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1. RESUMEN

Se realiz6 la evaluacion para determinar la hipersensibilidad del producto DBM NANO
(matriz 6sea desmineralizada), mediante la metodologia descrita en la Guia ISO-10993
Biological Evaluation of Medical Devices, Part. 10: Tests for irritation and delayed-type
hypersensitivity. Concluyendo que no se encontré evidencia de reacciones de
sensibilizaciéon

2. INTRODUCCION

La matriz 6sea desmineralizada (DBM por sus siglas en inglés), es un hueso que se ha
tratado quimicamente para eliminar la parte mineralizada y mantener la matriz organica y(
los factores de crecimiento. Aproximadamente el 93% de la DBM consiste en colageno,
mientras que solo el 5% se compone de otros factores de crecimiento. Es débilmente
osteoconductivo porque las porciones organicas de hueso, como el colageno,
permanecen. Se ha comprobado la capacidad osteoinductora de dicha matriz en multiples
estudios, por lo que se ha utilizado para inducir la formaciéon de hueso en diversas
aplicaciones clinicas. Aunque, por otro lado, se ha considerado que la DBM no tiene
rechazo inmunolégico ya que la estructura superficial antigénica del hueso se destruye
durante la desmineralizacion con acido por otro lado, varios estudios han demostrado que
cualquier aloinjerto 6seo puede inducir respuestas inmunitarias del huésped a pesar de su
tratamiento.

Por otro lado, la posibilidad de que un producto o dispositivo médico pueda provocar
sensibilizacion cuando se pone en contacto en repetidas ocasiones en un
paciente/individuo, para descartar tal reaccion puede realizarse la prueba de
hipersensibilidad retardada que evalia la respuesta observada al aplicar un producto o
dispositivo médico por via dérmica en una especie relevante como el cobayo. Se basa en
la induccion de la especifica mediada por células T de memoria inmunolégica de un
alérgeno al que estd expuesto un individuo, lo que resulta en una reaccion de
hipersensibilidad de tipo retardado después del segundo contacto con el alérgeno.

Es una prueba predictiva y no excluye la posibilidad de validar los resultados con datos
obtenidos en analisis de datos epidemioldgicos, otras pruebas dermatolégicas, y/o
monitoreo de reclamaciones del producto.

Por lo anterior y ante el creciente desarrollo y evolucion de productos innovadores, se
reconoce la importancia de efectuar pruebas y procedimientos de evaluacién para
garantizar su biocompatibilidad y seguridad, para posteriormente solicitar y obtener su
registro ante la autoridad regulatoria correspondiente.
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3. OBJETIVO
Evaluar la reaccion localizada de sensibilizacion cutanea, de la elucién del producto de
prueba DBM NANO (matriz 6sea desmineralizada).

4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Producto de prueba
DBM-NANO (Matriz 6sea desmineralizada), del fabricante Biograft de México S.A. de C.V.

4.2 Preparacion del producto de prueba

Para la preparacion de la eluciéon del producto de prueba, se utilizd la guia ISO 10993-
10:2012 y al Procedimiento Normalizado de Operacion para los estudios de seguridad de
dispositivos médicos (PNODM-UNAM-UNIPREC-01). _
La muestra se prepar6 dentro de la campana de flujo laminar CFCC-UNIPREC-01 pa @
garantizar la esterilidad del producto y su elucién. Se usé la relacién de 0.2 g del materi

de prueba por mililitro de disolvente. Por lo que, se utilizaron 22 g del producto de prueba *
equivalentes a 22 cc y se pusieron en una botella de medio de cultivo de 500 mL estéril
marca Corning con nimero de lote 31415012 y fecha de caducidad de 10/11/18, con 110
mL de solucion salina fisiologica isotonica estéril al 0.9% marca PiSA con nimero de lote
D16Y496 y fecha de caducidad de mayo/19, y se colocaron en la incubadora ININ-
UNIPREC-01 a 37°C por un periodo de 72 horas. Posteriormente de la elucion se tomaron
alicuotas de 27.5 mL en tubos de centrifuga de 50 mL marca Corning con nimero de lote
30716079 y fecha de caducidad de 01/11/21, para usarse por cada semana de
administracion y en la fase de desafio, almacenandose en el refrigerador RECF-
UNIPREC-01 para ser utilizados conforme se fueron requiriendo. Lo anterior se registro
en la BAP-UNAM-UNIPREC-03.

4.3 Sistema de prueba

Se emplearon cobayos machos adultos jovenes y sanos, de entre 300 a 500 g al inicio del
estudio, dichos animales contaron con su respectivo certificado de salud y reporte
microbioldgico.

4.4 Justificacion del sistema de prueba

El estudio se realiz6 de acuerdo a la Guia ISO-10993 Biological Evaluation of Medical
Devices, Part. 10: Tests for irritation and delayed-type hypersensitivity y al Procedimiento
Normalizado de Operacién para los estudios de seguridad de dispositivos médicos
(PNODM-UNAM-UNIPREC-01).
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4.5 Tamano de Muestra

Se utilizaron 15 cobayos Hartley.

