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Prefacio

La Oficina Nacional de Normalizacion (NC), es el Organismo Nacional de Normalizacion
de la Republica de Cuba y representa al pais ante las organizaciones internacionales y
regionales de normalizacion.

La elaboracion de las Normas Cubanas y otros documentos normativos relacionados se
realiza generalmente a través de los Comités Técnicos de Normalizacion. Su aprobacion
es competencia de la Oficina Nacional de Normalizacion y se basa en las evidencias del
consenso.

Esta Norma Cubana:

e Ha sido elaborada por el Comité Técnico de Normalizacion NC/CTN 11 de Equipos Médicos
integrado por representantes de las siguientes entidades:

- Centro de Biomateriales - Grupo Nacional de Estomatologia

- Centro de Control Estatal de Equipos
Médicos

- Centro Nacional de Electromedicina

- Centro Nacional de Ensayos Clinicos

- Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas

- Centro para el Control Estatal de la

Instituto Central de Investigacion Digital
Instituto Nacional de Investigaciones en
Metrologia

Instituto de Investigaciones en
Normalizacion

Instituto de Oncologia y Radiobiologia
MEDICUBA

Calidad de Medicamentos - Ministerio de la Informatica y las
- Comision Asesora de Equipos Médicos Comunicaciones
- Complejo Ortopédico “Frank Pais” - Oficina Nacional de Normalizacion
- Grupo Nacional de Anestesiologia - Red Funcional de Implantologia

e Es una adopcion idéntica por el método de traduccién de la Norma Internacional ISO 10993-11:
2006 Biological evaluation of medical devices. Part 11: Tests for systemic toxicity.

e Sustituye a la NC-ISO 10993-11: 2003 Evaluacién biolégica de equipos médicos. Parte 11:
Ensayos de toxicidad sistematica.

e Comprende varios Anexos informativos.
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0 Introduccioén

La toxicidad sistémica es un efecto adverso potencial de la utilizacién de equipos médicos. Efectos
generalizados, asi como efectos sobre érganos y sistemas de érganos se pueden deber a la
absorcién, distribucion y metabolismo de los lixiviados del producto o de sus materiales en partes del
cuerpo con las que no estan en contacto directo. Esta parte de la Norma NC ISO 10993 aborda la
evaluacion de la toxicidad sistémica generalizada, no la toxicidad de ningln 6rgano o sistema de un
organo diana especifico, aunque estos efectos pueden ser debidos a la absorcion y distribucion
sistémica de agentes tdxicos.

Debido al amplio espectro de equipos médicos, y sus materiales y utilizaciones previstas, esta parte
de la Norma NC-ISO 10993 no es ampliamente prescriptiva. Si bien contempla aspectos
metodoldgicos especificos a considerar en el disefio de los ensayos de toxicidad sistémica, el disefio
del estudio apropiado se debe adecuar a la naturaleza de los materiales del producto y a su
aplicacion clinica prevista.

Otros elementos de esta parte de la Norma NC- ISO 10993 son de naturaleza prescriptiva, incluyendo
aquellos aspectos que contemplan la conformidad con las buenas précticas de laboratorio y los
elementos para inclusién en los informes del ensayo.

Si bien algunos ensayos de toxicidad sistémica (por ejemplo, estudios de implantacion a largo plazo
o de toxicidad dérmica) se pueden disefiar para estudiar efectos sistémicos y efectos locales,
carcinogénicos o que afectan al sistema reproductor, este documento enfoca solamente aquellos
aspectos de tales estudios previstos para contemplar efectos sistémicos. Los estudios previstos para
contemplar otros puntos finales toxicoldgicos se tratan en las Normas Nacionales NC- ISO 10993-3,
NC-1SO 10993-6, NC- ISO 10993-10 e ISO/TS 10993-20.

La pirogenicidad (véase el anexo F) representa un efecto sistémico adicional que se ha incluido
histéricamente en esta parte de la Norma NC- ISO 10993. Sin embargo, se estan haciendo esfuerzos
por la ISO para contemplar la pirogenicidad en una norma individual.

Finalmente, la toxicologia es una ciencia imperfecta. El resultado de un solo ensayo individual no
deberia ser el unico fundamento para hacer una determinacion de si un producto es seguro para su
utilizacion prevista.
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EVALUACION BIOLOGICA DE EQUIPOS MEDICOS — PARTE 11: ENSAYOS DE TOXICIDAD
SISTEMICA

1 Objeto y Campo de Aplicacion

Esta parte de la Norma NC-1SO 10993 especifica los requisitos y aporta recomendaciones sobre
los procedimientos a seguir en la evaluacion del potencial de los materiales de equipos médicos para
causar reacciones sistémicas adversas.

2 Normas para Consulta

Las normas que a continuacion se indican son indispensables para la aplicacion de esta norma. Para
las referencias con fecha, sélo se aplica la edicion citada. Para las referencias sin fecha se aplica la
ltima edicién de la norma (incluyendo cualquier modificacion de ésta).

ISO 10993-1 Evaluacioén biolégica de equipos médicos — Parte 1: Evaluacién y ensayos.

ISO 10993-2 Evaluacion bioldgica de equipos médicos. Parte 2: Requisitos relativos a la
proteccién de los animales.

ISO 10993-12 Evaluacién biolégica de equipos médicos. Parte 12: Preparacién de muestras y
materiales de referencia.

3 Términos y Definiciones

A efectos de este documento, son aplicables los términos y definiciones dados en la Norma
NC-ISO 10993-1 vy los siguientes:

3.1 Dosis-dosificacion:
Cantidad de muestra de ensayo administrada (por ejemplo: masa, volumen) expresada por unidad
de peso corporal o0 area superficial.

3.2 Dosis-efecto:
Relacién entre la dosis y la magnitud de un efecto biolégico definido ya sea en un individuo o en
una muestra de la poblacién.

3.3 Dosis-respuesta:
Relacion entre la dosis y el espectro de efectos relacionados con la expaosicion.

NOTA Existen dos tipos de relaciones dosis-respuesta. El primero es la respuesta de un individuo a un espectro de
dosis. El segundo es la distribucion de respuestas de una poblacion de individuos a un espectro de dosis.

3.4 Sustancia lixiviable:
Agente quimico extraido de un producto o material por la accidon del agua u otros liquidos
relacionados con la utilizacién del producto.

NOTA Ejemplos de sustancias lixiviables son aditivos, residuos de agentes esterilizantes, residuos de procesos,
productos de degradacién, disolventes, plastificantes, lubricantes, catalizadores, estabilizadores, antioxidantes, agentes
colorantes, materiales de aportaciéon y monoémeros.
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3.5 Ensayo limite:
Utilizaciébn de un grupo Unico tratado con una dosis adecuada de la muestra de ensayo, para
establecer la presencia o ausencia de un peligro toxico.

3.6 Toxicidad sistémica:
Toxicidad que no estd limitada a efectos adversos en el punto de contacto entre el cuerpo y el
producto.

NOTA La toxicidad sistémica requiere la absorcion y distribucién de un agente toxico desde su punto de entrada hasta un
lugar alejado en el que se producen los efectos nocivos.

3.7 Toxicidad sistémica aguda:
Efectos adversos producidos en cualquier momento después de exposiciones individuales, multiples
o continuas de una muestra de ensayo antes de transcurridas 24 h.

3.8 Toxicidad sistémica subaguda:
Efectos adversos producidos después de exposicion multiple o continua entre 24 h y 28 dias.

NOTA Dado que este término es semanticamente incorrecto, los efectos adversos que se producen antes de transcurrido
el periodo de tiempo especificado se pueden también describir como un estudio de toxicidad sistémica con exposicién repetida
a corto plazo. La seleccion de intervalos de tiempo entre 14 dias y 28 dias es coherente con la mayoria de las recomendaciones
reglamentarias internacionales y se considera un enfoque razonable. Los estudios intravenosos agudos se definen
generalmente como duraciones de tratamiento > 24 h pero < 14 dias.

3.9 Toxicidad sistémica subcronica:

Efectos adversos producidos después de la administracion repetida o continua de una muestra de
ensayo para una parte del periodo de vida.

NOTA Los estudios de toxicidad subcrénica duran normalmente 90 dias en roedores pero sin sobrepasar el 10% de la

duracion de vida de otras especies. Los estudios intravenosos subcrénicos se definen generalmente como duraciones de
tratamiento comprendidas entre 14 dias y 28 dias.

