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1. RESUMEN

Se realizé la evaluacion del producto DBM NANO (matriz 6sea desmineralizada),
mediante la prueba de reactividad Intracutéanea. El estudio se realiz6 de acuerdo a la Guia
ISO-10993-10 2006 y a la monografia de Reactividad Intracutanea MGA-DM 3171,
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, Suplemento para Dispositivos Médicos,
Tercera Edicion, México 2014, y al Procedimiento Normalizado de Operacion para los
estudios de seguridad de dispositivos médicos (PNODM-UNAM-UNIPREC-01).

Se observé una ligera reaccion en dos animales (1 y 3), aunque de acuerdo con los
criterios de interpretacion las muestras cumplen con las especificaciones de la prueba, ya
que el valor promedio de reacciones de la muestra es menor a 1.0. Por lo que se concluye
que el producto de prueba DBM-NANO (Matriz 6sea desmineralizada), es No Irritante,
probablemente inocuo.

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 desmineralizaciéon 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
irritacion cuando esta en contacto con un paciente, puede evaluarse a partir de la
respuesta observada al inyectar una elucion del producto o dispositivo médico por via
Intracutanea en conejos. Esta es una prueba genérica y no excluye la necesidad de
realizar otras pruebas mas especificas en funcion del tipo de uso del producto, ya que los
tejidos difieren en vascularizacién, composicion y respuesta.

Por lo anterior y ante el creciente desarrollo y evolucién de productos innovadores, se
reconoce la importancia de efectuar pruebas y procedimientos de evaluacion 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 del tejido para eluciones del dispositivo médico después de
su inyeccion intracutanea a dosis Gnica en conejos.

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

4.2 Preparacion del producto de prueba

Para la preparacion de la elucién del producto de prueba, se utilizé la guia ISO 10993-
10:2012 y la monografia de Reactividad Intracutanea MGA-DM 3171, Farmacopea de lo
Estados Unidos Mexicanos, Suplemento para Dispositivos Médicos, Tercera EdICIOFE\Q
Mexico 2014, y al Procedimiento Normalizado de Operacion para los estudios de
seguridad de dispositivos médicos (PNODM-UNAM-UNIPREC-01).

La muestra se prepar6é dentro de la campana de flujo laminar CFCC-UNIPREC-01 para
garantizar la esterilidad del producto y su elucion. Para calcular el volumen de disolvente

que se agrego para preparar la elucion, se utilizoé la relacion de 0.2 g del material de
prueba por mililitro de disolvente. Por lo tanto, se colocé 1 g. del producto de prueba enun
tubo de centrifuga estérii marca Corning con nimero de lote 03613012 y fecha de \
caducidad del 2018, con 5 mL con solucién salina fisiologica estéril marca PiSA con
namero de lote D16Y496 y caducidad de mayo/19, posteriormente se colocé a 37°C en la
incubadora ININ-UNIPREC-01, por un periodo de 72 horas. Lo anterior se registr6 en la
BAP-UNAM-UNIPREC-03.

4.3 Sistema de prueba

Se emplearon conejos machos adultos jovenes y sanos, de 2 2 Kg al inicio del estudio,
dichos animales contaron con su respectivo certificado de salud y reporte microbiolégico.

4.4 Justificacion del sistema de prueba

El estudio se realiz6 de acuerdo a la Guia ISO-10993-10 2006 y a la monografia de
Reactividad Intracutanea MGA-DM 3171, Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos,
Suplemento para Dispositivos Médicos, Tercera Edicion, México 2014, y al Procedimiento
Normalizado de Operacién para los estudios de seguridad de dispositivos médicos
(PNODM-UNAM-UNIPREC-01).
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4.5 Tamarno de Muestra

Se utilizaron 3 conejos Nueva Zelanda.

4.6 ldentificacion de los animales

Los animales se identificaron con numeracién consecutiva mediante marcado con
marcador indeleble en la parte interna de la oreja, de acuerdo al Procedimiento
Normalizado de Operacion para el Manejo de Animales PNOMA-UNAM-UNIPREC-01.