4.6 ldentificacion de los animales

Los animales se identificaron con numeracion consecutiva: para el grupo del producto de
prueba numeracién del 1-10 y del grupo control del 11 al 15, mediante marcado con
marcador indeleble en la region sacra de acuerdo al Procedimiento Normalizado de
Operacioén para el Manejo de Animales PNOMA-UNAM-UNIPREC-01.

4.7 Condiciones de alojamiento y alimentacion

Los animales se alojaron dentro del area de Experimentacion Animal de la Unidad de
Investigacion  Preclinica (UNIPREC), que cuenta con la autorizacion de
SAGARPA/SENASICA AUT-B-B0314-010, en la sala 1 cumpliendo el tiempo d @
cuarentena de al menos 10 dias, durante el cual se revisaron diariamente para observa
su estado de salud, una vez cumplido dicho tiempo los animales se cambiaron a la sala 2
para iniciar con la ejecucion del estudio y cumpliendo con lo sefalado en la NOM-062-
Z00-1999 “Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales
de Laboratorio”, se colocaron a razén de 5 animales por jaula con las siguientes
dimensiones: 0.75 x 0.55 x 0.25 m. y bajo condiciones ambientales controladas
como“Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio”,: extraccién e inyeccion de aire con al menos 18 recambios por hora
mediante filtros HEPA, los cuales filtran particulas de hasta de 3 pm en el aire de
inyeccion, temperatura de 22°C + 2°C, con un porcentaje de humedad relativa de entre
40-70% y ciclos de luz obscuridad de 12/12 h. Para su registro se utilizaron los formatos
correspondientes a los procedimientos normalizados de operacién del proceso de
verificacion, calibracion, calificacion y mantenimiento preventivo (PNOVC-UNAM-
UNIPREC-01).

Por otro lado, se les proporcioné alimento Guinea Pig Chow 5025 ad libitum con numero
de lote OCT10173 y fecha de caducidad de jul/18, cama Pine Shavings Bedding marca
Envigo y agua purificada por filtracion ad libitum del Centro UNAM-ENVIGO, los
bebederos se esterilizaron en la autoclave AUAE-UNIPREC-01.

4.8 Disefo experimental

El estudio se realizé conforme al Procedimiento Normalizado de Operacion para la prueba
de hipersensibilidad retardada por el método de Buehler PNOHS-UNAM-UNIPREC-01.

FIF-UNAM-UNIPREC-01
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Se utilizaron 2 grupos experimentales: un grupo control con 5 animales y otro grupo de la
elucion del producto de prueba con 10 animales. Un dia antes de iniciar la prueba se llevo

a cabo el rasurado de los animales, en un area de aproximadamente de 4 a 6 cm de
ancho, en la regién dorso-lateral, evitando causar lesiones o irritaciones en la piel antes

de la prueba para no interferir con los resultados finales de la misma. g
Se aplicé via cutanea al grupo control el agua inyectable estéril marca PiSA con No. de/
lote R16T73 y fecha de caducidad de oct/19, a un volumen de 0.5 mL/sitio en ambo @
costados de los 5 cobayos de la siguiente manera:

Craneal

Sitio de aplicacion Sitio de aplicacion

Sitio de aplicacion Sitio de aplicacion

De la misma manera, al grupo de prueba se aplicé via cutanea la elucién del producto de
prueba a una dosis de 0.5 g/sitio en ambos costados de los 10 cobayos (ver Cuadro 1).

Cuadro 1. Relacion de dosificacion

Grupos No. de No. de Dosis y via
animales sitios/animal administracion
Prueba (elucion del producto de prueba) | 10 cobayos 4 0.5 mL/sitio, via cutanea
Control (agua inyectable) 5 cobayos 4 0.5 mL/sitio, via cutanea

Posteriormente se cubrieron los sitios de aplicaciéon con un parche de gasa de algodén
estéril, después de 6 horas se retiraron, se lavo la zona de aplicacion con ayuda de una
gasa y agua purificada por filtracion. Esta fase de induccion se realizé durante tres dias
consecutivos por tres semanas, dicho procedimiento se llevd a cabo para ambos grupos
(producto de prueba y control).

Posteriormente se realizé la fase de desafio15 dias después, donde se retaron a todos los
animales del grupo de prueba con la aplicacion en una sola ocasion de la elucién del
producto de prueba, asi como los del grupo control con el agua inyectable, y se les colocd
su respectivo parche de gasa, pasadas 6 horas se retiraron los parches y se lavaron los

sitios de aplicacion en ambos grupos.