3.10 Toxicidad sistémica crénica:
Efectos adversos producidos después de la administracion repetida o continua de una muestra de
ensayo para una parte grande del periodo de vida.

NOTA Los estudios de toxicidad cronica tienen normalmente una duracién comprendida entre 6 meses y 12 meses.
3.11 Muestra de ensayo:

Material, producto, porcion de producto, componente, extracto o porcién del mismo que se
somete a ensayo o evaluacion quimica o biolégica.

4 Consideraciones Generales

4.1 Generalidades

La seleccion del (de los) ensayo(s) apropiado(s) para un producto debe cumplir la Norma
Internacional ISO 10993-1, considerando debidamente el modelo y la duracién del contacto.

El ensayo se debe efectuar utilizando el producto final y/o muestras de componentes representativas
del producto y/o materiales finales. Las muestras de ensayo deben reflejar las condiciones en las que
se fabrica y procesa normalmente el producto. Si son necesarias desviaciones, se deben registrar en

7
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el informe del ensayo, junto con su justificacion. A efectos de la identificacion de peligros, puede ser
necesario exagerar la exposicion a las muestras de ensayo.

Las propiedades fisicas y quimicas de la muestra de ensayo, por ejemplo, pH, estabilidad, viscosidad,
osmolalidad, capacidad tampén, solubilidad y esterilidad, son algunos factores a considerar cuando
se disefia el estudio.

Cuando se consideran estudios con animales, para satisfacer los requisitos de la Norma Internacional
ISO 10993-2, se deberian identificar y poner en practica todas las alternativas de reemplazo,

reduccion y refinamiento que sean razonable y practicamente disponibles. Para los ensayos de

[tgoxicidad aguda in vivo, los datos de citotoxicidad in vitro son utiles para estimar las dosis de partida
I

4.2 Seleccién de especies animales

No existe un criterio absoluto para seleccionar una especie animal particular para los ensayos de
toxicidad sistémica de equipos médicos. Sin embargo, la especie utilizada se debe justificar
cientificamente y cumplir los requisitos de la Norma Internacional ISO 10993-2. Para los estudios
orales, intravenosos, dérmicos y de inhalaciéon agudos de equipos médicos se prefiere el raton o la
rata con la opcién del conejo en el caso de estudios dérmicos y de implantacion. Puede también ser
preciso considerar especies de no roedores para los ensayos, reconociendo que un numero de
factores puede dictar el nimero o la eleccion de la especie para el estudio.

Se prefiere utilizar una Unica especie y cepa animal cuando se realiza una serie de estudios de
toxicidad sistémica de diferentes duraciones, por ejemplo, toxicidad sistémica aguda, subaguda,
subcrénica y/o crénica. Esto controla la variabilidad entre especies y cepas y facilita una evaluacién
relacionada solamente con la duracion del estudio. Si se utilizan multiples especies y cepas, se debe
documentar la justificacion de tal seleccion.

4.3 Estado de los animales

En general, se deberian utilizar animales adultos jovenes y sanos, criados para tal fin, de origen
conocido y con un estado de salud microbiolégica definido. Al comienzo del estudio, la variacién en
el peso de los animales utilizados dentro de un mismo sexo no deberia ser superior al + 20% del
peso medio. Cuando se utilizan hembras, deberian ser nuliparas y no gestantes. La seleccién de los
animales se debe justificar.

4.4 Cuidado y manejo de los animales

El cuidado y manejo de los animales debe cumplir las recomendaciones aceptadas para el
tratamiento de los mismos. Los animales se deben aclimatar a las condiciones del laboratorio antes
del tratamiento y se debe documentar tal periodo de tiempo. Son necesarios el control de las
condiciones ambientales y las técnicas apropiadas de cuidado de los animales para obtener
resultados significativos. Igualmente se debe garantizar que el personal vinculado directamente con el
cuidado y manejo de los animales, estén entrenados y debidamente calificados, para disminuir el
estrés durante la administracion, garantizar la calidad en la toma de muestra y sobre todo ofrecerle un
trato humano a los animales involucrados con el estudio. Se deberian caracterizar de forma
apropiada los constituyentes dietarios y los materiales de las camas que se sabe producen o
influencian la toxicidad y se deberia tener en cuenta su potencial para influenciar los resultados de los
ensayos.
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45 Tamafo y numero de los grupos

45.1 Tamafo de los grupos

La precisién del ensayo de toxicidad sistémica depende en gran medida del nimero de animales
utilizados por nivel de dosis. El grado de precisién necesario, y a su vez, el nUmero necesario de
animales por grupo de dosis depende del propésito del estudio.

Los tamafios de los grupos deberian l6gicamente aumentar con la duracién del tratamiento, de forma
gue al final del estudio exista un nimero suficiente de animales en cada grupo para una evaluacion
bioldgica completa. Sin embargo, se deberia utilizar el nimero minimo de animales coherente con la
obtencion de resultados significativos (véase la NC/ISO 10993-2). Los tamafios de los grupos
minimos recomendados, consideradas todas las rutas, se dan en la tabla 1.

Tabla 1 — Tamafos de los grupos minimos recomendados

Tipo de estudio Roedor No roedor
Agudo ? 5 3
Subagudo 10 (5 por sexo)? 6 (3 por sexo)?
Subcroénico 20 (10 por sexo)® 8 (4 por sexo)®
Crénico 40 (20 por sexo) *” ¢ C

a) Es aceptable el ensayo en un Unico sexo. Cuando un producto esta previsto para
utilizacion solamente en un sexo, el ensayo se deberia hacer en tal sexo.

b) La recomendacion se refiere a un ensayo del grupo de nivel de dosis. Cuando se
incluyen grupos adicionales de dosis exageradas, el tamafio del grupo recomendado se
puede reducir a 10 por sexo.

c) Se recomienda la consulta estadistica de experto para el tamafio del grupo del estudio
cronico. El nimero de animales ensayados deberia estar basado en el minimo requerido
para proporcionar datos significativos. Deben permanecer suficientes animales al final del
estudio para garantizar la evaluacion estadistica apropiada de los resultados.

4.5.2 Numero de grupos

Un grupo de dosis tratado a una dosis adecuada de muestra de ensayo en una sola especie puede
revelar la presencia o ausencia de un peligro téxico (es decir, un ensayo limite). Sin embargo, otros
estudios multi-dosis o dosis-respuesta requieren multiples grupos para revelar la respuesta téxica.

Los numeros de grupos pueden aumentar cuando se intenta exagerar la dosis, se deberian
considerar los ejemplos siguientes para la exageracion de la dosis:

- multiplos del area superficial clinica de exposicién;

- mudltiplos de la duracién de exposicion;

- mdltiplos de la fraccién extraible o de los productos quimicos individuales;

- administraciones multiples dentro de un periodo de 24 h.

Pueden ser aceptables otros métodos para exagerar la dosis. Se debe justificar el método utilizado.

9
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4.5.3 Controles del tratamiento

Dependiendo del objetivo del estudio, la naturaleza del articulo de ensayo y la ruta de exposicion,
se deberian incorporar controles negativos, vehiculo y/o controles de simulacién en todos los estudios
de toxicidad sistémica. Estos controles deben simular la preparacion de la muestra de ensayo y el
procedimiento de tratamiento.

4.6 Rutade exposicion

Los equipos médicos o sus sustancias lixiviables pueden acceder al cuerpo a través de mdltiples rutas
de exposicion. La ruta de ensayo debe ser la mas clinicamente relevante a la utilizacién del
producto, cuando sea posible. Si es necesaria una ruta alternativa de exposicion, tal ruta se debe
justificar. Ejemplos de rutas de administracion se pueden encontrar en el anexo A.

4.7 Preparacion de la muestra

Las recomendaciones para la preparacion de la muestra se dan en la Norma Internacional
ISO 10993-12.

4.8 Dosificacion

4.8.1 Administraciéon de la muestra de ensayo

Se deberian disefiar procedimientos para evitar cambios fisiolégicos o problemas de bienestar de los
animales no directamente relacionados con la toxicidad del material de ensayo. Si una Unica dosis
diaria de un volumen o concentracion suficiente no es posible, la dosis se puede administrar en
fracciones mas pequefias durante un periodo no superior a 24 h.

