RATAS
WISTAR (Rattus novergicus) TRATADAS DURANTE 90 DIAS CON NANO PLATA.
BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. ESPOCH. MAYO -
SEPTIEMBRE 2008.

Semana Testigo Control Dosis baja Dosis media Dosika
1 198.5+18.2 229.9+28.2 250.1+41.3 256.2+37.2 272.6+ 57.5
2 197.8£23.7 237.0x 29.0 258.9+35.1 257.5+34.5 281.4: 64.9
3 208.4+ 15.5 243.0 25.6 259.3:+ 35.6 267.6+37.6 279.5+ 64.4
4 210.4+ 15.8 241.4+ 20.3 261.2+32.1 265.9+33.7 283.4+ 64.7
5 211.8+ 15.1 245.2+ 22.2 263.5+35.5 267.5£35.1 283.1+ 63.8
6 214.7+16.3 249.6x 25.5 264.1+35.8 269.4+36.2 283.4+ 64.9
7 215.3+ 18.9 252.4+ 26.6 271.2+36.5 275.6+41.5 287.1+ 61.8
8 216.5+17.6 251.6+ 29.0 265.2+ 36.6 275.7+41.6 284.3+ 62.7
9 216.6+14.0 255.7+ 33.1 272.9+34.2 279.9+36.8 293.1+ 66.1
10 221.2+ 17.3 262.3+ 28.2 276.7+£34.5 281.3+39.8 298.6+ 68.1
11 222.4+ 21.3 262.8+ 30.0 272.9+36.8 280.2+41.0 296.1+ 68.7
12 220.9+ 16.3 261.6x 32.6 276.7+41.2 277.9+43.3 301.4+ 14.7
13 225.9+ 16.6 260.6+ 32.6 279.4+39.5 284.3+41.0 302.6+ 69.0
X 261.9+17.4 251.0+27.9 256.8+6.5 271.4+38.4 271.2+60.9

Al analizar los valores del peso corporal de losnates en estudio estos no muestran
diferencia significativa entre los grupos, obsedas® un incremento similar tanto en el
grupo testigo, blanco y los grupos que fuerorattas con las diferentes concentraciones
de nano plata. La prueba de Tukey realizada al90.d® significancia no muestra

diferencia estadisticamente significativa, lo catica los resultados expuestos.



CUADRO No 2: MEDIAS Y DESVIACIONES ESTANDAR ( X+ SD) DEL PESO CO RPORAL (g) DE
RATAS WISTAR (Rattus novergicus) TRATADAS CON NANO PLATA DEL (lote
satélite). BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACI A. ESPOCH.
MAYO-OCTUBRE 2008

Semana  Testigo Control Dosis baja Dosis media Desilta
1 2157+ 52.8 2256 + 122 2359 + 219 246.2 + 345 2548 * 534
2 2164 + 473 2336 £+ 208 238.1 + 205 250.6 + 36.3 257.7 + 522
3 228.6 + 55.6 2379 + 212 246.8 + 258 260.3 + 424 2622 + 499
4 2272 + 454 2410 £+ 254 246.7 + 27.7 2604 + 47.0 263.8 = 475
5 236.7 £ 43.0 2434 £ 239 2476 + 292 261.8 + 47.2 2645 * 46.7
6 2458 + 482 2446 + 184 2499 + 29.0 263.7 + 478 264.0 + 48.2
7 246.5 =+ 50.0 248.7 £+ 19.0 254.0 + 309 270.0 + 474 266.3 = 511
8 265.3 £ 66.4 o454 + 166 2525 * 335 2694 + 50.0 266.3 * 52.1
9 276. 7+ 61.3 2594 + 219 259.3 + 34.1 278.7 + 498 2757 * 523
10 2819 + 61.1 261.2 + 244 2647 =+ 327 279.8 + 557 2775 = 521
11 2842 + 735 257.7 + 270 2629 + 36.0 278.1 + 50.2 2735 % 484
12 2826 £ 783 257.1 + 253 261.3 + 356 277.3 + 495 2721 * 470
13 2848 + 765 259.2 + 185 266.1 + 36.7 278.9 + 539 273.7 %+ 46.0
14 288.2+ 63.8 2579 + 203 267.4 + 30.8 280.1 + 49.7 278.3 * 443
15 2844 £ 645 9560 + 151 264.6 £ 28.6 279.7 £+ 465 276.1 * 46.1
16 287.3 + 689 2583 + 179 268.3 + 278 2824 + 505 2822 % 453
17 286.7 £ 69.2 2634 + 13.7 269.7 + 30.7 2842 + 495 2859 * 451
18 289.2 + 70.0 2674 + 247 266.9 + 350 283.2 + 49.7 287.2 % 489
X 2619+ 594 251.0+x 204 256.8+ 304 2M 477 271.2 + 487

