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Nombre del estudio: PEI-243612 Desarrollo de dispositivos con base en Matriz Osea
Desmineralizada incorporando nanoparticulas bioactivas: Toxicidad Aguda.
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El objetivo de este estudio es evaluar si el dispositivo con base en Matriz Osea
Desmineralizada incorporando nanoparticulas bioactivas (DBM NANO), ocasiona
toxicidad después de la administracion a dosis Unica. La evaluaciéon se realiz en ratas
HsdHan®:WIST ambos sexos. Este sistema de prueba nos proporcionara informacioén del
perfil de seguridad del DBM NANO utilizando los lineamientos descritos en las guias ISO
10993-11:2006 para la realizacion de la prueba de toxicidad sistémica aguda.

El DBM NANO se administré por via intramuscular en ratas jovenes de ambos sexos a la
dosis de 1 mL/Kg a dosis Unica. Para el estudio de toxicidad aguda se usaron 5 ratas por

grupo/sexo. =

Cabe mencionar que el protocolo preclinico para estas pruebas fue sometido a la
aprobacion del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Quimica de la UNAM, teniendo un dictamen favorable.

1. Introducciéon

La industria de los dispositivos médicos se ha convertido en ultimas décadas en una de
las mas productivas y con mayor crecimiento anual y su evolucién ha estado en gran
medida favorecida por progresos cientificos y tecnoldgicos recientes (mejora de los
sistemas de adquisicion, procesamiento, andlisis y telecomunicaciones de sefiales
fisiolégicas, desarrollo de sistemas de interaccion entre computadoras y el sistema
nervioso de seres vivos, entre otros).

Siendo la salud un factor importante para el bienestar y desarrollo social es necesario
establecer los requisitos que se deben de cumplir durante el proceso de fabricacién y uso
de dispositivos médicos que garanticen la calidad y funcionalidad de los mismos.

Es por esto que la Unidad de Investigacién Preclinica oferta las pruebas necesarias para
poder certificar la seguridad de los dispositivos médicos bajo las mas estrictas
condiciones de calidad cientifica y experimental, utilizando los lineamientos de las guias
ISO 10993-11:2006 para la realizacion de la prueba de toxicidad sistémica aguda.

Los estudios de seguridad estan encaminados a disminuir el riesgo de toxicidad en el
humano. En en el caso de un dispositivo médico, un estudio de toxicidad aguda permite
conocer y evaluar los efectos biolégicos adversos a corto plazo en una sola exposicién o
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una serie corta de exposiciones durante un breve intervalo (generalmente de 24 horas o
menos) que se producen después del contacto con dicho dispositivo o de la sustancias
que puedan estar en una elucién del mismo™" 2.

2. Objetivo

Conocer si la administracion por via intramuscular de la elucién del material de prueba en
diferentes medios produce una toxicidad sistémica aguda.

3. Materiales y métodos

3.1Producto de prueba

El patrocinador proporcioné el dispositivo médico en jeringas prellenadas con fecha de
caducidad de un afio (05/12/18) y numero de serie 117. El producto de prueba s Q
almacend a temperatura ambiente en la gaveta ubicada en el almacén de UNIPREC N
registrado en la Bitdcora de usuarios de gaveta para resguardo del producto (BUG-*\
UNAM-UNIPREC-01).