Las muestras de ensayo se deben administrar a una temperatura fisiologicamente aceptable. En
general, la temperatura ambiente o corporal es una practica comun. Las desviaciones se deben
justificar.

Los vehiculos administrados por una ruta parenteral deberian ser fisiolégicamente compatibles.
Cuando sea necesario, se deberia utilizar y documentar la filtracion de la muestra para retener las
particulas.

La restriccion de los animales en estudios de toxicidad sistémica con exposicion repetida se
deberia generalmente limitar a periodos entre 4 h 'y 6 h por dia. La naturaleza y duracién de la
restriccion deberian ser las minimas precisas para cumplir los objetivos cientificos y no deberian en
si mismas comprometer el bienestar de los animales de ensayo. Las desviaciones se deben justificar.

Cuando se requiere la restriccion, los animales se deberian aclimatar al dispositivo de restriccién
antes de la administracion de la muestra de ensayo.

4.8.2 Volumenes de dosis

Las recomendaciones sobre el volumen de la dosis se resumen en el anexo B. Cuando se utilizan
grupos multiples de dosis, la variabilidad en el volumen de ensayo se puede reducir al minimo
ajustando la concentracion para garantizar un volumen constante para todas las dosis. Se debe
justificar la utilizacién de volimenes de dosis mayores que aquéllos dados en el anexo B.

Se deberian evitar volimenes grandes de dosis por la ruta oral porque se ha demostrado que
sobrecargan la capacidad del estbmago y pasan inmediatamente al intestino delgado. Los volimenes
grandes pueden también refluir al esoéfago.

10
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La administracion intramuscular es también limitada en volumen, dependiendo del tamafio del
animal y del lugar muscular. Los volumenes de administracion intramuscular especificos para cada
especie se contemplan en el anexo B.

Los volumenes de inyeccién de bolo intravenoso se administran normalmente durante un periodo
corto de aproximadamente 1 min. La velocidad de inyeccion es un factor importante y se recomienda
gue para roedores, la velocidad no debe ser superior a 2 ml/min

La inyeccién lenta o cronometrada, o la infusiébn intravenosa se pueden precisar para la
administracion de volimenes grandes. Sea cual fuere la velocidad calculada, la velocidad de
administracion de fluido se debe detener o disminuir si el animal demuestra un cambio pronunciado en
su condicidn clinica.

Pueden ser necesarias velocidades lentas de inyeccién intravenosa para muestras de ensayo
limitadas por su solubilidad o poder irritante.

Se puede utilizar infusién continua si esta clinicamente indicado. El volumen y la velocidad de
administracién dependeran de la sustancia que se va a administrar y se tendra en cuenta la practica
normal de terapia de fluidos. Como recomendacién, el volumen administrado en una sola ocasion
sera < 10% del volumen de sangre circulante durante 2 h. La restriccion efectiva minima de los
animales de ensayo es un factor clave a considerar para la infusién prolongada.

Para la administracion subcutanea del articulo de ensayo, consultese el anexo B. La velocidad y el
alcance de la absorcion dependen de la formulacion de la muestra de ensayo.

4.8.3 Frecuencia de dosificacion

La frecuencia de dosificacion se deberia basar en la relevancia clinica. Los procedimientos
exagerados se deben describir y justificar claramente.

En los estudios de toxicidad sistémica aguda, los animales se deberian exponer a la muestra de
ensayo en una Unica dosis o con fracciones mdultiples de las dosis administradas dentro de un
periodo de 24 h.

En los estudios de exposicién repetida, se deberia administrar a los animales la muestra de ensayo
diariamente, siete dias cada semana durante todo el ensayo. Pueden ser aceptables otros
regimenes de dosificacion, pero se deben justificar.

49 Peso corporal y consumo de comida/agua

El cambio de peso corporal y los cambios en el consumo de comida y agua se pueden atribuir a
los efectos de un articulo de ensayo. En consecuencia, los pesos individuales de los animales se
deben determinar poco tiempo antes de que se administre la muestra de ensayo (por ejemplo,
normalmente durante las 24 h anteriores para dosis Unicas o0 agudas, y ho mas tarde de 7 dias para
estudios de exposicion repetida), a intervalos regulares durante el estudio y a la terminacion del
mismo. Cuando se apliquen las dosis segun el peso corporal, se deberia utilizar el peso corporal mas
reciente.

Para los estudios de exposicién repetida a mas largo plazo, se deben considerar las mediciones del
consumo de comida y agua, segun proceda.

11
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4.10 Observaciones clinicas

Las observaciones clinicas se deberian efectuar por individuos entrenados para garantizar la
cumplimentacion del informe de forma coherente. La frecuencia y duracién de la observacién se
deberian determinar por la naturaleza y severidad de las reacciones toxicas, la velocidad de
aparicién de los sintomas y el periodo de recuperacion. Puede ser necesaria una mayor frecuencia
de observacion en la fase precoz de un estudio, especialmente para estudios agudos. El momento en
el que aparecen y desaparecen las sefiales de toxicidad, su duracién y el momento de la muerte
son importantes, especialmente si existe una tendencia de aparicion con retraso de sefiales clinicas
adversas o muertes. Se deberian utilizar puntos finales humanitarios para evitar el sufrimiento
innecesario. Las observaciones clinicas generales deben considerar el periodo de cresta de los
efectos anticipados después de la dosificacion.

Las observaciones se deben registrar de forma sistematica conforme se hacen. Se deben mantener
los registros para cada animal.

Las observaciones al pie de jaula para la viabilidad o indicios clinicos patentes se deben registrar al
menos una vez cada dia utilizando descriptores comunes de laboratorio para efectos clinicos (véase
el anexo C).

Las observaciones de morbilidad y mortalidad se deben registrar al menos dos veces cada dia para
estudios de exposicion repetida a largo plazo. Se puede considerar una selecciébn mas extensiva para
los indicios clinicos adversos al menos una vez cada semana para estudios de exposicion repetida a
mas largo plazo.

4.11 Patologia clinica

Se realizan analisis hematolégicos y de quimica clinica para investigar los efectos téxicos en tejidos,
organos y otros sistemas. Cuando estan indicados, estos analisis se deben efectuar utilizando
muestras de sangre obtenidas a partir de animales de estudio de exposicion repetida al menos
justo antes, o como una parte del procedimiento para la terminacion programada del animal.

El ayuno de los animales antes del muestreo de sangre puede ser necesario en algunos casos.
Cuando esté cientificamente indicado, el analisis de orina se puede efectuar durante la Gltima semana
de estudio de exposicion repetida a largo plazo utlizando recogida de volumenes de orina
cronometrados (por ejemplo, 16ha24h).

Los parametros hematoldgicos, de quimica clinica y de analisis de orina recomendados para su
evaluacién se enumeran en el anexo D.

4.12 Estudio anatomopatolégico

Cuando esté clinicamente indicado, se deberian considerar las evaluaciones patologicas gruesas
para estudios de toxicidad sistémica aguda.

Todos los animales en estudios de exposicién repetida se deben someter a una necropsia gruesa total
y detallada que incluya el examen cuidadoso de la superficie exterior del cuerpo, todos los orificios, y
las cavidades craneal, toracica y abdominal y sus contenidos. Los Organos seleccionados para
pesarse se deberian recortar de cualquier tejido adherente, segln proceda, y su peso humedo se debe
registrar tan pronto como sea posible para evitar la desecacion.

El anexo E recomienda los tejidos que se deberian pesar y preservar en un medio de fijacion
apropiado para el examen histopatoldgico.

Un resumen de las observaciones minimas para cada tipo de estudio se da en la tabla 2.
12
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Tabla 2 — Resumen de las observaciones

Observacién Agudas Subagudas Subcrénicas/crénicas ?

Cambio del peso corporal + + +

Observaciones clinicas +

Patologia clinica a, b

Patologia gruesa

Pesos de los 6rganos

+ 4|+ +

O|T|T|(T| +

Histopatologia a,b

a) El ensayo de toxicidad sistémica cronica es generalmente una extension temporal del
ensayo subcronico, justificado por el periodo de exposicion humano. Se registran e
incluyen en el informe muchos de los mismos parametros. Los tamafios de los grupos se
pueden aumentar para incluir grupos satélite, para los que se pueden hacer algunas o
todas estas observaciones.

b) Se deberian considerar estas mediciones cuando estan clinicamente indicadas o si no
se anticipan ensayos de exposicién mas larga. En los anexos D y E se incluyen listas
de los analisis de 6rganos/tejidos sanguineos recomendados.