Al analizar los valores del peso corporal de losnates en estudio estos no muestran
diferencia significativa entre los grupos, obsedas® un incremento similar tanto en el
grupo testigo, blanco y los grupos que fuerorattas con las diferentes concentraciones
de nano plata. La prueba de Tukey realizada al90.d®& significancia no muestra

diferencia estadisticamente significativa, lo catica los resultados expuestos.



CUADRO No 3: MEDIAS Y DESVIACIONES ESTANDAR ( X * SD) D E HEMATOLOGIA Y
PLAQUETAS DE RATAS WISTAR ( Rattus novergicus) TRATADAS DURANTE 90
DIAS CON NANO PLATA. LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO. UN IDAD
ONCOLOGICA PROVINCIAL SOLCA RIOBAMBA. MAYO-SEPTIEMBRE 2008

Parametros  Dia Testigo Control Dosis baja  Dosis media  Dosis alta
0 18.1+ 05 185+ 0.9 18.0+ 0.7 18.3+ 0.7 19.0+ 0.8
Hemoglobina
(10.8 - 17.5) 45 17.7+ 09 18.4+ 0.5 18.1+ 0.9 19.0+ 0.7 018.0.7
g/dL
90 18.8+ 0.7 18.6 + 0.6 19.1+ 0.6 194+ 1.3 918.0.8
0 46.1+ 2.2 473+ 2.4 496+ 75 4824 4 515+ 4.1
Hematocrito
(35-51) 45 435+ 1.4 455+ 1.2 48.8+ 6.6 475+ 3.6 547 .4.4
%
90 58.9+ 3.9 56.0+ 4.4 59.6+ 4.2 60.7 + 6.1 958 5.7
. 0 7.17 £ 0.52 7.70 £ 0.50 6.35+ 0.81 7.58.50 7.07+ 2.03
Leucocitos
(6.4~ 26'32) 45 6.50 + 2.67 7.06+ 2.17 481+ 0.48 6.75+ 1.216.64 + 1.23
x10°/mm
90 6.17+ 1.25 7.54 + 1.83 6.08 + 0.81 7.86+ 1.757.84 + 0.87
0 7.20+ 0.32 7.72 + 0.50 8.45+ 1.67 8.00.82 8.79 £ 0.93
Eritrocitos
(7 - 10) 45 7.62+ 0.23 8.14 + 0.20 8.98+ 1.50 8.52+ 0.878.61 + 0.84
x10%/mm3
90 9.37 + 0.63 8.88+ 0.78 959 + 1.50 9.79+£60.9 9.39+ 0.90
0 615+ 34 661 + 42 772+ 106 614 + 25 667 + 83
Plaguetas
(190 -~ 1000) 45 597 + 114 644 + 68 712+ 18 745 + 92 631 € 82
x10%/mm
90 661 + 62 656 + 53 721 + 68 704 + 67 709 £ 35

CUADRO No 4: TUKEY (HSD) / ANALISIS DE LAS DIFERENCIAS ENTRE GRUPOS. PARAMETROS

HEMATOLOGICOS.