3.2Preparacion del producto de prueba

La preparacion del dispositivo médico DBM NANO se realizé durante el periodo de
aclimatacion de los animales. EIl DBM NANO se pesé en la balanza analitica BA-CC-02
utilizando para su contencion y pesaje un tubo Falcon de 15 mL, la preparacion de las
eluciones se realizaron dentro de la campana de flujo laminar/Gabinete de seguridad
biolégica CFCC-UNIPREC-02, para preparar las eluciones se utilizé Solucion Salina
Fisiologica 0.9% lote: D16Y496, caducidad Mayo 19 y Glicerol al 2.5 % lote: 1706663,
caducidad Junio 19 preparada con agua inyectable lote: R16T73, caducidad Oct 19; con
un periodo de incubacién de 72 £+ 2 h y 37 + 1°C y para la elucién con medio se utilizo
DMEM (Dulbecco’s Modifed Eagle Medium) lote: 80510171, fecha de caducidad Jun 2018
adicionado con 10% de FBS (Fetal Bovine Serum) lote: 63051336 caducidad Jun 2020
con un periodo de incubacion de 24 + 2 h y 37 + 1°C® en la incubadora Shel Lab codigo
INCC-UNIPREC-01 quedando registrada esta actividad en la bitacora de actividades por
proyecto BAP-UNAM-UNIPREC-03.

3.3Sistema de prueba

Se emplearon ratas HsdHan®:WIST“S.P.F.” (Specific Pathogen Free) adultos jévenes de
ambos sexos, al inicio de la ejecucion del estudio la variacion de peso entre animales no
excedio +20% de la media de peso por sexo que en hembras fue de 155.5g y en machos
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141.8g, las hembras eran nuliparas y no gestantes y los animales no habian sido
utilizados en experimentos anteriores.

Los animales fueron obtenidos del Centro UNAM-ENVIGO de Produccion de Animales de
Laboratorio (Barrera 650) con sede en la Planta Baja de la Unidad de Experimentacio __
Animal (UNEXA) de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma dg( - |
Mexico (UNAM) con nota de remision 2540 y certificado de salud expedido el dia 23 d U
febrero de 2018. \

3.4Justificacion del sistema de prueba

Se utilizaron ratas HsdHan®:WIST por ser la especie de eleccion para pruebas de
toxicologia.

3.5Tamano de Muestra

El numero de animales en el protocolo se considera que es el minimo necesario por
razones estadisticas, normativas y cientificas.

3.6ldentificacion de los animales

Una vez que los animales fueron aleatorizados para asignarlos a un grupo experimental,
se utilizaron muescas en las orejas como método de identificacion final* y en cada jaula
se coloco una tarjeta de identificacion (FTJ-UNAM-UNIPREC-01), tales acciones fueron
registradas en la Bitacora de Actividades de Experimentacién Animal con cédigo BAP-
UNAM-UNIPREC-03 y se llevaron a cabo bajo lo descrito en el Procedimiento
Normalizado de Operacion para el manejo de los animales (PNOMA-UNAM-UNIPREC-

01).

3.7 Condiciones de alojamiento y alimentacién

Machos y hembras se alojaron en la sala 4, bajo condiciones ambientales controladas en
el Area de experimentacion animal de la Unidad de Investigacion Preclinica de la Facultad
de Quimica de la UNAM y en conformidad con la NOM-062-ZO0-1999, ciclos de luz de
12/12 h registrado en el formato de ciclos luz-obscuridad FLO-UNAM-UNIPREC-01;
extraccion e inyecciéon de aire con al menos 18 recambios por hora; éste se realiza
mediante filtros HEPA filtrandose particulas hasta de 3 ym en el aire de inyeccién. La
temperatura y humedad relativa en el cuarto experimental se mantiene en 22 °C +2 °Cy
40-70% respectivamente estos registros se anotan en el formato de registro de
temperatura y humedad en salas de experimentacion FTH-UNAM-UNIPREC-01. Las
condiciones ambientales son monitoreadas de acuerdo a lo descrito en el Procedimiento
Normalizado de Operacién para el monitoreo ambiental (PNOMO-UNAM-UNIPREC-01).
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Las jaulas para su alojamiento son de polisulfonato con las siguientes dimensiones: 32 x
47 x 20 cm albergando en cada jaulade 3 a 5 animales®, la cama que se utilizé fue Pine
Shavings Bedding de ENVIGO®y el alimento proporcionado es Harlan Teklad 2018S para
raton/rata y agua filtrada del Sistema purificador de agua modular con luz UV (SPAL-
UNIPREC-01) ad libitum.