4.13 Disefios de los estudios

El disefio de los estudios se enumera en las secciones subsiguientes de esta parte de la
NC/ISO 10993. Se recomienda la consulta de experto para el disefo de los estudios.

4.14 Calidad de la investigacion

Las buenas practicas de laboratorio versan sobre la organizacién, procesos y condiciones en las
gue se planifican, efectlan, realizan un seguimiento, registran y recogen en un informe los estudios
de laboratorio. Estas practicas estan previstas para promover la calidad y validez de los datos de
ensayo. También dan apoyo al esfuerzo de armonizacion global facilitando los memoranda de
comprension entre naciones que comercian entre si. Los estudios de toxicidad sistémica se deben
efectuar siguiendo tales principios.

5 Toxicidad Sistémica Aguda

5.1 Generalidades

La toxicidad sistémica aguda proporciona informacion general sobre los peligros para la salud que es
probable surjan de una exposicion aguda por la ruta clinica prevista. Un estudio de toxicidad aguda
puede ser una etapa inicial que establece un régimen de dosificacion en estudios
subagudos/subcrénicos u otros estudios, y puede proporcionar informacion sobre el modo de la
accion téxica de una sustancia por la ruta de exposicion clinica prevista.

Subsiguiente a la administracion de la muestra de ensayo en los ensayos de toxicidad sistémica
aguda, se hacen las observaciones de los efectos (por ejemplo, indicios clinicos adversos, cambio en
el peso corporal, averiguaciones patologicas gruesas) y muertes. Los animales que muestran indicios
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de angustia y dolor severos y duraderos precisan ser sometidos a eutanasia de forma inmediata. Los
materiales corrosivos o irritantes que se sabe causan dolor o angustia marcados, se deberian notificar
como tales y no precisan ser ensayados.

NOTA Las ICCVAM y ECVAM estan actualmente validando ensayos de citotoxicidad in vitro ~ como una
alternativa a los ensayos de toxicidad aguda.

5.2 Disefio del estudio

5.2.1 Preparaciones

Se aclimatan animales adultos jovenes y sanos a las condiciones del laboratorio durante al menos
5 dias antes del ensayo. Las duraciones menores se deben justificar. Los animales se aleatorizan y
asignan a los grupos de tratamiento.

5.2.2 Animales experimentales

5.2.2.1 Seleccion de las especies

Tipicamente, se utiliza una especie de roedor (rata, ratdn). Las caracteristicas del modelo (edad,
peso, etc.) son las descritas en el apartado 4.2 y 4.3. Si se utilizan especies que no son roedores,
su utilizacién se debe justificar cientificamente.

5.2.2.2 Nimero y sexo

El nimero y tipo de grupo, animales por grupo, y sexo se describen en el apartado 4.5.

5.2.2.3 Condiciones de alojamiento y alimentacion

La temperatura y la humedad relativa en las salas que alojan a los animales experimentales deberian
ser apropiadas para la especie, por ejemplo (22 + 3)°C y 30% al 70% de HR para ratones.
Tipicamente, la secuencia de iluminacioén artificial deberia ser 12 h luz, 12 h oscuridad.

Para la alimentacion, se pueden utilizar dietas de laboratorio comercial normalizadas con un
suministro ilimitado de agua de bebida. Los animales deberian estar enjaulados en grupos por sexo o
individualmente, segln proceda; para alojamiento en grupos no se deben alojar mas de cinco
animales por jaula.

5.2.3 Condiciones de ensayo

5.2.3.1 Niveles de dosis

Los niveles de dosis deben ser los descritos en el apartado 4.8.

Los animales en el grupo de control se deben manipular de idéntica forma que los sujetos del grupo
de ensayo con la excepcion de que no se les aplica la muestra de ensayo.

5.2.3.2 Procedimiento
Los animales reciben una Unica dosis de la muestra de ensayo, o cuando es necesario, dosis

multiples durante un Unico periodo de 24 h. Las sefales de toxicidad se deberian registrar segin se
observan incluyendo el momento del comienzo, grado y duracion de las mismas.
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La observacién regular de los animales es necesaria para asegurar que no se pierden para el
estudio debido a canibalismo, autolisis de tejidos o por su colocacién incorrecta. Al final del estudio,
todos los animales supervivientes se someten a eutanasia. Cualquier animal moribundo se deberia
retirar y someter a eutanasia cuando se detecte que exhibe tal comportamiento.

Los programas de observacién y los puntos finales humanitarios aplicados deberian evitar la
posibilidad de que se encuentren animales muertos como una consecuencia directa de la toxicidad
de la muestra de ensayo.

5.2.4 Pesos corporales

Las mediciones del peso corporal se deberian hacer inmediatamente antes de la dosificacién,
diariamente para los tres primeros dias después de la dosificacion, semanalmente después de la
primera dosis si asi lo indica la duracién del estudio, y al final del estudio.

5.2.5 Observaciones clinicas

El periodo de observacién para un estudio de toxicidad sistémica aguda debe ser al menos 3 dias, 0
superior cuando se estime apropiado. Las caracteristicas especificas de frecuencia y tipo de
observacion se describen en el apartado 4.10 y en el anexo C.

En todos los casos, las observaciones se deben hacer con una frecuencia dada, y se deben
emprender acciones apropiadas para reducir al minimo la pérdida de animales para el estudio, por
ejemplo, necropsia o refrigeracién de aquellos animales encontrados muertos y aislamiento o
sacrificio de animales débiles o moribundos. Las observaciones a pie de jaula deberian incluir, entre
otras, cambios de la piel y pelo, ojos y membranas mucosas, y también del sistema respiratorio,
circulatorio, autonémico y nervioso central, actividad somatomotora y patrén de comportamiento,
utilizando los descriptores proporcionados en el anexo C.

5.2.6 Patologia

5.2.6.1 Patologia clinica

Las evaluaciones de patologia clinica se deben considerar cuando estén clinicamente indicadas. Se
deberian hacer los exdmenes siguientes:

a) hematologia, segun se describe en el anexo D, se deberia considerar para investigacion al
final del periodo de ensayo.

b) determinacion bioquimica clinica de la sangre, segin se enumera en el anexo D, se deberia
considerar al final del periodo de ensayo. Las areas de ensayo que se consideran apropiadas para
los estudios de exposicion aguda son las funciones hepéatica y renal. Se puede utilizar bioquimica
clinica adicional cuando sea necesario para extender la observacion de efectos detectados.

El andlisis de orina no es necesario de forma rutinaria, sino solamente cuando exista una indicacion
basada en toxicidad esperada u observada. Los parametros recomendados se enumeran en el anexo
D.

5.2.6.2 Anatomia patolégica

Las evaluaciones anatomopatolégicas macroscépicas se deben considerar cuando estén
clinicamente indicadas. Esto deberia incluir un examen de la superficie externa del cuerpo, todos los
orificios, y las cavidades craneal, toracica y abdominal junto con su contenido. Cuando proceda, se
deberia considerar registrar el peso del cerebro, higado, rifiones, capsulas suprarrenales y
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testiculos, que se deberian pesar hiumedos tan pronto como sea posible después de su diseccion
para evitar su desecacion y los valores falsamente bajos subsiguientes.

5.2.6.3 Histopatologia

La histopatologia completa no se efectlla como de costumbre en los drganos y tejidos de animales
en estudios de toxicidad sistémica aguda, a menos que estén especificamente indicadas por
indicaciones concretas de necropsia gruesa.

5.3 Criterios de evaluacién

5.3.1 Generalidades

Dependiendo del disefio del estudio utilizado, son aplicables los criterios de evaluacion siguientes:
a) Para ensayos tipo farmacolégico

- Si durante el periodo de observacion de un ensayo de toxicidad sistémica aguda ninguno de los
animales tratados con la muestra de ensayo muestra una reactividad biolégica
significativamente mayor que la de los animales tratados con el control del vehiculo, la
muestra cumple los requisitos de este ensayo.

- Utilizando cinco animales, si dos o mas animales mueren, 0 si ocurre comportamiento tal como
convulsiones o postracion en dos 0 mas animales, o si se produce una pérdida de peso corporal
superior al 10% en tres o0 mas de los animales, la muestra no cumple los requisitos de este
ensayo.