Dias Eritrocitos Leucocitos Hemoglobina Hematocrito Rquetas
0~45 No significativo No significativo No sigrafitivo No significativo No significativo
0~90 Significativo No significativo Significativo Significativo ~ No significativo
45~ 90 Significativo No significativo Significativ Significativo  No significativo

Al realizar el analisis de los valores de hemat@ggplaquetas se aprecia que no existe
diferencia significativa entre los grupos tratados las diferentes concentraciones de

nano plata; asi, como también con los diferente®ges de toma de muestra. La prueba



de Tukey realizada al 0.05% de significancia maesliferencia estadisticamente
significativa en parametros como hemoglobina, heandd y eritrocitos el dia 90 con
respecto al dia cero y con el dia 45; sin embresgjos valores permanecen dentro de los
valores de referencia. Cabe mencionar que el wlddremoglobina no estuvo dentro de
los valores de referencia expuestos desde el pdfaate la toma, lo que significa que no

produce efecto a nivel de la medula 6sea hemattipayé



CUADRO No 5: MEDIAS Y DESVIACIONES ESTANDAR ( X+ SD) DE HEMATOL OGIA EN RATAS
WISTAR (Rattus novergicus) TRATADAS CON NANO PLATA (lote satélite).
LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO. UNIDAD ONCOLOGICA PROVI NCIAL
SOLCA RIOBAMBA. MAYO-OCTUBRE 2008.

Parametros Dia Testigo Control Dosis baja Dosis media Dosis alta
0 186 + 0.1 178 + 1.1 189 + 0.6 1838  17.8 + 0.8
Hemoglobina 45 17.4 + 0.4 182 + 0.1 184 + 0.8  17.61#3 188 + 0.7
(10.8-17.5) g/dL gg 188 + 0.8 186 0.7 191 + 0.4  18.80#2  19.0 + 0.4
118 192 + 0.3 19.0 + 0.5 193 + 0.4 18502 194 + 05
0 486 + 54 456 + 1.7 489 + 20 49837 465 + 1.4
Hematocrito 45 459 + 37 477 + 15 474 + 04 48666 491 + 3.4
(350/; 51) 90 5290 + 90 556+ 1.9 567 + 09 56744 582 + 5.0
118 611+ 01 578+ 1.9 598 + 20 56415 616 + 5.0
0 6.58 + 0.33 8.06 + 1.68 7.48 + 0.84 7.48 + 1.69 8.051101
Leucocitos
64-262) 45 579+ 002 567+ 058 508+ 102 594+ 153 6250.70
x107/mm? 90 712 + 019 563 + 070 6.57 + 145 7.24 + 048 6790.29
118 758 + 245 627 + 1.03 6.07 + 214 6.34 + 1.00 6:590.29
0 761 + 074 757 + 033 824 + 019 834 + 077 755033
Eritrocitos 45 813 + 077 848 + 024 861 + 020 863 + 1.17 8740.74
X(17067r$,?1)3 90 830 + 142 873 + 047 903 + 0.16 890 + 0.67 9440.77
118 9.40 + 025 8.87 + 035 9.35 + 0.64 8.69 + 0.26 9#30.04
0 714 + 2 708 + 20 640 + 70 669 + 103 64279
Plaquetas 45 626 + 144 624 + 43 677 + 53 635 + 15 268 58
(190 — 1000)
*10/mm? 90 566 + 63 586 + 35 645 + 93 659 + 88 68164

118 662 + 78 635 + 102 640 + 98 633 + 69 265 66

CUADRO No 6: TUKEY (HSD) / ANALISIS DE LAS DIFERENCIAS ENTRE GRUPOS. PARAMETROS
DE HEMATOLOGICOS.

Dias Eritrocitos Leucocitos Hematologia Hematocrito Rquetas
0~45 Significativo Significativo No significativo No significativo  No significativo
0~90 Significativo No significativo ~ No signifidab No significativo ~ No significativo
0~118 Significativo No significativo Significativ Significativo No significativo
45 ~90 No significativo No significativo Significativo Significativo No sigficativo

45~ 118 No significativo No significativo Significativo Significativo No sidficativo

90 ~ 118 No significativo No significativo ~ No significativo  No significativo  No significativo




Al realizar el analisis de los valores de hemat@ggplaquetas se aprecia que no existe
diferencia significativa entre los grupos tratados las diferentes concentraciones de
nano plata; asi, como también con los diferentefogaes de toma de la muestra. La
prueba de Tukey realizada al 0.05% de significamziastra diferencia estadisticamente
significativa en los eritrocitos con respecto ah diero; sin embrago, estos valores
permanecen dentro de los valores de referencia. viabsres de leucocitos varian
significativamente a los 45 dias con respectoatdio. En los valores de hemoglobina y
hematocrito hubo diferencia significativa a los Hi&s con respecto al dia cero, dia 90 y
118 en los valores de hemoglobina y hematocrit@\sgnificativamente con respecto al
dia 45 del estudio de toxicidad. Adviértase qudiflerencia significativa encontrada es
similar tanto en el grupo testigo como en el red#olos grupos. Esta diferencia se

atribuye al mismo proceso de crecimiento de lomalds en experimentacion.