3.8Disefo experimental

En la recepcion de los animales, estos fueron aleatorizados, identificados y pesados en |
balanza marca OHAUS con cédigo BAEA-UNIPREC-02; permanecieron un periodo de
dias en aclimatacién, tiempo en el que se verifico su estado de salud. Estas actividades
fueron registradas en la Bitacora de Actividades por Proyecto de experimentacion animal
BAP-UNIPREC-03, realizandose bajo las directrices del Procedimiento Normalizado de
Operacién para el manejo de los animales (PNOMA-UNAM-UNIPREC-01).

3.8.1 Grupos de estudio

En el cuadro 1 se muestran algunas especificaciones sobre la conformacion de los
grupos, asi como el nimero y sexo de los animales a utilizar para la prueba de toxicidad
aguda. De una poblacién de 60 ratas HsdHan®:WIST; 30 hembras y 30 machos, se
formaron 6 grupos por sexo, los grupos estan conformados por 5 animales cada uno.

Cuadro 1. Grupos de estudio, nimero y sexos de los animales a utilizar en el estudio de toxicidad
aguda dispositivo médico DBM NANO.

s Estirpe Ratas HsdHan®:WIST
Grupo Elucién - -
Ndmero de animales

1 DBM NANO + SSF 0.9% 5H 5M
2 DBM NANO + Glicerol al 2.5% 5H 5M
3 DBM NANO + DMEM con 10% de FBS 5H 5M
4 SSF 0.9% 5H 5M
5 Glicerol al 2.5% 5H 5M
6 DMEM con 10% de FBS 5H 5M

Total 30 30

H: Hembras, M: Machos; SSF: Solucién Salina Fisiolégica; DMEM: Medio de Cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medium; BFS: Fetal Bovine Serum.
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3.8.2 Administracion de la dosis

El dia de administracion de las eluciones con DBM NANO y vehiculos (Dia 1) las ratas se
pesaron en la balanza OHAUS (BAEA-UNIPREC-02) registrando el peso en el Formato
de pesos de toxicidad aguda (FPT-UNAM-UNIPREC-04), para realizar los célculos y
administrar 1 mL/Kg de cada elucién empleada en el grupo correspondiente, se uso el
formato en excel de calculo de dosis (FCAD-UNAM-UNIPREC-01) y posteriormente el
volumen correspondiente a cada rata se anot6 en el formato de pesos de toxicidad aguda
(FPT-UNAM-UNIPREC-04). Se sacaron los tubos Falcon de la incubadora INCC-
UNIPREC-01 tomando en cuenta la ISO 10993-12 que hace referencia la preparacion d
material de referencia (dispositivo médico) las eluciones con glicerol 2.5% y SSF 0.9% se \>
incubaron 72 + 2 hy 37 + 1 °C y la elucion con DMEM mas 10% de suero fetal bovino 2

+2hy 37 % 1:°C.

Pdgina: 7 De:18

Se realiz6 la administracion a cada rata por via intramuscular utilizando jeringas de 0.5 mL

de la marca BD Ultra-Fine, lote 5194710 fecha de caducidad 2020-09, una por rata,
registrando la hora de administracion al inicio y término en cada grupo en el Formato de

pesos de toxicidad aguda (FPT-UNAM-UNIPREC-04) para la evaluacion y registro de la
signologia se utilizé el Formato para la Evaluacion de Signos Clinicos en la Toxicidad <
Aguda (FES-UNAM-UNIPREC-01). \\e

3.8.3 Justificacion de la via de administracion y niveles de dosis \\

La via de administracion intramuscular es la via apropiada para dispositivos con un
entorno de contacto con el tejido muscular que propicie la lixiviacion quimica’, los niveles
de dosis fueron determinados por el peso de los animales y el volumen maximo permitido

para esta via, 1 mL/Kg'.