- Si cualquier animal tratado con la muestra exhibe solamente sefiales leves de reactividad
biolégica, y no mas de un animal muestra sintomas marcados o severos de reactividad
bioldgica o muere, se repite el ensayo utilizando grupos de diez animales.

- En el ensayo de repeticion, si los diez animales tratados con la muestra no muestran
reactividad biolégica cientificamente significativa por encima de la de los animales tratados
con el control del vehiculo durante el periodo de observacién, la muestra cumple los requisitos
de este ensayo.

b) Para ensayos de toxicidad sistémica aguda no farmacol6gica

Existe la opcién de efectuar evaluaciones utilizando métodos mas extensivos incluyendo
patologia clinica y anatémica, que puede eliminar la necesidad de realizar un ensayo repetido. La
exposicion aguda puede incluir una reevaluacion si existen diferencias equivocas respecto a
controles concurrentes. Las diferencias se deberian explicar y el estudio extender para incluir cinco
animales adicionales, si procede.

5.3.2 Evaluacion de los resultados

Las conclusiones de un estudio de toxicidad sistémica aguda se deberian evaluar junto con las
conclusiones de estudios precedentes, si se encuentran disponibles, y se deberian considerar
respecto a los efectos téxicos y las conclusiones de necropsia, si se observan. La evaluacion debe
incluir la relaciéon entre la dosis de la sustancia de ensayo y la presencia o ausencia y la incidencia y
severidad de las anomalias, incluyendo anomalias de comportamiento y clinicas, lesiones severas,
cambios en el peso corporal, efectos sobre la mortalidad y cualquier otro efecto general o especifico.
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5.3.3 Informe final

El informe final para el estudio de toxicidad sistémica aguda debe contener, cuando proceda, la
informacion siguiente:

a) Sustancia de ensayo;
- naturaleza fisica, pureza y propiedades fisicoquimicas, segun proceda;

- otros datos de identificacion.

b) Vehiculo (si procede);

- justificacién de la eleccién del vehiculo si es diferente al enumerado en la Norma Internacional
ISO 10993-12

c) Animales de ensayo;
- especie/cepa utilizada;

- numero, edad y sexo de los animales;

- fuente incluyendo el estado microbiolégico (por ejemplo, barrera levantada, convencional),
- condiciones de alojamiento (temperatura, humedad, cama, iluminacién, dieta, etc.);

- pesos al comienzo del ensayo.

d) Condiciones del ensayo;
- justificacién de la seleccidn de la dosis;

- detalles de la sustancia, formulacion/preparacién de ensayo, concentraciones alcanzadas;
estabilidad y homogeneidad, si procede;

- detalles de la administracion de la sustancia de ensayo;

- conversion de la concentracion de la sustancia de ensayo (ppm) a la dosis real (mg/kg peso
corporal), si procede;

- detalles de la comida, agua y calidad de la cama.

e) Resultados:

- los datos se pueden resumir en forma de tabla, mostrando para cada grupo de control y de
ensayo el nimero de animales al comienzo del ensayo, el nUmero de animales que muestran
sefiales clinicas adversas, y el nimero de animales que muestran cambios de peso corporal;

- peso corporal/ cambio de peso corporal;

- consumo de comida y agua, si procede;

- datos de la respuesta téxica por sexo y nivel de dosis, incluyendo las sefiales de la toxicidad;

- naturaleza, severidad y duracion de las observaciones clinicas (si son reversibles o no);

- evaluaciones neuroldgicas/de comportamiento, si procede;

- ensayos hematologicos utilizados y resultados con datos basales relevantes, si procede;

- ensayos de bioquimica clinica utilizados y resultados con datos basales relevantes, si procede;

- ensayos de analisis de orina utilizados y resultados con datos basales relevantes, si procede;
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- datos terminales del peso corporal y peso de los érganos, si procede;
- Hallazgos de la necropsia;
- descripcién detallada de todas los hallazgos histopatoldgicos, si procede;
- evaluacién estadistica de los resultados y una discusion de su significacién biologica.

f) Discusioén de los resultados.
g) Conclusiones.
h) Indicacion de garantia de la calidad.

Un estudio de toxicidad sistémica aguda proporcionara informacién sobre los efectos de la
exposicion aguda a una sustancia de ensayo. La extrapolacion de los resultados del estudio a seres
humanos es valida hasta un grado limitado pero puede proporcionar informacion util sobre la
exposicion permisible.

6 Toxicidad sistémica a la exposicién repetida (toxicidad sistémica subaguda, subcrénica y
cronica)

6.1 Generalidades

Mientras la toxicidad aguda trata de los efectos adversos de dosis Unicas (0 exposicion limitada), una
forma mas comun de exposicidbn humana a muchos equipos médicos es en forma de exposiciones
repetidas o continuas.

Los efectos de la exposicion repetida o continua pueden ocurrir potencialmente debidos a la
acumulacion de agentes quimicos en tejidos 0 por otros mecanismos, y es importante identificar
cualquier potencial de tales efectos mediante ensayos a largo plazo (subagudos, subcrénicos,
cronicos).

Los ensayos de toxicidad sistémica con exposicion repetida proporcionan informacion sobre los
peligros para la salud que es posible surjan de una exposicién prolongada por la ruta clinica
prevista. Pueden también proporcionar informacion sobre el modo de accién téxica de una
sustancia por la ruta de exposicion clinica prevista.

Los estudios de toxicidad sistémica con exposicién repetida proporcionaran informacion detallada
sobre efectos toxicos, érganos diana, reversibilidad u otros efectos y pueden servir de base para una
estimacion de la seguridad. Los resultados de estos estudios proporcionan informacion importante
gue se refleja en el alcance de la recomendacion sobre las investigaciones de patologia clinica y
anatémica.

Los estudios de exposicion repetida no proporcionan generalmente un criterio de reensayo. En vez
de ello, los tamafios de los grupos se disefian para acomodar una evaluacion estadistica de las
observaciones registradas (véase la tabla 1).

Debido a las duraciones variables de los estudios de exposicion repetida, las muestras de ensayo
se deben preparar seglin se precisen para asegurar su estabilidad.

18



© NC NC-ISO 10993-11: 2010

6.2 Disefio del estudio

6.2.1 Preparaciones

Se aclimatan animales adultos jovenes sanos a las condiciones de laboratorio durante al menos
5 dias antes del ensayo. Los animales se aleatorizan entonces y se asignan a los grupos de
tratamiento.

6.2.2 Animales experimentales

6.2.2.1 Seleccion de especie

Se utilizan como de costumbre roedores (rata, raton). Las caracteristicas del modelo (edad, peso,
etc.) se describen en los apartados 4.2 y 4.3. Cuando se utilizan especies que no son roedores se
deben justificar cientificamente.

6.2.2.2 NUmeroy sexo

El nimero y tipo de grupos, animales por grupo, y sexo se describen en el apartado 4.5.1. Cuando
esté cientificamente justificado, se debe considerar la utilizacion de animales controles tratados con el
nivel de dosis alto junto con controles para un periodo predeterminado mas alla de la eutanasia
terminal. Este grupo, con sus controles, se puede utilizar para examinar los efectos del tratamiento
incluyendo la reversibilidad, persistencia o retraso en la aparicién de efectos téxicos. Para estudios
subcronicos los animales satélites se deben mantener durante no menos de 28 dias.

6.2.2.3 Condiciones de alojamiento y alimentacién

La temperatura y la humedad relativa en las salas de animales experimentales deberian ser
apropiadas para la especie, por ejemplo, (22 + 3) °C y 30% a 70% de humedad relativa para ratas.
Como de costumbre, la secuencia de iluminacion artificial deberia ser 12 h de luz, 12 h de oscuridad.

Para la alimentacién, se pueden utilizar dietas de laboratorio comerciales normalizadas con un
suministro ilimitado de agua de bebida. Los animales pueden estar enjaulados en grupos segln su
sexo o individualmente, segun proceda; para el alojamiento en grupos no se deberian alojar mas de
cinco animales por jaula.

6.2.3 Condiciones de ensayo

6.2.3.1 Niveles de dosis

El animal experimental y otras inversiones en recursos del estudio de toxicidad sistémica con
exposicidn repetida, ademas del objetivo de establecer la seguridad en seres humanos, justifican la
necesidad e utilizar grupos multiples para examinar los efectos de la dosis-respuesta. Estos niveles
deben estar descritos en el apartado 4.8.

