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Resolucion Rectoral

Numero: RR-2019-2267-E-UNC-REC

CORDOBA, CORDOBA
Martes 1 de Octubre de 2019

Referencia: CUDAP: EXP-UNC:39671/2018

VISTO las presentes actuaciones, en las que la Sra. Secretaria de Ciencia Tecnologia
de esta Universidad propone celebrar el “Convenio de investigacion y desarrollo” a
suscribirse entre la Universidad Nacional de Coérdoba, y la empresa LIFE SI S.A.S., el
cual tiene como objeto generar una plataforma tecnoldgica que permita el desarrollo de
formulaciones topicas optimizadas y utiles en el tratamiento integral de heridas agudas o
cronicas de la piel, que por la simpleza, robustez y versatilidad del proceso de
obtencién, pudieran ser potencialmente transferibles al sector productivo;

CONSIDERANDO:

Lo informado a fs. 95 por la Secretaria de Gestion Institucional, lo dictaminado por la
Direccion de Asulntos Juridicos bajo DDAJ-2019-65845-E-UNC-DGAJ#SG vy lo
dispuesto por Ord. HCS 6/12,

EL VICERRECTOR DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
RESUELVE:

ARTICULO 1°. - Aprobar el “Convenio de Investigacion y Desarrollo” a suscribirse
entre la Universidad Nacional de Coérdoba y la empresa LIFE SI S.A.S, que se anexa a
la presente y, suscribirlo.

ARTICULO 2°.- Una vez suscripto el instrumento pertinente se debera dar
cumplimiento a lo sugerido por la Direccién de Asuntos Juridicos en su DDAJ-2019-
65845-E-UNC-DGAJ#SG parrafo 9°- in fine-.

ARTICULO 3°.- Comuniquese y dése cuenta al H. Consejo Superior.

JA. -
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CONVENIO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

Entre la UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA, en adelante "la UNC
representada en este acto por el rector, Prof. Dr. Hugo Juri con domicilio en A\ﬁ
Haya de la Torre s/n, Pabellén Argentina 2° piso Ciudad Universitaria, Cérdobé%;
Argentina, por una parte, y la empresa LIFE S] SAS, en adelante "la Empresa'%'g
representado en este acto por Aden M. Diaz, DNI.: 35.817.599 con domicilio er
Neuquen 145, PB, “C*, B° Alberdi, Cérdoba, Ramos Mejia, 1704, Provincia dé

Buenos Aires, por la otra parte, acuerdan en celebrar el presente convenio, el cual

se sujetara a las siguientes clausulas y condiciones:
PRIMERA: ALCANCE DEL CONVENIO: Convencidas las partes de la necesidad de
una estrecha colaboracion entre ellas, para propender a la generacién de

conocimiento con la finalidad de obtener tecnologias relevantes y desarrollar los

recursos aplicables, convienen en dirigir sus esfuerzos comunes a la concrecién d 5

un proyecto de I+D+i titulado "Evaluacion y optimizacién de formulacionef'

inteligentes innovadoras para la profilaxis infecciosa y el tratamiento integral de

heridas™ cuyo objetivo especifico sera: “Generar una plataforma tecnolégica QUéi

permita el desarroflo de formulaciones tépicas optimizadas y Utiles en el tratamfentd
integral de heridas agudas o crénicas de Ia piel, que por la simpleza, robustez ﬂ
versatilidad del proceso de obtencién, pudieran ser potencialmente ftransferibles af
sector productivo. 1- Evaluar el desempefio, (velocidad y la calidad de Iai
cicatrizacién) de la membrana de liberacion sostenida de Cip (antibidtico) o lidocaina|

(anestésico) en un modelo animal experimental de quemaduras de segundo grado
en forma comparativa con el tratamiento estandar. 2- Evaluar in vitro la capacidad
de la membrana para inhibir la formacién de biofilms bacterianos y de disrrumpir
biofilms maduros. 3- Determinar in vivo su eficiencia para minimizar la carga
microbacteriana en heridas infectadas. 4- Evaluar la estabilidad fisica, quimica y
microbiolégica de los materiales en estudio. El proyecto técnico detallado, aprobado
para la adjudicacién de un Subsidio de Innovacién y Transferencia de Tecnologia

(Res. Rec. N° 58/2019), se adjunta como Anexo 1 y pasa a formar parte integrante
del presente convenio.






de las distintas actividades explicitadas en el proyecto detallado en el Anexo ‘!