CUADRO No 7: MEDIAS Y DESVIACIONES ESTANDAR ( X + SD) DE QUIM ICA SANGUINEA EN
RATAS WISTAR (Rattus novergicus) TRATADAS CON NANO PLATA DURANTE 90
LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO.
PROVINCIAL SOLCA RIOBAMBA. MAYO-SEPTIEMBRE 2008.

DIAS.

UNIDAD ONCOLOGIC A

Parametros  Dia Testigo Control ~ Dosis baja Dosis media  Dosis alta
0 0.43+ 0.28 027+ 018 030+ 029 048420 0.37+ 0.37
Ac:gg/glr_'co 45 1.07 + 0.50 165+ 031  1.19+ 0.38  1.36+ 0.38 1.30+ 0.29
90 063+ 039 061+ 023 045+ 041 042+ 0.31 042+ 0.23
. 0 3.3+ 0.7 3.2+ 07 2.9+ 0.4 28+ 1.0 8.0.7
Albumina
(29-59) 45 43 + 0.1 41+ 0.2 42+ 03 43+ 0.2 498
g/dL 90 4.4+ 1.4 3.7+ 0.2 3.7+ 0.3 3.7+ 03 3.08
0 69.2+ 20.4  70.0+ 298  80.3+ 104  72.4&31 90.1+ 59.2
Colesterol
(50-100) 45 852+ 219 805+ 23.6 999 + 21.8 86.6+330 112+ 552
mg/dL
g 90 802+ 263  83.4+ 391 821 + 13.7  75.8+428. 104.9+ 62.2
. 0 05+ 0.3 0.6+ 0.2 05+ 0.2 0.5+ 0.2 0.0.1
Creatinina
(0.4—-1.4) 45 1.1+ 0.6 1.0 + 06 0.8+ 0.1 09+ 0.1 0.94
mg/dL 90 04+ 0.2 0.6+ 0.2 0.6+ 0.3 06+ 0.2 002
Proteinas 0 57+ 04 57+ 0.3 54+ 0.3 6.0+ 0.2 95.0.3
Totales
Goosa % 8.1+ 0.4 8.0+ 05 7.9+ 05 8.3+ 0.3 8.95
g/dL 90 7.4+ 0.4 7.3+ 0.3 7.0+ 0.3 7.2+ 0.2 7.0
+ + + + +
ALAT 0 36 + 35 48 + 42 54 + 59 58 + 48 45 + 40
(52 —224) 45 51+ 10 54+ 7 68+ 14 52 + 4 52+ 6
UL 920 42+ 9 48+ 11 60+ 9 49+ 9 55+ 7
0 93 + 27 106 + 10 122+ 15 120 + 34 1126
ASnAiT 45 112+ 9 102 + 17 141 + 22 118 + 31 120 + 20
920 93+ 6 79 + 28 120 + 17 104 + 16 103 + 8
0 252 + 18 236 + 52 303 + 148 279 + 121 20174
Fosfatasa
Alcalina 45 120 + 16 140 + 44 144 + 47 136 + 39 134 + 29
UL 920 108 + 8 96 + 25 117 + 22 110 + 27 100 + 25
0 15+ 05 21+ 05 23+ 1.7 15+ 0.8 294
Ga”EJTL"" GT 45 21+ 1.7 0.7+ 0.4 05+ 0.1 16+ 0.7 189
920 27+ 15 20+ 1.1 21+ 16 224+ 15 1.04




CUADRO No 8: TUKEY (HSD) / ANALISIS DE LAS DIFERENCIAS ENTRE GRUPOS. PARAMETROS
DE QUIMICA SANGUINEA.

Dia A,‘C.'do Creatinina Proteinas ~ Gamma Fosfqtasa Colesterol  ASAT ALAT Albumina
arico totales GT Alcalina
No No No No

0~45 Significativo Significativo Significativo significativo Significativo significativo significativo significativo Significativo

No No No No No No
0~90 significativo significativo Significativo significativo Significativo significativo significativo significativo Significativo

No No No No
45 ~ 90 Significativo Significativo Significativo significativo significativo significativo Significativo significativo Significativo

El analisis de quimica sanguinea no muestra did@srestadisticamente significativa
entre los grupos de estudio.