La dosis a utilizar para ensayos de toxicidad de equipos médicos se debe definir en relacién con los
resultados del analisis de los riesgos, sopesando la dosis de exposicion clinica con la utilizacion de
factores de seguridad, segln proceda. Para estudios de mayor duracién, se deberian hacer
esfuerzos para incluir al menos tres niveles de dosis y los controles apropiados. Excepto para
tratamiento con la sustancia de ensayo, los animales en el grupo de control se deberian manipular
de idéntica manera que los sujetos del grupo de ensayo.

19



NC-ISO 10993-11: 2010 © NC

A diferencia de los estudios quimicos clasicos de toxicidad sistémica con exposicion multiple, los
estudios de exposicidon repetida con equipos médicos no resultan a menudo en un efecto de dosis-
respuesta, y por tanto no es obligatorio un efecto toxico al nivel de dosis mas alto. A pesar de ello,
la utilizacion de una gama de dosis proporcionara una estimacion util del margen de seguridad en
seres humanos.

6.2.3.2 Procedimiento

Los animales se dosifican con la muestra de ensayo idealmente con un régimen de 7 dias/semana,
durante el periodo de duraciéon del estudio. Para estudios de exposicion repetida a mas largo
plazo, es aceptable la dosificaciéon de 5 dias/semana aunque se deberia documentar y justificar.

6.2.4 Pesos corporales

Las mediciones de peso corporal se deberian hacer inmediatamente antes de la dosificacion,
semanalmente después de la primera dosis si asi lo indica la duracién del estudio, y al final del
estudio.

6.2.5 Observaciones clinicas

El periodo de observacion para un estudio de toxicidad sistémica con dosis repetida debe ser
apropiado para la duracion del estudio. Los detalles especificos de la frecuencia y tipo de
observaciones se describen en el apartado 4.10 y en el anexo C. En todos los casos, las
observaciones se deben hacer con una frecuencia dada, y se deben emprender acciones apropiadas
para reducir al minimo la pérdida de animales para el estudio, por ejemplo, necropsia o refrigeracion
de aquellos animales encontrados muertos y aislamiento o eutanasia de animales débiles o
moribundos.

Las observaciones a pie de jaula deberian incluir, entre otras, cambios en la piel y pelo, ojos y
membranas mucosas, y también la actividad respiratoria, circulatoria, del sistema nervioso central y
autonémico, y somatomotora y el patron de comportamiento, utilizando los descriptores indicados en
el anexo C.

Como de costumbre, los exdmenes oftalmolégicos se deberian hacer utilizando un oftalmoscopio o
equipo adecuado equivalente, antes de la administracion de la sustancia de ensayo y a la
terminacion del estudio, preferiblemente en todos los animales pero al menos en los grupos de dosis
alta y de control. Si se detectan cambios en los ojos, se deberian examinar todos los animales. La
excepcion de efectuar el examen se deberia documentar y justificar.

6.2.6 Patologia

6.2.6.1 Patologia clinica

Se deberian hacer los examenes siguientes:

a) Hematologia, segun se describe en el anexo C, se deberia investigar al final del periodo de
ensayo. Dependiendo de la longitud del estudio, se deberia considerar una frecuencia superior de
muestreo.

b) Determinacion bioquimica clinica de la sangre se deberia considerar al final del periodo de
ensayo. Dependiendo de la longitud del estudio, se deberia considerar una frecuencia superior de
muestreo. Las areas de ensayo que se consideran apropiadas para todos los estudios de
exposicion repetida son el equilibrio de electrolitos, metabolismo de hidratos de carbono, y las
funciones hepatica y renal.
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La seleccién de los ensayos especificos puede estar influenciada por las observaciones sobre el
modo de accion de la sustancia de ensayo. Las determinaciones recomendadas se enumeran en
el anexo D. Se puede utilizar bioquimica clinica adicional cuando sea necesario para extender la
observacioén de los efectos detectados.

El andlisis de orina no es necesario de forma rutinaria, sino solamente cuando exista una indicacion
basada en toxicidad esperada u observada. Los parametros recomendados se enumeran en el anexo
D.

Los datos histdricos para los valores normales son UGtiles para establecer los niveles basales y para
comparacién con los controles del estudio concurrentes. Si se estima que los datos basales
histéricos son inadecuados, se deberia considerar la recogida de esta informacién para animales de
la misma edad, sexo, cepa y origen, preferiblemente dentro del mismo laboratorio.

6.2.6.2 Patologia gruesa

Todos los animales se deberian someter a una necropsia completa, que incluye el examen de la
superficie externa del cuerpo, todos los orificios, y la cavidad craneal, toraxica y abdominal y sus
contenidos. Las capsulas suprarrenales, el cerebro, epididimo, corazén, rifiones, higado, ovarios,
bazo, testiculos, timo y Utero se deberian pesar en himedo tan pronto como sea posible después de
la diseccidn para evitar la desecacion.

Los 6rganos seleccionados para ser pesados se deberian recortar de cualquier tejido adherente,
segun proceda, y su peso humedo se debe registrar tan pronto como sea posible para evitar la
desecacion y los valores falsamente bajos subsiguientes. Los érganos y tejidos enumerados en el
anexo E se deberian preservar en un medio adecuado para su futuro examen histopatolégico.

6.2.6.3 Histopatologia

a) Se deberia efectuar una histopatologia completa de los 6rganos y tejidos de los animales en los
grupos de control y dosis alta.

b) Se deberian examinar todas las lesiones severas.

¢) Los pulmones de los animales en los grupos de dosis baja e intermedia, si se utilizan tales dosis,
se deberia someter a examen histopatolégico para detectar evidencia de infeccién, dado que
esto proporciona una evaluacion conveniente del estado de salud de los animales. Se deberia
también considerar el examen histopatoloégico del higado y los rifiones en estos grupos. Otros
examenes histopatolégicos pueden no ser necesarios de forma rutinaria para los animales en
estos grupos pero se deben hacer siempre de los 6érganos que mostraron evidencia de lesiones
en el grupo de la dosis alta.

d) Cuando se utiliza un grupo control, se puede efectuar la histopatologia en aquellos tejidos y
organos identificados por haber mostrado efectos en los grupos tratados.

e) En general, para estudios cronicos, se deberian utilizar animales centinela para monitorizar la

ocurrencia de agentes infecciosos. La serologia o histologia de los grupos centinela se puede
efectuar como se ha indicado.
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6.3 Criterios de evaluacion

6.3.1 Generalidades

Los datos se pueden resumir en forma de tabla, mostrando para cada grupo, el nimero de animales
al comienzo del ensayo, el nimero de animales que exhiben lesiones, los tipos de lesiones y el
porcentaje de animales que exhiben cada tipo de lesion. Se deberian efectuar evaluaciones
estadisticas pero se deberia considerar en primer lugar la relevancia bioldgica. Se pueden utilizar
todos los métodos estadisticos generalmente aceptados; los métodos estadisticos se deberian
seleccionar durante el disefio del estudio.

6.3.2 Evaluacién de los resultados

Las conclusiones de un estudio de exposicion repetida se deberian evaluar junto con las conclusiones
de los estudios precedentes considerando los efectos toxicos y las conclusiones de necropsia e
histopatoldgicas. La evaluacioén debe incluir la relacién entre la dosis de la sustancia de ensayo y la
presencia o ausencia y la incidencia y severidad de las anomalias, incluyendo anomalias de
comportamiento y clinicas, lesiones severas, cambios microscopicos, identificados en 6rganos diana,
efectos sobre la mortalidad y cualquier otro efecto general o especifico.

6.4 Informe final

La informacion dada en el apartado 5.4 debe estar contenida en el informe final para el estudio de
toxicidad sistémica con exposicion repetida. Ademas, se debe proporcionar la informacion siguiente:

- ensayos hematolégicos utilizados y resultados con los datos basales relevantes;

- ensayos de bioquimica clinica utilizados y resultados con los datos basales relevantes;

- hallazgos histopatolégicos;

- una evaluacién estadistica de los resultados cuando se utilizaron y una discusion sobre su
significacion biolégica.