aportando para ello exclusivamente los recursos comprometidos en el proyectes

realizacién de las distintas actividades explicitadas en el proyecto detallado en e

Anexo 1 aportando para ello recursos fi Inancieros, y materiales propios, incluidos loi.3
recursos humanos (o sus respectivos reemplazos), comprometidos en el proyecto.
CUARTA: CONFIDENCIALIDAD Y REGISTRACION: Tanto los resultados como Jd
informacién obtenida en forma individual o conjunta a través del presente convenia
no podréan ser editados o divulgados sin el acuerdo previo de las partes. En casd

que las partes acuerden la registracién o proteccién del conocimiento generado

mediante alguno de los mecanismos de tutela vigentes, ésta se realizara a través de
la Oficina de Propiedad Intelectual de la UNC, respetando los siguientes porcentajes
de propiedad: 40% la Empresa - 60 % UNC. Los costos que demande la reglstracmn
seran soportados en igual proporcién de acuerde a la titularidad acordad. Laa
decision de extension de la propiedad intelectual a otros paises serd acordada por
las partes y se realizara respetando los porcentajes de propiedad acordados. De no;
estar interesada alguna de las partes en la registracion o proteccion del
conocimiento generado, ésta debera informar a la ofra de su desinterés en Ia
patente con una antelacién no menor a 30 dias antes de la renuncia de sus
derechos y mediante una notificacién fehaciente. La falta de interés de alguna de
las Partes en la registracion o proteccién del conocimiento generado facultara a la
parte interesada a registrarlo a su sélo nombre y a su costo y cargo, adquiriendo
todos los derechos y obligaciones de propiedad intelectual, en aquellos paises que
realice por si misma la correspondiente solicitud.
QUINTA: PUBLICACION Y TRANSFERENCIA DE RESULTADOS: Una vez
concluidas las etapas del proyecto detalladas en el Anexo 1 y, dado el caso de que
no se decida ningln tipo de proteccién o registracion para los resultados del
proyecto, las partes podran hacer uso de los resultados del proyecto. Los
integrantes del proyecto, una vez concluido el mismo, también podran publicar

libremente los resultados, siempre en el caso que se decida la no proteccidon o






cientificos y/o tecnoldgicos en publicaciones especializadas. En el caso de que se |
generen desarrolios que deban ser protegidos mediante el registro de propiedac
intelectual en el marco del proyecto la publicacién de resultados por cuaiquiera dé
las partes debera ser coordinada con la Oficina de Propiedad Intelectual de la UNC
debiendo respetarse la normativa de referencia vigente en la UNC.
SEXTA: VIGENCIA DEL CONVENIO: El convenio tendra una vigencia de dos (2)i :
afos a partir de su firma y finalizara de pleno derecho y sin necesidad de

interpelacion previa por el mero vencimiento del plazo.
SEPTIMA: RESCISION: Si alguna de las partes omitiera subsanar cualquier
incumplimiento de sus obligaciones contractuales en un periodo de 15 (quince) dias
a partir de notificacién por la otra de tal incumplimiento, la otra parte puede dar por
terminado el convenio en forma inmediata mediante notificacion escrita, sin perjuicio
de las acciones por dafios Y perjuicios contra la parte incumplidora que pudieren
corresponder. En cualquiera de los supuestos de terminacion anticipada de Ia
relacién emergente del presente convenio, las partes conservaran los derechos de
propiedad intelectual sobre los resuitados ya alcanzados en Ia investigacion.
OCTAVA: Las partes de comun acuerdo se someten a un Tribunal Arbitral,
integrado por un miembro de cada Parte y ofro designado de comdn acuerdo, en
caso de conflicto en la interpretacion y/o aplicacion de las disposiciones del presente
Convenio, como asi también de todas las obligaciones emergentes. Para el caso de
haberse agotado la instancia arbitral, sin que las partes hayan arribado a un
acuerdo, deberan someter sy diferendo por ante los Tribunales Federales de Ia
Ciudad de Cérdoba, renunciando a cualquier otro fuero de excepcion que pudiere
corresponderles.
En la ciudad de Coérdoba, alos ....... diasdelmesde .................. del afio dos mil
diecinueve y previa lectura y ratificacion, se firman dos ejemplares de un mismo
tenor y a un solo efecto.
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SUBSIDIOS PARA INNOVACION Y TRANSFERENCIA DE TECNOLOﬂifA
FORMULARIO DE PRESENTACION DE PROYECTOS

1. DATOS DEL PROYECTO _
Titulo del Proyecto: “Evaluacion y optimizacién de formulaciones inteligentes innovadoras parajlg
profilaxis infecciosa y el tratamiento integral de heridas”

Ambito fisico donde se desarrollari el proyecto: Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Facultad |de
Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba.