4.7 Condiciones de alojamiento y alimentacion

Los animales se alojaron en la sala 2 del area de Experimentacién Animal de la Unidad de
Investigaciéon  Preclinica (UNIPREC), que cuenta con la autorizacion de
SAGARPA/SENASICA AUT-B-B0314-010 y cumpliendo con lo sefialado en la NOM-062-
Z00-1999 y se colocaron a razén de 1 animal por jaula, dichas jaulas tienen las
siguientes dimensiones: 0.43 x 0.53 x 0.40 m. en conformidad a la NOM-062-ZO0-1999
“Especificaciones Técnicas para la Producciéon, Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio”, bajo condiciones ambientales controladas como son: extraccion e inyeccion
de aire con al menos 18 recambios por hora mediante filtros HEPA, los cuales filtran
particulas de hasta de 3 um 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 Laboratory Rabbit Chow 5321 ad libitum, cama
Pine Shavings Bedding marca Envigo y agua purificada por filtracién ad libitum del Centro
UNAM-ENVIGO, los bebederos se esterilizaron en la autoclave AUAE-UNIPREC-01.

4.8 Disefio experimental

El estudio se realizé conforme al Procedimiento Normalizado de Operacion para la prueba
de reactividad intracutanea PNORI-UNAM-UNIPREC-01. Un dia antes de la prueba se
llevo a cabo el rasurado de los costados de cada conejo procurando no causar lesiones o
irritaciones de la piel que pudieran interferir con los resultados finales de la prueba.

Se aplico en el costado derecho de los animales la elucién del producto de prueba y en el
izquierdo la solucién control que fue solucion salina fisiolégica inyectable estéril al 0.9%
marca PiSA con nimero de iote D16Y496 y fecha de caducidad de Mayo/19, identificando
con un marcador indeleble el lado correspondiente a cada uno de ellos.
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Se inyect6 via intracutanea con jeringa de insulina marca Terumo con nimero de lote
141220R y caducidad de 11/2019, a una dosis de 0.2 mL/sitio en 5 sitios diferentes en los
costados de los conejos, tanto la elucién del producto de prueba como la solucién control

(Cuadro 1).
Cuadro 1. Relacion de dosificacion
Productos No. de animales No. de sitios/animal Dosis
Solucion control 5
) 0.2 mL/animal. En cada uno de los 15
3 conejos .
sitios i :

Elucion del producto 5 iti e manera intracutanea
de prueba '

Se examinaron los sitios de inyeccion a las 24, 48 y 72 horas post inyeccion para detectar
cualquier tipo de evidencia de reaccion tisular como eritema, edema o necrosis, las
observaciones se registraron en el formato FRRI-UNIPREC-01 de acuerdo a la siguiente

evaluacion (Cuadro 2).

Cuadro 2. Evaluacion de las reacciones en la piel

Eritema grave

Eritema y formacién de escaras ~ Valor
No eritema ' . 0
Eritema muy ligero (apenas perceptible) 1
| Eritema bien definido " 2
Eritema de moderado 3 3
4

Formacién de edema

No edema

Edema muy ligero (apenas perceptible)

Edema ligero bien definido (Bordes del area)

Edema moderado (inflamacién de aproximadamente 1 mm)

Edema severo (elevacion mayor que 1 mm y extendiendose mas alla del area de exposicion)

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

FIF-UNAM-UNIPREC-01
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Interpretacion

Las muestras cumplen con las especificaciones de la prueba si la diferencia entre el valor
promedio de reacciones de la muestra y el blanco es de 1.0 o menor. Si en cualquier
periodo de observacion la reaccion promedio de la muestra es considerablemente mayor
que la reaccion promedio del control, repetir la prueba usando tres conejos adicionales;
las especificaciones de la prueba se cumplen si en la prueba de repeticion la diferencia
entre el valor promedio de reacciones de la muestra y el control es de 1.0 o menor.

4.9 Procedimientos terminales
utilizando 3 mL de pentobarbital sédico marca Sedalpharma con nimero de lote 17085 S

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.