Un estudio de toxicidad sistémica a largo plazo proporcionara informacion sobre los efectos de la
exposicién repetida a una sustancia de ensayo. La extrapolacion de los resultados del estudio a
humanos es valida hasta un grado limitado pero puede proporcionar informacion atil sobre la
exposicion permisible de seres humanos.
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ANEXO A
(Informativo)

Rutas de administracion

A.1 Generalidades

Se enumeran varias rutas de administracion en los capitulos A.2 a A.10. Otras rutas de
administracion pueden ser clinicamente mas relevantes y se deberian utilizar. Se deberia utilizar la
ruta de administracibn méas relevante. Si se utiliza una ruta alternativa de administracion se debe
justificar. Se recomienda la consulta de experto cuando se disefian los estudios apropiados.

A.2 Dérmica

Los ensayos de toxicidad sistémica por la ruta dérmica pueden ser apropiados para productos de
superficie. Se deberia considerar limitar el acceso oral del animal a la muestra de ensayo.

A.3 Implantacion

Los ensayos de toxicidad sistémica por implantacién pueden ser apropiados para productos
implantados. El ensayo puede ser apropiado para ensayo directo de un material por aplicacién a un
area general o especifica. La forma y textura del articulo de ensayo se deberia tener en cuenta. Los
métodos para la implantacién se pueden encontrar en la Norma Internacional 1ISO 10993-6.

A.4 Inhalaciéon

Los ensayos de toxicidad sistémica por inhalacién pueden ser apropiados para productos con un
entorno de contacto que de lugar a lixiviacidon de vapores quimicos volatiles, o para una muestra de
ensayo en forma de aerosol/particulas con potencial para la inhalacién. Los detalles especificos del
protocolo para esta ruta de administracion se pueden encontrar en la mayoria de los textos dedicados
sobre toxicologia de la inhalacién.

A.5 Intradérmica

Los ensayos de toxicidad sistémica por la ruta intradérmica pueden ser apropiados para un producto
con un entorno de contacto intradérmico que de lugar a lixiviacién de agentes quimicos. Las
muestras de ensayo se administran normalmente de forma directa a la regién intradérmica por
inyeccion. La utilizacion de lugares de tratamiento mdultiples se deberia describir y justificar de forma
clara.

A.6 Intramuscular

Los ensayos de toxicidad sistémica por la ruta intramuscular pueden ser apropiados para productos
con un entorno de contacto con tejido muscular que de lugar a lixiviacion de agentes quimicos. Las
muestras de ensayo se administran normalmente de forma directa al tejido muscular por inyeccion o
implantacion quirdrgica.

Los lugares necesitan ser escogidos para reducir al minimo la pérdida de funcidn o la posibilidad de
dolor derivado de lesiones nerviosas causadas por tensién de la fibra muscular ejercida por la
muestra de ensayo inyectada o implantada. Los lugares se deberian rotar para estudios de dosis
repetidas, dado que, por ejemplo, las formulaciones no acuosas pueden permanecer retenidas por
almacenamiento durante > 24 h. La utilizacion de lugares de tratamiento mdltiples se deberia
describir y justificar de forma clara.
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A.7 Intraperitoneal

Los ensayos de toxicidad sistémica por la ruta intraperitoneal pueden ser apropiados para productos
con un entorno de contacto con una via de fluido o cavidad peritoneal que de lugar a lixiviaciéon de
agentes quimicos. Esta es también una ruta apropiada cuando el extracto no se deberia administrar
intravenosamente, tal como los extractos oleosos apolares y cuando pueden existir particulas
presentes. Esta ruta es preferible a la filtracion para una inyeccién intravenosa. Las muestras de
ensayo se administran como de costumbre directamente a la cavidad peritoneal. Los célculos de la
frecuencia de administracion de la dosis deberian considerar que los articulos de ensayo
administrados por esta ruta son absorbidos primariamente a través de la circulacion portal y por lo
tanto deben pasar a través del higado antes de alcanzar la circulacién general. Se deberia
proceder con cuidado para no inyectar en el estbmago o en el tracto intestinal.

A.8 Intravenosa

Los ensayos de toxicidad sistémica por la ruta intravenosa pueden ser apropiados para productos
con un entorno de contacto directo o indirecto con la sangre o con una via de fluido que de lugar a
lixiviacion de agentes quimicos. Las muestras de ensayo se colocan como de costumbre o se
administran directamente en el sistema vascular. Si existen particulas presentes, se deberia
considerar la administracion por la ruta intraperitoneal o filtracién de la muestra. Los volimenes y
tasas de administracién de dosificacion recomendadas para estudios intravenosos con las especies
de animales de laboratorio utilizadas mas comiunmente se enumeran en el anexo B.

Se deberia proceder con cuidado para reducir al minimo la posibilidad de inyeccién extravascular de
la muestra de ensayo. Para inyecciones de duracion de 5 min. o0 mas, se deberia considerar la
utilizacion de una aguja con sistema de fijacién de mariposa o un catéter intravenoso.

A.9 Oral

Los ensayos de toxicidad sistémica por la ruta oral pueden ser apropiados para productos con un
entorno de contacto directo o indirecto con la mucosa oral, o para productos con otra aplicacion
enteral. Las muestras de ensayo se administran como de costumbre por introduccién en el
estdbmago mediante tubo gastrico. Los animales experimentales se deberian generalmente someter
a ayuno antes de la administracién de la muestra de ensayo. El periodo de ayuno puede oscilar
entre horas hasta durante la noche, con los periodos mas cortos para los animales con tasas
metabdlicas mas altas. Después del periodo de ayuno, los animales se deberian pesar y luego
administrarles la muestra de ensayo en una dosis Unica segun el peso corporal. Después de haber
administrado la muestra de ensayo, la comida se puede restringir durante un periodo adicional de 3
h a 4 h. Cuando una dosis se administra en fracciones durante un cierto periodo, puede ser
necesario proporcionar comida y agua a los animales dependiendo de la duracién del periodo.

A.10 Subcutanea

Los ensayos de toxicidad sistémica por la ruta subcutanea pueden ser apropiados para un producto
con un entorno de contacto subcutdneo que dé lugar a lixiviacién de agentes quimicos. Las muestras
de ensayo se administran como de costumbre directamente a la regiéon subcutédnea por inyeccion o
por implantacion. La utilizacion de lugares de tratamiento multiples se deberia describir y justificar
de forma clara.
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ANEXO B
(Informativo)

Volimenes de dosificacion

B.1 Generalidades

Los principios de investigacion con animales de forma humanitaria requieren que se hagan todos
los esfuerzos razonables para reducir al minimo o eliminar todos los efectos fisiolégicos o
patoldgicos adversos. Los valores enumerados en la tabla B.1 son los limites maximos recogidos en
la literatura. Estos valores no se deberian tomar como una recomendacion en esta parte de la Norma
Internacional ISO 10993 pero los investigadores deberian aplicar limites superiores respecto a
factores tales como peso corporal, &rea superficial, velocidad de administracion, propiedades
fisicoquimicas y biolégicas de la muestra de ensayo, y tensién a la que se siente sometido el
animal. Se deberia proceder de forma que se reduzca al minimo el volumen de dosificacion a la par
gue se tienen en cuenta estos factores de ajuste.

Tabla B.1- Volimenes de dosificacién maximos para administracién de la muestra de ensayo

Especie Subcutanea | Intramuscular |Intraperitoneal| Introduccion en | Intravenos
ml/kg mi/kg mi/kg el estbmago a
mediante tubo mi/kg
gastrico
Rata 20 1 20 50 40
Ratén 50 2 50 50 50
Conejo 10 1 20 20 10
Perro 2 1 20 20 10
Mono 5 1 20 15 10
NOTA La reglamentacion de paises individuales puede dejar sin efecto los volimenes
maximos enumerados en esta tabla. Se recomienda generalmente que las
administraciones intramusculares en roedores no deberian sobrepasar 0,1 ml/lugar (ratén) y
0,2 ml/lugar (rata).