Proyecto nuevo o continnacién de uno anterior: Proyecto nuevo

2. DATOS DEL DIRECTOR (Adjuntar CV)

Apellido: Olivera

Nombre: Maria Eugenia

Documento: 22.370.701

Correo electronico: minioliveral 5@gmail.com, meoliver@feq.unc.edu.ar
Teléfono: 0351-5353865 int. 53352

Unidad académica: Facultad de Ciencias Quimicas

Cargo actual: Profesor Asociado, UNC — Investigador Independiente (CONICET)
Dedicacion al proyecto en horas semanales: 20

3. DATOS DEL CODIRECTOR (Adjuntar CV)
No corresponde

4. INTEGRANTES PERTENECIENTES A LA UNC QUE PARTICIPAN EN EL PROYECTO

Nombre y { CUIL E-Mail Unidad Cargo actual Dedicagion
Apellido Académica al proykoto
(horas
semanaies)
Maria 27- fsanchez(@fcg.unc.eduar | Ciencias | Profesor Ayudante | 40 horas
Florencia 340518204 Quimicas | “A”, dedicacién
Sanchez simple, interino (5
afios antigiiedad )
y beca Doctoral
(CONICET)
Laura 23- lucianicarolina@gmail.com | Ciencias Profesor Asistente, | 20 horas
Carolina 32280190-4 Quimicas | dedicacion simple,
Luciani interino (8 afios
Giacobbe antigiiedad), v
beca Posdoctoral
(CONICET)

5. DATOS DE LA INSTITUCION CONTRAPARTE
Nombre o Denominacién (Debe coincidir con el nombre fiscal de la empresa/organizacién): Lifé SI
SAS

1
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Tipo de Institucion (Empresa, Institucion gubemamental, Fundacién, ONG, ctc.): Empresa
Domicilio Legal: Roque Pérez 3526, Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Teléfono: +54 9 351 294 5697

Correo electronico: adiaz@lifesi.com.ar

Responsable legal: Aden M. Diaz

Documento: 35.817.599

6. INTEGRANTES PERTENECIENTES A LA INSTITUCION CONTRAPARTE

Nombre y Apellido Documento de identidad
Aden Diaz 35.817.599
Martin Alejos 31.222.747

7. GASTOS ASOCIADOS AL PROYECTO

. Aportade | Aportado
- _ . - | por IC | porIC
Rubro Detalle Solicitado a | ( 0 tivo, | (efectivo, | APOrt290 | yoTAL
SeCyT o - por IC
1%  cuota- | 2° cuota-
marzo'19) | junio '19)
Equipamicnto | pHmetro para sélidos 40.000,00 40,000,00
Bibliografia 0,00
' Medios de cultivo, plasticos, '
] bandejas, moldes films, pipetas 4
Bienes de | automaticas, membranas 45.000,00 10.000,00 53.0600,00
Consumo filtrantes, placas, ciclosporina
Cepas ATCC 20.000,00 | 20.000,00
: V'lleg_es y Vlaqu a La Rioja y reuniones de 40.000,00 40.000,00 -
viaticos trabajo con empresa
Difusién o | Inscripcién a Congresos,
.| proteccién  de | publicaciones, impresién  de | 15.000,00 : 15.000,00
—| resultados posters)
I Servicios de biopsias 25.000,00 25.000,00
Servicio de microscopia (SEM, .
Servicios  no | FMA) 5.000,00 8.000,00
personales Calificacién,  calibracién  y
reparacion de equipos (pipetas | 20.000,00 30.000,00 | §0,000,00
awtomdticas, HPLC, balanza, etc) .
SUBTOTALES 150.000,00 | 10.000,00 40.000,00 | 50.000,00 | 250.000,00
Notas:

1) Explicitar en fila aparte los aportes que sean en efectivo.

2) Indicar Ia modalidad de pago del aporte en efectivo de la contraparte

3) El 100% de los aportes en efectivo, tanto de la UNC como de la IC deben ser aportado eh el
primer afio del subsidio, pudiendo en ¢l caso de la IC proponer alguna altcmativa de pagg ¢n
cuotas dentro de los primeros 12 meses a contar desde la firma del convenio.