La prueba de Tukey realizada al 0.05% de signiisanmuestra diferencia
estadisticamente significativa en los valores d@cagrico y creatinina a los 45 dias con
respecto a dia cero. Proteinas totales, albumisfatésa y alcalina muestra diferencia
significativa del dia 45 y 90 con respecto al dieocMuestra diferencia significativa los
valores de acido Urico, creatinina, proteinas éstaASAT, albumina del dia 90 con
respecto al dia 45. Adviértase que la diferengaifitativa encontrada es similar tanto
en el grupo testigo como en el resto de los grupst diferencia se atribuye al mismo
proceso de crecimiento de los animales en expetaniém y no a algln proceso toxico
adjudicado a la administracion de las diferentegentraciones de la nano plata, lo que

significa que no produce efectos a nivel hepéticenal.



CUADRO No 9. MEDIAS Y DESVIACION ESTANDAR ( Xt SD) DE QUIMI CA SANGUINEA EN RATAS

WISTAR (Rattus novergicus) TRATADAS CON NANO PLATA (lote satelite).
LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO. UNIDAD ONCOLOGICA PROVI NCIAL
SOLCA RIOBAMBA. MAYO-SEPTIEMBRE 2008.

Parametro Dias Testigo Control Dosis baja  Dosis media  Dosis alta
0 0.94 +0.27 1.09 +0.48 1.09 +0.08 1.35 + 0.12 0.94 + 0.28
Acido Grico 45 1.74 £0.16 1.54 +0.29 1.24 +0.57 1.27 + 0.311.27 + 0.58
mg/dL 90 0.32 £0.00 0.21£0.11 0.21 £0.11 0.42 + 0.380.18 + 0.12
118 0.47 +0.40 0.28 +0.35 0.28 +0.00 0.28 + 0.250.34 + 0.19
0 35+1.3 3.7+13 37 15 36 + 15 35 1.7
(Az'bgTigg) 45 4.0+0.4 4.6+0.1 41 +0.4 42 + 03 42 03
g/dL 90 3.6+0.1 3.8+0.2 35 +0.2 37 £ 02 360.2
118 35+0.1 3.7+0.1 34 +0.3 32 + 01 35 0.1
0 80.5+18.8 71.1+23.2 61.8 +3.7 703 + 11.462.6 + 6.6
Colesterol 45 98.5+315 101.6+51.8 704 + 103 820 691 90.1 + 29.6
(529_,580) 90 71.6 +13.4 85.4+34.8 61.7 + 11.8 73.9 +.810 67.2 + 17.6
118 80.5 + 25.6 94.8 +25.8 60.7 + 6.4 66.1 +013. 65.3 + 20.3
0 0.6+0.3 0.6+0.3 06 + 0.2 08 + 04 ®70.3
%ejt_i”ilnj) 45 0.8+0.2 0.5+0.3 0.6 + 0.3 0.6 + 0.2 @40.2
ma/dL 90 1.0+0.4 0.7+0.1 06 + 0.1 05 + 0.1 @60.1
118 0.7+0.2 0.7+0.2 06 + 0.3 06 + 0.2 @50.2
) 0 49+0.1 49+0.1 54 + 14 55 + 08 53 + 0.6
Proteinas
Totales 45 8.3+0.2 8.4+0.9 83 + 07 80 + 1.2 846 0.9
(4.5-8.4) 90 7.1+0.1 74+05 71 + 03 72 £ 0.2 72 0.3
gldL 118 6.6+0.5 7.0+0.3 68 + 08 65 + 0.3 649 0.3
0 67 +13 53 +12 71 + 17 65 + 21 54 19
ALAT 45 52 +5 49 +9 55 + 11 57 + 18 54 + 12
(52 — 224)
U/L 90 51+2 46+ 8 46 + 4 42 + 2 48 + 16
118 57 +3 51 + 10 60 + 15 67 + 24 72 + 36
0 104 +3 111 + 10 120 + 12 114 + 14 107 1%
ASAT 45 123 +13 122 +12 116 + 21 123 + 12 121 28
u/iL 90 119 + 44 112 +18 113 + 22 105 + 7 99 7+
118 118 + 28 102 + 28 104 + 26 115 + 21 1252%
0 195+5 258 + 100 218 + 80 220 + 89 236 10
Fosfatasa 45 165 + 65 105 + 24 128 + 47 122 + 54 125 20
Alf,a}ll'_na 90 120 + 32 70+14 108 + 25 111 + 26 109 15
118 122 +29 77 +17 120 + 24 147 + 67 149 75
0 1.7+0.7 3.4+26 19 + 11 23 + 05 51+ 06
Gamma GT 45 1.7+1.3 23+1.2 15 + 1.1 0.8 + 0.2 146 0.7
UL 90 42+25 22+03 16 + 0.7 31 + 14 149 1.2
118 3.0+1.9 1.7+0.9 24 + 20 57 + 46 412 0.1