3.8.4 Monitoreo de los animales

Los animales se observaron de forma individual durante los primeros 30 minutos después
de dosificar y periédicamente durante las primeras 24 horas (con especial atencién
durante las primeras 4 horas) y posteriormente cada dia, por un total de 14 dias. Para el
registro del monitoreo individual se utilizo el Formato para la evaluacion de signos clinicos
en la toxicidad aguda (FES-UNAM-UNIPREC-01) descrito en el Procedimiento
normalizado de operacion para las pruebas de toxicidad (PNOPT-UNAM-UNIPREC-01).
Los signos revisados fueron descarga nasal, cianosis, piloereccion, lacrimacion, ptosis,
fotofobia, postracion, temblores y alteraciones en la respuesta somatica, el tono muscular,
la miccidn, la defecacion o la respiracién. Ver cuadro 2 y 3.
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3.8.5 Procedimientos, observaciones y mediciones a los animales vivos
3.8.5.1 Peso

Se registro el peso de cada animal los dias O (recepcién de los animales), dia 1 (dia de la
administracion), 2,3, 7 y 14 post-administracion y se registraron en el Formato de pesos
de toxicidad aguda (FPT-UNAM-UNIPREC-04) de acuerdo al Procedimiento normalizado
de operacion para toxicidad (PNOPT-UNAM-UNIPREC-01).

3.8.5.2 Procedimientos terminales

Al término del estudio el dia 14 se les aplicé eutanasia a 30 ratas (15 machos y 15
hembras) y el dia 15 se le aplico eutanasia a las 29 ratas restantes del estudio (14
machos y 15 hembras), el macho nimero 18 se encontré muerto en su jaula por lo que se
llevo al area de anatomopatologia para realizar la necropsia y recoleccion de érganos.
La eutanasia se llevo a cabo utilizando la camara de diéxido de carbono CCEA-
UNIPREC-01 método permitido en la NOM-062-ZO0-1999, los cadaveres fueron
enviados al area de anatomopatologia junto con el formato de distribucién de muestras
biolégicas FRM-UNAM-UNIPREC-01.

3.8.5.3 Necropsia e histopatologia

De acuerdo al protocolo, se realiz6 la necropsia de todas las ratas HsdHan:WIST machos
y hembras. Con excepciéon del macho nimero 18 del grupo control de Solucion Salina
Fisiolégica 0.9%, en ninguno de los animales de los grupos de estudio, se observaron
lesiones macroscoépicas en algun érgano o sitio de inoculacion, por lo que no se tomaron
muestras de tejido para su evaluacion histolégica.

3.8.6 Analisis estadistico

Para todos los grupos de machos y hembras de las ratas HsdHan®:WIST se determinaron
los parametros de estadistica descriptiva: promedio, desviacion estandar (D.E.), valor
maximo, minimo, % de coeficiente de variacion (%C.V.) e intervalo de confianza al 95%
con respecto de la media. Para la determinacion del rango del intervalo de confianza y el
% de cambio de peso se realizé6 mediante la hoja de calculo Excel: % cambio de pesos e
IC al 95% (d0-d14).

Se utilizé como prueba estadistica la Correlacién de Spearman o Pearson >° con 95% de
confiabilidad, estas técnicas son bivariada y se emplean en campos multivariados, que se
derivan de un analisis matricial con linearizacion, estas pruebas permiten establecer
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similaridades entre variables o individuos. El coeficiente de correlacién fluctiia entre -
1=p=1. Cuando la p=+ la relacién es directa entre las variables. Si p=- la relacién es
inversa y cuando p=0 son independientes.
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Ademas, se efectu6 el andlisis de varianza de dos vias para determinar que no existen
diferencias significativas con p=0.05 con relacion a los factores de estudio (Grupo, Dia de
muestreo, para la variable: Peso (g), ya que esta prueba determina si los valores de una
variable dependiente depende de los niveles de dos factores o la interaccion de ambas.
En donde hubo diferencias significativas a p<0.05 se realizé la prueba post-hoc: prueba t
por el método Holm-Sidak.