8. CARACTERISTICAS DEL PROYECTO
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8.1 Introduccién (maximo 800 palabras)
Las infecciones son la principal causa de morbimortalidad en pacientes con quemaduras y se vinépl
con un retraso en el proceso normal de curaciéon'”. Los tratamientos topicos modernos ncorporan
diferentes antimicrobianos', a fin de permltlr el proceso de curacién y evitar la formacién de bloflinils
que son la principal causa hendas crénicas” g
Las formulaciones basadas en plata y sulfadlazma de plata son en la actualidad el trai:axmentqip \
primera linea, sin embargo, su efectividad antimicrobiana es limitada y se conoce que retardan |la
sanacion de las heridas.
Es ampliamente conocido que las grandes industrias farmacéuticas estan dejando de investigar nu¢vos
antibidticos, debido a que las ventas de los nuevos antibidticos son demasiado escasas como 3£a
recuperar la inversién, v las medidas piiblicas para fomentar la actividad no tienen efecto'™. Enlle
contexto, el desarrollo de formulaciones superadoras capaces de optimizar el desempefio de|los
antimicrobianos existentes es una actividad de gran relevancia. '
Ciprofloxacino (Cip) es un antimicrobiano fluoroquinolénico altamente efectivo en el tratamignto
sistémico de infecciones y estructuras de la piel*’. Cuando se utiliza por via topica, es eficaz y tiene|
incidencia muy baja de resistencia microbiana espontanea’. Estudios recientes han demostrado que Cip les
superior al tratamientos de primera linea en la reduccion de la carga microbiana en un modelg de
infeccidn in vivo en cerdos'®. Sin embargo, la baja solubilidad acuosa de las fluoroguinolonas en general,
y de Cip en particular, han limitado ¢l desarrollo de formulaciones adecuadas para su adnumstrasci:’m
topica en picl dafiada®’.
Nuestro grupo de [+D ha desarroilado una estrategia sobre sistemas portadores de farmacos (F) ba ,agda
~ en la interaccién Acido-base entre policlectrolitos (PE) portadores v F ionizables de carga opuesta. ]Esqos
sistemas pérmiten mejorar la efectividad, seguridad y confiabilidad de la accién medicamentosa de F de
reconocida utilidad terapéutica. En este contexto hemos obtenido sistemas PE-F que incrementan lla 7

solubilidad aparente de¢ Cip y permiten vehiculizarla por encima de su solubilidad (concentracmia}ées

terapéuticas) a pH fisiolégico. Estos sistemas se comportan en forma inteligente, liberando el antibigtico
en forma sostenida, estimulados por la presencia de 1ones presentes en los fluidos bioldgicos. Los sistemas
PE-Cip fueron formulados como hidrogeles o membranas prototipo y permiten, alternativamentd, la
incorporacion de lidocaina como anestésico, lo que las hace convenientes para el tratamientq de
quemaduras de segundo grado, que son particularmente dolorosas’.

El hidrogel utiliza carbomer como PE portador. Su evaluacién preclinica en un modelo murino de
quemadura de segundo grado, mostré mayor velocidad de reepitelizacién y reconstruccion de la détimjs
respecto de sufadiazina de plata . Ademas, el hidrogel proporciona un efecto anestésico inmedigto
(estudios en conejos) y mas intenso que €l de la referencia’®. Es no imitante, fisica y qulmlcamente estable,
y soporta la estenlizacidn final por autoclavado.
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La membrana vehiculiza lidocaina y Cip en una matriz de alginato y hialuronato de sodio comd PE
portadores, que constituyen un aposito activo en la regeneracion de heridas. La membrana es estabilizada
por interacciones i0micas reversibles, sin necesidad de entrecruzamiento, dando lugar a un prodicto
transparente (Figura 1).

Figura 1. Fotografias de las membranas bioadhesivas donde
se obsera su transparencia (a) y flexibilidad (b).

Las propiedades microbiologicas, fisicas, reologicas y mecanicas de la membrana resultaron
adecuadas para su utilizacién por via topica’”. Estudios en cultivos de fibroblastos mostraron que|sus
componentes estimulan los mecanismos implicados en la cicatrizacién y reducen la citotoxicidad de C p.
Actualmente esta en desarrollo su evaluacion preclinica en un modelo de quemadura de segundo grad?: .

La composicién cualicuantitativa y el proceso de elaboracion de las membranas fueron opﬁnﬁzgdos
por estrategias de calidad desde el disefio (Quality by Design, ObD) lo que llevo no soélo a obtenei un
producto optimizado sino también un proceso productivo robusto’® (Figura 2). El proceso consiste dn el

moldeado y posterior secado en estufa con ayuda de temperatura.