CUADRO No 10: TUKEY (HSD) / ANALISIS DE LAS DIFERENCIAS ENTRE G RUPOS. PARAMETROS
DE QUIMICA SANGUINEA

Dia

Proteinas

Acido Urico
totales

Fosfatasa
Alcalina

Gamma GT Albumina

ALAT

ASAT

Creatinina

Colesterol

0~118

45~90

45 ~118

90~ 118

Significativo Significativo

No
Significativo significativo

No
Significativo significativo

Significativo Significativo

Significativo Significativo

No No
significativo  significativo

Significativo

Significativo

Significativo

No
significativo
No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

Significativo Significativo

No No
significativo significativo

No
significativo
Significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo
No
significativo
No
significativo
No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo
No
significativo
No
significativo
No
significativo

No
significativo

No
significativo

No
significativo
No
significativo
No
significativo
No
significativo

No
significativo

El analisis de quimica sanguinea no muestra did@srestadisticamente significativa

entre los grupos de estudio. La prueba de Tukelyzaga al 0.05% de significancia

muestra diferencia estadisticamente significativéoe valores de acido Urico y fosfatasa

alcalina a los 45, 90 y 118 dias con respecto aali@y dia 45. Proteinas totales muestra

diferencia significativa el dia 45 con respectad& cero. Los valores de albumina y

gamma GT en el dia 90 hubo con respecto al dia tetwo una variacidon

estadisticamente significativa. Los valores de AL&T el dia 90 hubo con respecto al

dia cero hubo una variacion estadisticamente gigtiifa.

Adviértase que la diferencia significativa encodéraes similar tanto en el grupo testigo

como en el resto de los grupos. Esta diferenciatsbuye al mismo proceso de

crecimiento de los animales en experimentacion & algin proceso toxico adjudicado a

la administracion de las diferentes concentracialeea nano plata, lo que significa que

no produce efectos a nivel hepético y renal.



CUADRO No 11. RESULTADO HISTOPATOLOGICO DE RATAS WISTAR ( Rattus novergicus) DEL
ESTUDIO DE TOXICIDAD SUB-CRONICA DE NANO PLATA. LABORATORI O

HISTOPATOLOGICO DR. OSWALDO DUQUE A. RIOBAMBA. NOVIEMBRE 2008.

Estdbmago Higado Rifién
Grupo Muestra Glé'and_ulas Luz Lobulillos Canaliculos  Espacios Glomérulos Tubulos
gastricas glandular hepaticos biliares porta renales
01 Normal No deposito Sin deposito Normal Normal Sepakito Normal
06 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
Testigo 11 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
16 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
21 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sepakito Normal
26 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sepakito Normal
02 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sépakito Normal
07 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
12 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
Blanco 17 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sepakito Normal
22 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sépakito Normal
27 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
32 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
03 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sepakito Normal
08 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sépakito Normal
o1 13 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
mg/Kg/dia 18 Normal No deposito Sin dep6sito Normal Normal Sipakito Normal
23 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
28 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
33 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sepakito Normal
04 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
09 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sepakito Normal
02 14 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
mg/Kg/dia 19 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sepakito Normal
24 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
29 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sépakito Normal
34 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
05 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sepakito Normal
10 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sepakito Normal
mg/OK';/dl’a 15 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sepakito Normal
25 Normal No deposito Sin dep0sito Normal Normal Sepakito Normal
30 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal
35 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sipakito Normal

El analisis histopatolégico no muestra alteraciohissologicas y celulares en ningun

animal de los diferentes grupos de tratamiento coestigo, control y las distintas

concentraciones de nano plata.



CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. Los parametros analizados de peso corporal no riegee alteraciones en el
crecimiento normal del animal durante los 90 dadiministracion de la suspension
de nano plata, ni en el grupo satélite durant®dias de recuperacion (Cuadro 1y
2)

2. Los datos clinicos demuestran que, la nano plasarahdministrada durante 90 dias
no presenta toxicidad alguna. Debido a que lodtesks obtenidos tanto de quimica
sanguinea y hematoldgicos se encuentran dentroosldirhites y condiciones
normales de los animales de experimentacion, lodgnguestra que la nano plata es
un elemento seguro y eficaz que puede ser adnaidesiin temor a cualquier efecto
toxico (Cuadro 3, 5, 7y 9).

3. En el andlisis histopatologico no se apreciarcgrationes histologicas y citologicas,
ni acumulacion en higado, riidn y estbmago. Noresgmtaron signos de toxicidad

ni mortalidad como consecuencia de la administrad&la nano plata (Cuadro 11).

4. La administracion por via oral de la suspensiomaeo plata no causa toxicidad
subcronica en ratas Wistar a una concentracionOfeppm, lo que confirma la
hipétesis (Cuadro 1, 3, 5, 7, 9, 11)



CAPITULO V

. RECOMENDACIONES

Los procedimientos que pueden causar dolor o aagmstmentanea o minima a los
animales de experimentacion deben ser realizadosanacion, analgesia o anestesia,
de acuerdo al cédigo de ética y siguiendo la técdeclas 3'Rs disefiadas por Rusbell

y Bruch.

Los resultados del estudio se debe tratar de difuratia el equipo de salud y en
especial a los médicos, pues como se ha vistonla plata no causa toxicidad via oral
y puede ser una alternativa para la mayoria deomrganismos resistentes a los
antimicrobianos convencionales que ademas de caasgtencia causan muchos

efectos secundarios.

Los estudios de toxicidad sub-cronica realizadasudstran que la suspension de
nano plata no presentan toxicidad alguna, perorestfarantiza que este producto sea
seguro cuando se administre por largos perioda®ohgo. Por lo cual se recomienda
realizar estudios de toxicidad cronica de este ymtmdpara garantizar su uso por

mayores periodos de tiempo.



CAPITULO VI

6. RESUMEN

Los estudios de nano plata que se estan realizzméeneficio de la salud no tienen un
sustento cientifico que garantice la seguridad es@de este producto a largo plazo, por
lo que se planted el estudio de toxicidad sub-ceoni 90 dias en ratas Wistar de ambos
sexos del Bioterio de la Escuela de Bioquimicaryneaia de la ESPOCH. Los métodos
empleados fueron los descritos por las normas OEEDbuyendo aleatoriamente en 5
grupos: grupo testigo al que no se administré miagsustancia, grupo control al que se
administro agua como vehiculo y 3 grupos tratadwosla suspension de nano plata en
dosis de 1, 2 y 4 mL de 25 ppm, que correspondeaadosis acumulada de 9, 18 y 36
mg/Kg respectivamente. Se determinaron los sign@sicds y peso corporal
semanalmente. Se evalud los indicadores hematokdicemoglobina, hematocrito,
plaguetas, recuento total de leucocitos y recunéb de eritrocitos), quimica sanguinea
(acido urico, albumina, colesterol, creatinina,tpitas totales, ALAT, ASAT, fosfatasa
alcalina y gamma GT).También se realiz6 el exansoatologico de drganos y tejidos
(higado, estdbmago y rifiones). EI comportamientolate animales, signos toxicos,
mortalidad no fueron afectados por la administra@é la suspension de nano plata en
ninguno de los ensayos. Los parametros analizadopedo corporal, hematologia,
quimica sanguinea y analisis histopatolégicos dmrws y tejidos no evidenciaron

toxicidad significativa atribuible a la sustancegtueba.