Para la comparacion del % de cambio de peso entre e intra grupos asi como para la—
diferencia del dia 14 con respecto al dia 0 se utilizaron las pruebas Kruskal-Wallis @
p<0.05; prueba post-hoc: Dunn’s (comparaciéon de rangos) o Anadeva de una via a
p<0.05; prueba post-hoc: prueba de t por el método de Holm-Sidak (comparacion de
medias), esto fue conforme al criterio de cumplir con la prueba de normalidad y/o

equivarianza.

Las pruebas antes mencionadas fueron calculadas mediante el programa Sigma plot
versién 13.0°7.

4. Resultados

3.9 Observaciones clinicas

No se presentaron signos de toxicidad por via intramuscular en ninguna de las eluciones
empleadas para el DBM NANO ni en los grupos control. El resumen de los signos
evaluados en el estudio se muestra en los cuadros 2 y 3. Podemos observar que no se
encontraron cambios en la piel y el pelaje, ojos y membranas mucosas, tampoco se
presentaron cambios en el sistema respiratorio y nervioso (central y auténomo), asi como
en la actividad motora y comportamiento anémalo, sin embargo se encontré muerto al
macho numero 18 el dia 15 del estudio.
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Cuadro 2. Signologia clinica en ratas machos HsdHan®:WIST con la dosis de 1 mL/Kg de las
eluciones con DBM NANO y controles por via intramuscular.

TABLA DE SIGNOS CLINICOS PARA TOXICIDAD AGUDA
Grupo: 1 2 3 4 5 6
Sexo: Macho Macho Macho Macho Macho Macho
Estirpe/ Cepa Rata/ Rata/ Rata/ Rata/ Rata/ Rata/
HsdHan:WIST | HsdHan:WIST | HsdHan:WIST | HsdHan:WIST | HsdHan:WIST | HsdHan:WIST §—
Producto DBM NANO + | DBM NANO + | DBM NANO + SSF 0.9% Glicerol al DMEM con ( _“‘\ )
SSF 0.9% Glicerol al DMEM con 2.5% 10% de FBS %_)
2.5% 10% de FBS \,
Dosis !mLFKg) 1 1 1 1 1 1 3
# de animales 5 5 5 5 b 5
Mortalidad 0/5 0/5 0/5 1/5* 0/5 0/5
Actividad 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
locomotora
Sensibilidad al 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
sonido
Cola anormal 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Comportamiento 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
exploratorio
Comportamiento 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
agresivo
Convulsiones 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Tono muscular 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
en extremidades
Respuesta 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
somatica
Postracion 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Temblores 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Lacrimacion 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Ptosis 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Defecacién 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Miccion 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Cambios en la 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
respiracion
Descarga nasal 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Cianosis 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Piloereccion 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

*El macho 18 murio el dia 15 del estudio
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Cuadro 3. Signologia clinica en ratas hembras HsdHan®™:WIST con la dosis de 1 mL/Kg de las
eluciones con DBM NANO y controles por via intramuscular.

TABLA DE SIGNOS CLINICOS PARA TOXICIDAD AGUDA
Grupo: 1 2 3 4 5 6
Sexo: Hembra Hembra Hembra Hembra Hembra Hembra
Estirpe/ Cepa Rata/ Rata/ Rata/ Rata/ Rata/ Rata/
HsdHan:WIST | HsdHan:WIST | HsdHan:WIST | HsdHan:WIST | HsdHan:WIST | HsdHan:WIST
Producto DBM NANO + | DBM NANO + | DBM NANO + SSF 0.9% Glicerol al DMEM con
SSF 0.9% Glicerol al DMEM con 2.5% 10% de FBS
2.5% 10% de FBS
Dosis (mL/Kg) 1 1 1 1 1 1
# de animales 5 5 5 5 5 5
Mortalidad 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Actividad 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
locomotora
Sensibilidad al 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
sonido
Cola anormal 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Comportamiento 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
exploratorio
Comportamiento 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
agresivo
Convulsiones 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Tono muscular 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
en extremidades
Respuesta 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
somatica
Postracion 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Temblores 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Lacrimacion 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Ptosis 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Defecacion 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Miccion 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Cambios en la 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
respiracion
Descarga nasal 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Cianosis 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Piloereccion 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
3.10 Peso