Figura 2 Grafice en 3D de 1Ia
optimizacion del disefio experimental de
las membranas bicadhasivas obtenideo
cen el software Desing Expert®

En virtud de que las formulaciones desarrolladas cumplimentan con la mayoria de las caracteristi
deseables de un tratamiento ideal para heridas quemaduras, la Oficina de Propiedad Intelectual (UNC)
realizd un Informe Tecnoldgico que usamos como herramienta para conversar con dos laboratgrios
farmacéuticos, que estin interesados en tramitar un convenio de colaboracion que permita obtener
tecnologias relevantes y desarroliar los recursos aplicables (cartas de intencion, en Sigeva).






UNC Qniversidad SECYT | Secretaria /.
Nacional I ILI In Cienciay ' | b
UL Reforma Tk

de Cordoba 1518-2018 Tecnologia

En esta etapa plancamos completar la caracterizacion de los sistemas desarrollados. En este cbntcig' .
* resulta interesante explorar las condiciones de tiempo y circulacion forzada de aire que permitan obtt lier
las membranas cargadas con Cip, proscindiendo de la temperatura, a fin de lograr un proceso mas
conveniente desde el punto de vista economico. '
Por otra parte, estudios recientes informaron que el alginato externo (libre de calcio) pyede '
acomplejar el calcio que estabiliza la estructura de los biofilms, logrando un efecto sinérgico con los
antibioticos para minimizar la carga microbiana en heridas infectadas'’. Este aspecto serd evaluado dado
que las membranas presentan alginato como componente mayorntario. ‘
Por iltimo, resulta importante evaluar en esta etapa ¢l desempefio de ambas formulaciones el

modelo de infeccion.

2
B

8.2 Objetivos (maiximo 200 palabras)
Objetivo general: ,
Generar una plataforma tecnolégica que permita el desarrollo de formulaciones topicas optimizad
vtiles en el tratamiento integral de heridas agudas o cronicas de la piel, que por la simpleza, robust
versatilidad del proceso de obtencién, pudieran ser potencialmente transferibles al sector productivo.

Objetivos especificos:

- Evaluar ¢l desempefio (velocidad y la calidad de la cicatrizacién) de la membrana de liberacion
sostenida de Cip (antibi6tico) o lidocaina (anestésico), en un modelo animal experiment.iﬂ de
quemadura de segundo grado, en forma comparativa con el tratamiento estandar.

- Evaluar in vifro la capacidad de la membrana para inhibir la formacion de biofilms bacterianos y

- de disrrumpir biofilms maduros.
- Determinar in vivo su eficiencia para minimizar la carga microbiana en heridas infectadas.
- Evaluar la estabilidad fisica, quimica y microbiolégica de los materiales en estudio.

8.3 Desarrollo del proyecto (mdximo 600 palabras)
Para disefiar sistemas de liberacién modificada de farmacos se utilizan metodologias que perfiten
ponderar y optimizar su eficacia y seguridad mediante experimentacion in vifro, exvivo ¢ in vivg {en
animales o humanos). Esto requicre, el desarrollo de estudios farmacotécnicos y biofarmacéuticos; que
forman parte de los objetivos del proyecto.

En esta etapa se pretende profundizar los estudios in vitro ¢ in vivo de las formulaciones desarrolladas
como también explorar opciones de formulacién que permitan optimizar condiciones de procesq sin
alterar las caracteristicas del producto.

A continuacién s¢ plantean las diferentes hipétesis y los estudios a desarrollar para su verificacion.

Hipétesis 1: las heridas quemadura tratadas con membranas cargadas de Cip se reepitelizan de una
manera mds rapida y mds ordenada que aquellas tratadas con sulfadiazina de plata (tratamiento | de
primera linea). A tales fines, se completara el estudio in vive que evalia comparativamente en un m sdelo
de quemadura de segundo grado la velocidad de reepitelizacién (medida como contraccion de la herida,
grosor ¢ integridad de la epidermis, cantidad de fibroblastos y formacién de nuevos vasos) v la calidad de
la cicatrizacién {(medida como grado de ordenamiento de las fibras de colageno).