Terminado el estudio se aplicé la eutanasia en los animales con sobredosis de anestesiT{ .

5. 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 documentacion se archivd en el expediente de analisis
preclinico (EAP).

El EAP seréd resguardado por el archivista en el area de archivo de acuerdo al
Procedimiento para el manejo de archivo (PMA-UNAM-UNIPREC-01). 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 afos. Al finalizar
este tiempo el EAP y los materiales que apliquen seran entregados al Patrocinador quien
lo conservara por el tiempo que juzgue pertinente.

FIF-UNAM-UNIPREC-01
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6. RESULTADOS

A continuacién, se presenta el formato de resultados de la prueba de reactwldad@
intracutanea FRRI-UNAM-UNIPREC-01.

N\

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
UNIDAD DE INVESTIGACION PRECLINICA
UNIPREC
FORMATO DE RESULTADOS DE LA PRUEBA DE REACTIVIDAD INTRACUTANEA

NOMBRE DEL ESTUDIO PEI-243612 Desarrollo do disg i an base en matriz dsea o
incarparandeo nanoparticulat bioactivas:Reactividad Intracutinea

NUMERO DE SQLICITUD UNIPREC/17/044-3

REALIZO Nambre AM Fecha: 12/02/18

REVISO Nombre HR Fecha: 15/02/18
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A continuacién, se muestra la evidencia fotogréafica por conejo y por tiempo:

A las 24 hrs.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3

A las 48 hrs.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 |

Alas 72 hrs.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3

FIF-UNAM-UNIPREC-01
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7. CONCLUSIONES

Después de realizar la prueba de reactividad intracutanea y de revisar las reacciones en
todos los sitios de inoculaciéon en cada conejo a los diferentes tiempos, se observé una
ligera reacciéon en dos animales (1 y 3), aunque de acuerdo con los criterios de
interpretacion las muestras cumplen con las especificaciones de la prueba, ya que el valo
promedio de reacciones de la muestra es menor a 1.0. Por lo que se concluye que el
producto de prueba DBM-NANO (Matriz 6sea desmineralizada), es No Irritante, -
probablemente inocuo.
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9. ANEXOS

Los que se incluyen en el protocolo asi como el formato de registro de desviaciones FRDE-UNAM-
UNIPREC-01 y para enmiendas el formato de registro de enmiendas FREM-UNAM-UNIPREC-01.

Declaracién del investigador principal/director de estudio ‘

PRACTICAS DE LABORATORIO registro BPL 02/15 (EMA/OCDE) y en instalaciones autorizada
por SAGARPA/SENASICA, clave AUT-B-B-0314-010 y de acuerdo al protocolo aprobado y a los\
Procedimientos Normalizados de Operacién de la UNIPREC.

Se detectaron desvios durante la ejecucion del estudio los cuales fueron analizados para medir su
impacto y se determinaron las acciones a llevar a cabo (ver formato de registro de desviaciones

(FRDE-UNAM-UNIPREC-01).

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.

El estudio se realizd bajo un Sistema de Gestion de la Calidad que asegura las BUENAi@

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL / DIRECTOR DE ESTUDIO

Hector Rico Morales <4§;e:i{\_

Declaracion 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: Reactividad Intracutanea”,
UNIPREC/17/044-3, se llevaron a cabo diferentes inspecciones y los resultados de éstas fueron
comunicadas a la Direccion de la UNIPREC asi como al Investigador principal/director de estudio
en las siguientes fechas:

Fecha de
Fecha de - s
e i6n Etapa inspeccionada reporte de
pecc hallazgos
11/12/17 Revision del protocolo 11/12/17
09/02/18 Inspecciones al estudio - sistema de prueba (preparacién de 09/02/18
la elucién)
12/02/18 Inspecciones al estudio - sistema de prueba (administracién 12/02/18
de la elucién)
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08/03/18 Inspecciones al estudio — datos crudos (Bitacoras y formatos) 08/03/18
08/03/18 Revision del informe final 08/03/18

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

'H.ea(p??u W(wul.u 4—‘41‘ 13/03}:8

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