3.10.1 Machos

En la Figura 1 se muestra el promedio de los pesos (g) + D.E. de las ratas machos
HsdHan® WIST para los grupos administrados con las eluciones DBM NANO + SSF
0.9%, DBM NANO + Glicerol al 2.5%, DBM NANO + DMEM con 10% de FBS y los grupos
controles: Solucién Salina Fisiologica 0.9%, Glicerol 2.5% y medio de cultivo DMEM con
10 de FBS, en funcion del dia de pesaje (0, 1, 2, 3, 7 y 14), en donde las diferencias
encontradas con respecto al dia corresponden a las tendencias esperadas de aumento
del peso en funcién del tiempo; las diferencias entre grupos fueron entre Grupo 3 que
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presentd valores mayores al Grupo 2, entre Grupo 4 que fue mayor al Grupo 1y 2 y entre
el Grupo 5 Vs. Grupo 1, 2, 3, y 6 ya que los valores para el grupo 5 los valores de peso
iniciales de las ratas Machos fueron mayores, sin embargo con respecto a la evaluacion
de las interacciones a nivel global no hubo diferencias ( p=1.0).

Ratas Machos HsdHan®: WIST

Peso (g9)

300 -

280 -

260 - —e— GRUPO 1

—o— GRUPO 2

__ 240 1 —v— GRUPO 3
) GRUPO 4
~ 220 —=— GRUPO5
o ol —&— GRUPO 6
® .
o

180 -

160 -

140 -

120 : . : : : :

0 1 2 3 7 14
Dia de pesaje

Figura 1. Pesos (g) de las ratas machos HsdHan®: WIST, cada punto representa el promedio del
peso (g) £ D.E., para los grupos administrados con las eluciones DBM NANO + SSF 0.9% (Grupo
1), DBM NANO + Glicerol al 2.5% (Grupo 2), DBM NANO + DMEM con 10% de FBS (Grupo 3) y
los grupos controles: Solucién Salina Fisioldgica 0.9% (Grupo 4), Glicerol 2.5% (Grupo 5) y medio
de cultivo DMEM con 10% de FBS (Grupo 6) en funcién del dia de pesaje (0, 1, 2, 3, 7 vy
14).Diferencias significativas a p< 0.05 entre el *Grupo 3 Vs. Grupo 2; +Grupo 4 Vs. 1y 2y
AGrupo 5 Vs. 1, 2, 3 y 6 respectivamente.
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3.10.2 Hembras
En la Figura 2 se muestra el promedio de los pesos (g) + D.E. de las ratas hembras
HsdHan®: WIST para los grupos administrados con las eluciones DBM NANO + SSF
0.9%, DBM NANO + Glicerol al 2.5%, DBM NANO + DMEM con 10% de FBS y los grupos
controles: Solucién Salina Fisiol6gica 0.9%, Glicerol 2.5% y medio de cultivo DMEM con -
10% de FBS en funcién del dia de pesaje (0, 1, 2,3, 7 y 14), en donde las diferencias N
encontradas con respecto al dia corresponden a las tendencias esperadas de aumento
del peso en funcion del tiempo; en relacion a las diferencias entre grupos estas fueron
entre el Grupo 6 Vs. Grupo 1, 3, 4 y 5 ya que los valores para el grupo 6 los valores de
peso iniciales de las ratas hembras fueron mayores, sin embargo con respecto a la
evaluacion de las interacciones a nivel global no hubo diferencias ( p=1.0).
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Ratas Hembras HsdHan®: WIST

Peso (g)
220 -
200
—e— GRUPO 1
—O0— GRUPO 2
S —v— GRUPO 3
o) 180 - GRUPO 4
“6' —=— GRUPO 5
br —=— GRUPO 6
o 160
140 -
120 " . .