SUMMARY

The nano-silver studies carried out for the hedlémefit do not have a scientific

blackground guaranteeing the use safety of thidymbat a long range. This is why the
sub-chronic toxicity study was stated over a 90pdyiod in Wistar rats of both sexes
from the Biotery of the Pharmacy Biochemistry sdhoiothe ESPOCH. The methods
were described by OECD norms distributing at randota 5 groups: control group

which was not given any substance, control grougchvivas given water as a vehicle
and 3 group treated with the nano-silver suspensiatosages of 1, 2 and 4 mL of 25
ppm, corresponding to an accumulated dosage o8 @ntl 36 mg/kg respectively. The
toxic signals and body weight were determined weekhe hematological indicators

(hemoglobin, hematocrit, blood platelets, totalcoemting of leucocytes and total re-
counting of erythrocytes), blood chemistry (uriadacalbumin, cholesterol, creatinin,

total proteins, ASAT, ALAT, alkaline phosphatasedad®T gamma) were determined.
The histopathological exam of the organs and tsglieer, stomach and kidneys) was
also carried out. The animal behavior, toxic sigreahd mortality were not affected by
the nano-silver suspension administration on ama. ffhe analyzed parameters of the
body weight, hematology, blood chemistry and hiatbplogical analyses of the organs

and tissues did not show any significant toxicityhe test substance.
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8. ANEXOS

ANEXO No 1

FOTOGRAFIA No 1: RATAS WISTAR ( Rattus novergicus) USADAS EN EL ESTUDIO DE
TOXICIDAD SUB-CRONICA DE LA SUSPENSION DE NANO PLAT A.
BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
ESPOCH. MAYO-SEPTIEMBRE 2008.



ANEXO No. 2

FOTOGRAFIA No 2: MATERIAL USADO PARA LA EXTRACCION DE MUESTRAS DE
SANGRE. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA. ESPOCH. MAYO-OCTUBRE 2008.



ANEXO No 3

2008705/068

FOTOGRAFIA No 3: PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS
SANGUINEAS. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA. ESPOCH. MAYO-OCTUBRE 2008.



ANEXO No 4

FOTOGRAFIA No 4: MATERIAL USADO EN LA ADMINISTRACIO N DE NANO PLATA.
BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
ESPOCH. MAYO-SEPTIEMBRE 2008.



ANEXO No 5

i

FOTOGRAFIA No 5: INMOVILIZACION Y ADMINISTRACION DE LA SUSPENSION DE NANO
PLATA EN RATAS WISTAR ( Rattus novergicus). BIOTERIO DE LA
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. ESPOCH. MAYO-
SEPTIEMBRE 2008.



ANEXO No 6

FOTOGRAFIA No 6: DISECCION DE RATAS WISTAR ( Rattus novergicus). BIOTERIO DE
LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. ESPOCH. OCTUBR E
2008.



ANEXO No 7

FOTOGRAFIA No 7: EXTIRPACION DE LOS ORGANOS (RINONE S, HIGADO Y ESTOMAGO)
DE RATAS WISTAR (Rattus novergicus). BIOTERIO DE LA ESCUELA
DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. ESPOCH. OCTUBRE 2008.
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RTIFICADO DE ANALISIS

HISTOPATOLOGO:
TESISTA:

DESCRIPCION DE LA MUESTRA:
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Treinta y Cuatro (34) muestras histopatologicas

provenientes de ratas Wistar (estomago, higado

y rifién).
FECHA DE ANALISIS: Riobamba 8 de noviembre de 2008
Muestra Estdmago Higado Rifidn
Glandulas Lobulillos Canaliculos Espacios Tubulos
Grupo Luz glandular Glomérulos
gastricas hepaticos biliares porta renales
01 Normal No deposito Sin depésito Normal Normal Sin deposito Normal
06 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
11 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
Testigo
16 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
21 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
26 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
02 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
07 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
12 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
Blanco 17 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
22 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
27 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
32 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal




03 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
08 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
13 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal

0,1
mg/Kg/dia 18 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
23 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
28 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
33 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
04 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
09 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
14 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal

0,2
mg/Kg/dia 19 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
24 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
29 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
34 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
05 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
10 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal

0,4
15 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal

mg/Kg/dia
25 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
30 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
35 Normal No deposito Sin depdsito Normal Normal Sin deposito Normal
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