B.2 Referencias sobre volumen de dosificaciéon
Véase la bibliografia, Parte 2 [10-15].
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ANEXO C
(Informativo)

© NC

Sefiales y observaciones clinicas comunes

Tabla C.1- Sefales y observaciones clinicas comunes

Observacion clinica

Senal observada

Sistema(s) implicados

Respiratoria

Disnea (respiracion abdominal,
jadeos), apnea, cianosis,
taquipnea, descargas por los
orificios nasales

SNC, pulmonar, cardiaco

Actividades motoras

Aumento descenso de la
somnolencia, pérdida de equilibrio,
anestesia, catalepsia, ataxia,
locomocién inusual, postracion,
temblores, fasciculacion

SNC, somatomotor,
sensorial, neuromuscular,
autonémico

Convulsion Clonica, tonica, tonico-clonica, por SNC, neuromuscular,
asfixia, opistotonos autondmico, respiratorio
Reflejos Reflejo corneal, desequilibrante, SNC, sensorial,

miotacto, a la luz, de susto

autonémico,
neuromuscular

Sefales oculares

Lagrimeo, miosis, midriasis,
exoftalmia, ptosis, opacidad, iritis,
conjuntivitis, cromodacriorrea,
relajacion de la membrana
nictitante

Autondémico, irritacion

Senales cardiovasculares

Bradicardia, taquicardia,
arritmia, vasodilatacion,
vasoconstriccion

SNC, autonoémico,
cardiaco, pulmonar

Salivacién Excesiva Autonémico
Erizamiento del vello Pelo erizado Autondémico
Analgesia Disminucion de reaccion SNC, sensorial

Tono muscular

Hipotonia, hipertonia

Autondmico

Gastrointestinal

Deposicién blanda, diarrea,
emesis, diuresis, rinorrea

SNC, autonémico,
sensorial, motilidad
gastrointestinal, renal

Piel

Edema, eritema

Dafios tisulares, irritacion
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ANEXO D
(Informativo)

NC-ISO 10993-11: 2010

Mediciones hematoldgicas, de quimica clinica, y de andlisis de orina recomendadas

D.1 Hematologia

Potencial de coagulacion (PT, APTT)

Concentracién de hemoglobina

Hematocrito

Recuento de plaquetas
Recuento de hematies
Recuento de leucocitos

Diferencial leucocitario

D.2 Quimicaclinica

Albumina

ALP

ALT

AST

Calcio

Cloruro
Colesterol
Creatinina
GCT

Glucosa
Faésforo inorganico
Potasio

Sodio
Bilirrubina total
Proteina total
Triglicéridos

Nitrégeno ureico

Enzimas adicionales, segun proceda cientificamente

Los niveles de inmunoglobulina total se pueden considerar un indicador de inmunotoxicidad
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D.3 Anélisis de orina (recogida cronometrada, por ejemplo, de 16 h a 24 h)

Aspecto

Bilirrubina

Glucosa

Cetonas

Sangre oculta

Proteina

Sedimento

Peso especifico u osmolalidad
Volumen

Otros ensayos cientificamente apropiados si el articulo de ensayo se sospecha que causa
toxicidad en érgano especifico (generalmente requiere la recogida de muestra refrigerada).
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ANEXO E
(Informativo)

Listado de 6rganos recomendados para evaluacion histopatoldgica
Céapsulas suprarrenales*!-!
Todas las lesiones severas (incluyendo los lugares de tratamiento)
Aorta
Médula 6sea (fémur, costillas o esternén)
Cerebro* (secciones representativas incluyendo cerebro, cerebelo y protuberancia)
Ciego
Colon
Duodeno
Epididimo*
Esofago
Ojos
Vesicula biliar (si esta presente)
Corazén*
fleon
Yeyuno
Rifiones*
Higado*
Pulmones y bronquios (preservados por inflado con adhesivo y posterior inmersion)
Nédulos linfaticos (locales para cubrir el lugar de administracién y distantes para cubrir efectos
sistémicos)
Glandulas mamarias (hembras)
Musculo (esquelético)
Cartilagos nasales (para estudios de inhalacion)
Nervios (ciatico o tibial) preferiblemente en proximidad cercana al masculo
Ovarios*
Péancreas
Paratiroides
Pituitaria
Préstata
Recto
Glandulas salivares
Vesiculas seminales
Piel
Médula espinal
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Bazo*

Esternén

Estomago

Testiculos*

Timo*

Tiroides

Traquea

Vejiga urinaria

Utero* (incluyendo cuello del Gtero y oviductos)
Vagina

1) Ademas de la evaluacién histopatolégica, los érganos/tejidos marcados con un asterisco (*) se deberian pesar, pesando
también otros drganos si procede cientificamente. Las conclusiones clinicas y de otra indole pueden sugerir la necesidad
de examinar tejidos adicionales. Ademas, se deberia preservar cualquier 6rgano considerado como posible érgano diana
basandose en las propiedades conocidas de la sustancia de ensayo.

La histopatologia total se deberia practicar para los érganos y tejidos preservados de todos los animales en el grupo de
control y de dosis mas alta. Estos examenes, utilizando 6rganos/tejidos diana especificos seglin sea necesario, se deberian
extender a animales de todos los otros grupos de dosis si se observan cambios relacionados con el tratamiento en el grupo
de la dosis mas alta.
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ANEXO F
(Informativo)

Informacién sobre pirégenos mediados por materiales

La pirogenicidad es la capacidad de un agente quimico u otra sustancia para producir una
respuesta febril. Las respuestas pirogénicas pueden ser mediadas por materiales, mediadas por
endotoxinas, 0 mediadas por otras sustancias, tales como componentes de bacterias gram-positivas y
hongos. Esta parte de la Norma Internacional ISO 10993 cubre la pirogenicidad mediada por
materiales.

No es necesario ensayar todos los equipos médicos nuevos para la pirogenicidad in vivo. Sin
embargo, los materiales que contienen entidades o sustancias quimicas nuevas que han causado
previamente una respuesta pirogénica, se deberian evaluar para pirogenicidad mediada por
materiales. La contaminacion por endotoxinas puede ser una fuente de una respuesta pirogénica, y no
se deberia confundir con una respuesta pirogénica mediada por el material.

Pirogenicidad mediada por endotoxinas

Esta forma de pirogenicidad que se origina de las endotoxinas biolégicamente activas de las
bacterias gram negativas, que es normalmente una contaminacion inductora de fiebre en el
proceso de fabricaciéon de equipos médicos, se evalla por medicion de la cantidad de endotoxina
en los productos mediante un ensayo LAL (lisado de amebocitos del limulo) especifico de
endotoxinas sin efectuar un ensayo en conejo®-.

Pirogenicidad mediada por materiales

Este tipo de pirogenicidad tiene su origen en factores no relacionados con endotoxinas. A
continuacién se enumeran las sustancias que se sabe generan una respuesta pirogénica, sin ser
endotoxinas:

pirégenos enddégenos (por ejemplo, IL-1, IL-6, TNF a, INF-y);
prostaglandina;
inductores (por ejemplo, acidos poliadenilico, poliuridilico, polibionosinico y poliribocitidilico);

sustancias que interrumpen la funcion de los centros termorreguladores (por ejemplo, LSD,
cocaina, morfina);

agentes desacoplantes de la fosforilacion oxidativa (por ejemplo, 4, 6-dinitro-o-cresol, dinitrofenol,
acido picrico);

N-fenil-j6-naftilamina y aldo-a-naftilamina (el mecanismo febril es desconocido);
exotoxinas bacterianas (por ejemplo, TSST-1, SEA, Spe F, Spe C);
neurotransmisores (por ejemplo, noradrenalina, serotonina);

metales, como las sales de niquel, en algunos casos.

2)

Ensayo LAL AAMI/ST72 — Endotoxina bacteriana — Metodologias de ensayo, monitorizacién de rutina, y alternativas al

ensayo por lotes.
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Para la deteccién de la pirogenicidad mediada por materiales, se recomienda el ensayo de
pirbgenos en conejo, que tiene un espectro amplio para deteccion de la actividad pirogénica. Los
métodos para efectuar el ensayo de pirdgenos en conejo se pueden encontrar en la farmacopea de los
EEUU, la farmacopea europea y la farmacopea japonesa. El ensayo LAL no es adecuado para
determinar la pirogenicidad de estas sustancias. Si se desarrollan otros métodos para detectar la
pirogenicidad no mediada por endotoxinas, y se logra validarlos, estos métodos se consideraran
para sustituir al ensayo en conejo.

Existen técnicas recientes que son determinaciones analiticas basadas en la liberacién de
citoquinas por los monocitos/macrofagos que son capaces de detectar pirogenicidad relacionada
con componentes de bacterias gram negativas, bacterias gran positivas y hongos. Estas
determinaciones no estan validadas para pirogenicidad mediada por materiales.
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