0 1 2 3 7 14
Dia de pesaje
Figura 2. Pesos (g) de las ratas hembras HsdHan®: WIST, cada punto representa el promedio del
peso (g) £ D.E., para los grupos administrados con las eluciones DBM NANO + SSF 0.9% (Grupo
1), DBM NANO + Glicerol al 2.5% (Grupo 2), DBM NANO + DMEM con 10% de FBS (Grupo 3) y
los grupos controles: Solucién Salina Fisioldgica 0.9% (Grupo 4), Glicerol 2.5% (Grupo 5) y medio

de cultivo DMEM con 10% de FBS (Grupo 6) en funcién del dia de pesaje (0, 1, 2,3, 7y
14).*Diferencias significativas a p< 0.05 entre el Grupo 6 Vs. Grupo 1, 3, 4 y 5 respectivamente.
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3.11 Necropsia
Para el macho numero 18 que se encontré muerto el dia 15, se procedi6 a realizar la
necropsia de acuerdo al Procedimiento Normalizado de Operaciones para la realizacion
de Necropsias PNONE-UNIPREC-01. El animal se registré en la bitacora BRM-UNAM-
UNIPREC-05, para asignarle nimero de caso. A continuacién se describen los hallazgos.

Pdgina: 14 De:18

3.11.1 Descripcion macroscopica
Vertebra (L6): zonalmente se observa perdida de continuidad del tejido, en esta zona se /"
observa proliferacion de fibroblastos, vasos sanguineos de nueva formacion, osteoblastos
y osteoclastos; inmersos en un estroma de abundantes fioras de colagena sin arreglo
especifico. Multizonalmente se observan areas de hemorragia.

3.11.2 Descripcion microscépica
Vértebra: Fractura zonal leve subaguda.

4. Discusion

Las diferencias observadas en el peso de machos y hembras no se consideran relevantes
debido a que corresponden a las tendencias esperadas de aumento del peso en funcion
del tiempo para la estirpe HsdHan:WIST de ENVIGO.

En el estudio postmortem realizado a los machos y hembras, no se observaron lesiones
macroscopicas que fueran atribuibles a la administracion del producto, para el macho
nimero 18, las lesiones descritas son indicativas de un proceso subagudo en donde se
observa un proceso reparativo 6seo con hemorragias agudas. La cronicidad y tipo de
lesién son indicativos de un proceso fisico traumdtico en reparacion que pudo ser
ocasionado por sus propios compaferos de jaula: en los machos existe la agresividad
competitiva llamada también agonistica, intra o conespecifica y aparece en ausencia de
provocacion aparente, es una conducta propia del macho y esta sucitada por la presencaa
de congéneres de la misma especie y es para establecer jerarquias intragrupales®. Estas
lesiones sugieren un traumatismo con un minimo de 15 dias y no se relaciona con el
producto de prueba ni con el sitio de inoculacién. En los otros 6érganos no se observaron
lesiones histopatolégicas.

5. Conclusiones
Considerando toda la informacién obtenida en la presente evaluacion preclinica, DBM
NANO demostré ser seguro a la dosis de 1 ml/Kg en los vehiculos utilizados y siguiendo
la metodologia descrita en la ISO 10993-1:2006.
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7. Retencion de registros, muestras y especimenes:

El manejo de la documentacion generada durante el estudio se llevé a cabo conforme lo
indica el Manual de control de documentos y registros (MDR-UNAM-UNIPREC-01 )y el
Procedimiento para el manejo de la documentacion de los protocolos preclinicos (PDP-
UNAM-UNIPREC-01). La documentacién se archivd en el expediente de anglisis
preclinico (EAP).