FIF-UNAM-UNIPREC-01
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A las 24 y 48 horas post-administracion se examinaron los sitios para detectar cualquier

tipo de evidencia de reaccion tisular como eritema y edema, segun la escala de
Magnusson-Kligman (Cuadro 2). Las actividades se registraron en la BAP-UNAM-
UNIPREC-03 y la evaluacion en el formato evaluacién de la prueba de hipersensibilidaé ~
retardada (FHR-UNAM-UNIPREC-01). @

Cuadro 2. Evaluacién de las reacciones en la piel (Valores Maghusson/Kligman)

P TABLA DE VALORES MAGNUSSONKLIGVAN:
ERITEMA: ~ VALOR
SIN ERITEMA 0
ERITEMA DISCRETO 1
ERITEMA MODERADO 2
ERITEMA INTENSO 3
EDEMA:
SIN EDEMA
EDEMA DISCRETO
EDEMA MODERADO

EDEMA INTENSO 3

(1) Excluye edemas no inflamatorios (mecanicos) del blanco o liquido de extraccion.

Interpretacion

Segun la escala Magnusson-Kligman se registraron los resultados del ensayo y se
presentan como la frecuencia de positivos en los grupos tratados y de control, si por lo
menos en un caso se presenta un positivo, se considera positiva la prueba.

4.9 Procedimientos terminales

Terminado el estudio se aplico la eutanasia en los animales con sobredosis de anestesia,
utilizando 1 mL de pentobarbital sddico marca Sedalpharma con nimero de lote 17085 SP
y fecha de caducidad de mar/20, y los cadaveres se enviaron al congelador del area de
residuos COAR-UNIPREC-01, para su posterior disposicion.

5. RETENCION DE REGISTROS, MUESTRAS Y ESPECIMENES

El manejo de la documentacién 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).

FIF-UNAM-UNIPREC-01
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La documentacion se archivé en el expediente de analisis 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). Los documentos
electronicos quedaran resguardados en una nube virtual de uso exclusivo de la
UNIPREC. El periodo de resguardo sera por un periodo minimo de cinco afios. Al finalizar@
este tiempo el EAP y los materiales que apliquen seran entregados al Patrocinador quien

lo conservara por el tiempo que juzgue pertinente.
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6. RESULTADOS

A continuacion, se presenta el formato de resultados de la prueba de hipersensibilidad
retardada FHR-UNAM-UNIPREC-01.
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A continuacién, se muestran imagenes fotograficas representativas por cobayo y por
tiempo:

Alas 24 h
Grupo de prueba

Grupo de control

FIF-UNAM-UNIPREC-01
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A las 48 hrs.
Grupo de prueba

Cobayo 2 Cobayo 3 Cobayo 6 Cobayo 10

Grupo de control

Cobayo 11 Cobayo 12
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9. ANEXOS

Los que se incluyen en el protocolo, asi como el formato de registro de enmiendas FREM-UNAM-
UNIPREC-01.

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 log,
Procedimientos Normalizados de Operacién de la UNIPREC. N

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

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL / DIRECTOR DE ESTUDIO

Héctor Rico Morales ‘*’:ﬁ

Declaracion del responsable de aseguramiento de calidad

Durante la ejecucién del estudio “PEI-243612 Desarrollo de dispositivos con base en Matriz Osea
Desmineralizada incorporando nanoparticulas bioactivas: - Prueba de Hipersensibilidad
retardada”, UNIPREC/17/044-3, se llevaron a cabo diferentes inspecciones y los resultados de
estas fueron comunicadas a la Direccién de la UNIPREC, asi como al Investigador
principal/director de estudio en las siguientes fechas:

Fecha de Fecha de
: Etapa inspeccionada reporte de
inspeccion
' hallazgos
11/12/17 Revision del protocolo 11112117
27/02/18 Inspecciones al estudio - sistema de prueba (administracion 27/02/18
de la elucién)

19/04/18 Inspecciones al estudio — datos crudos (Bitdcora BAP- 19/04/18
UNAM-UNIPREC-03, formato FHR-UNAM-UNIPREC-01)

19/04/18 Revision del informe final 19/04/18
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7. CONCLUSIONES

Después de realizar la prueba de hipersensibilidad retardada y de revisar todos los sitios
de aplicacion y a los diferentes tiempos, no se observaron reacciones de eritema y
edema. Por lo que se concluye que el producto de prueba DBM-NANO (Matriz 6sea
desmineralizada), tiene como resultado Sin Sensibilizacion.
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Por todo lo anterior se confirma que el informe final refleja fielmente los datos crudos obtenidos
durante la ejecucién del mismo.

NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE DE ASEGURAMIENTO DE CALIDAD

Mabel C. Tinoco Méndez A i

(NOMBRE, FIRMA Y FECHA DEL INVESTIGADOR
PRINCIPAL/DIRECTOR DE ESTUDIO)

FINALIZACION DEL ESTUDIO: Héctor Rico Morales .M 23/05/18 %
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