El EAP sera resguardado por el archivista en el area de archivo de acuerdo al
Procedimiento para el manejo de archivo (PMA-UNAM-UNIPREC—01). Asi también se
resguardaran en el archivo las muestras biolégicas, laminillas, etc (que apliquen) y los
resultados derivados de su procesamiento, asi como ofros registros que avalen la
trazabilidad del estudio, conforme a lo estipulado en los Procedimientos Normalizados de
Operacién para el Manejo de Muestras Bioldgicas (PMM—UNAM—UNIPREC-O1). Los
documentos electrénicos quedaran resguardados en una nube virtual de uso exclusivo de
la UNIPREC. El periodo de resguardo sera por un periodo minimo de cinco anos. Al
finalizar este tiempo el EAP y los materiales que apliquen seran entregados al
Patrocinador quien lo conservara por el tiempo que juzgue pertinente.

Anexos: los que se incluyen en el protocolo asi como el formato de desviaciones FRED-UNAM-
UNIPREC-01 y el formato de registro de enmiendas FREM-UNAM-UNIPREC-01.
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E Declaracion del investigador principal/director de estudio

El estudio se realizd bajo un Sistema de Gestion de la Calidad que asegura las
BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO registro BPL 02/15 (EMA/OCDE) y en
instalaciones autorizadas por SAGARPA/SENASICA, clave AUT-B-B-0314-010 y de
acuerdo al protocolo aprobado y a los Procedimientos Normalizados de Operacion
de la UNIPREC.

La sustancia o producto de prueba cuenta con O sé solicité al patrocinador el
certificado de fabricacién requerido para la realizacién de dicho estudio.
Se detectaron desvios durante la ejecucion del estudio los cuales fueron analizado
para medir su impacto y sé determinaron las acciones a llevar a cabo (ver formato d
registro de desviaciones (FRED—UNAM-UNIPREC-O1 )-

Como investigador principal/director de estudio asumo la responsabilidad de que .
este estudio se realizo cumpliendo estrictamente los principios de las buenas
practicas de laboratorio.

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL / DIRECTOR DE ESTUDIO i

Marisol Rivera Huerta i /
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l Declaracién del responsable de aseguramiento de calidad ‘

Durante la ejecucion del estudio PEI-243612 Desarrollo de dispositivos con base en
Matriz Osea Desmineralizada incorporando nanoparticulas bioactivas: Toxicidad
Aguda, UNIPREC/17/044-4, se llevaron a cabo diferentes inspecciones y los

Fecha de
inspeccion

12/01/18

09/02/18

14/03/18 | Inspecciones al estudio - Sistema de prueba
(necropsias)

23/04/18 | Revisién del reporte de resultados de estudios 23/04/18
postmortem para desviaciones

Inspecciones al estudio — datos crudos 02/05/18

02/05/18
(Bitacoras y formatos)

Fecha de reporte
de hallazgos

12/01/18

Etapa inspeccionada

Revision del protocolo

09/02/18 |

Revision del cronograma

14/03/18

02/05/18 Revisién del informe final 02/05/18

Por todo lo anterior se confirma que el informe final refleja fielmente los datos crudos
obtenidos durante |3 ejecucion del mismo. :

NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE DE ASEGURAMIENTO DE CALIDAD

Mabel C. Tinoco Méndez 47{7/7
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FINALIZACION DEL ESTUDIO:
03 /65 /A 8 Marisol Rivera Huerta -
(NOMBRE, FIRMA Y FECHA DEL INVESTIGAE)OR (H‘Q
PRINCIPAL/DIRECTOR DE ESTUDIO) \\.
[ ]

FIF-UNAM-UNIPREC-01
Rev 8