Hipétesis 2: por el especiro de accion y la liberacion sostenida de Cip, tanto el hidrogel coma la
membrana tienen capacidad de inhibir la formacion de biofilms bacterianos y son Superior?p a
sulfadiazina de plata. A tales fines se llevardn a cabo estudios in vitro desafiando a los sistemis cn

cultivos de P. aeruginosa y S. aureus con incrementada capacidad de formacion de biofilms.
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Hipétesis 3: la combinacion Cip + alginato presente en las membranas es mds eﬁcnva que Czjg}‘ ey
alginato en inhibir la formacion de biofilm. Esto se debe a la capacidad del alginato (ex6geno) de caplurir
los iones calcio liberados por las bacterias. A tales fines se realizaran estudios microbioldgidos
comparativos in viiro.

Hipétesis 4: el hidrogel y la membrana cargada con Cip son mds eficaces que sulfadiazina de plata
en reducir lo carga microbiana de una herida infectada. Para ello se¢ llevara a cabo un estudio in vive ’;-m
. un modelo murino de herida infectada con cepas bacterianas habitualmente encontradas como agﬁnte
causal de infecciones en heridas quemadura en humanos.

Hipétesis 3: por las caracteristicas de sus componentes, las membranas cargadas con Cip sion
bioadhesivas, permeables al vapor de agua y hemocompatibles. Se realizaran los estudios in vitro
pertinentes a tales fines. =

Hipoétesis 6: la membrana cargada con Cip obtenida con la composicion y procedimie m:fos
propuestos tiene una estabilidad fisica, quimica y microbiolégica compatible con los requerimientds de
elaboracion industrial. Se llevaran a cabo estudios de estabilidad en condiciones de almacenaml%ﬂto
normales y aceleradas, con un seguimiento de los resultados por métodos analiticos indicativo Ede
estabilidad que se validaran ad-hoc. ;

Hipétesis 7: es posible obtener la membrana cargada con Cip mediante un proceso por moldeaq:l@ ¥
secado con minimos requerimientos de calentamiento. A tales fines se optimizara ¢l proceso de secac}f gde
las membranas siguiendo un disefio factorial que evalie como influye la temperatura y la circulagion
forzada de aire (variables) en el tiempo de secado y en las propiedades mecanicas de las membranas

(respuestas).

=%
Ry

Es importante destacar que este proyecto presenta un disefio de I&D, por lo que el desarrollo de
etapa estd condicionado por los resultados de la anterior. Ademas, la dindmica de trabajo propuesta
requicte un abordaje multidisciplinario y demanda aportes de diferentes vertientes cientificas. Porjesta
razén planteamos parte de los experimentos en colaboraciéon con investigadores provenientes de otras
areas del conocimiento, con quienes tenemos antecedentes de trabajo en conjunto.

8.4 Importancia de la innovacién y transferencia (mdximo 300 palabras)
Nuestra innovacién consiste en 2 formulaciones, obtenidas como hidrogel v como membrana, gije;se
diferencian de las actualmente disponibles en los siguientes aspectos:
1- no existen formulaciones tépicas que logren vehiculizar Cip en concentraciones terapéuticas,a un
pH fisioldgico, en una matriz acuosa.
2- combinan una matriz hidrocoloide con la actividad antibidtica superior de Cip y la posibilidad de
icorporacton de lidocaina.
3- laliberacién del antibidtico es sostenida en presencia de fluidos biologicos.
4- ambas formulaciones son transparentes, lo que permitiria detectar supuracién o cambios de golor
asociados a infeccion.
5- el hidrogel presenta un comportamiento pscudoplastico y la membrana tiene la resistengia y
flexibilidad adecuada para una aplicacién tépica de un modo minimamente invasivo.
6- ambas formulaciones pueden ser removidas por simple lavado con agua, minimizando molestias
al paciente.
7- adiferencia de la suifadiazina de plata, nuestras formulaciones no colorean la piel.

Por otra parte, nuestras formulaciones son superiores a sulfadiazina de plata en la curacién de hetidas
quemadura. Ademas, los procedimientos para su obtencion son simples, econémicos y de facil escaladojde
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produccion; dando Iugar a productos originales con altas probabilidades de transferencia al se
productivo.

Por dltimo, los sistemas PE-F son sumamente versatiles y pueden obtenerse tanto en dispersipn
acuosa cuanto como sélidos liofilizados, lo que amplia las posibilidades de formulacién.

Importancia de la transferencia: pemitiria disponer de una opcién superadora parg el
tratamiento/profilaxis infecciosa en hendas quemaduras, heridas post-quinirgicas, cruentas y hermas| gor
presion. La adopeidn por una empresa nacional permitiria el reemplazo de importaciones de membranias
hidrocoloides y regular su precio, haciéndolas mas accesibles para la salud piblica.
Para la empresa contraparte, la adopcion de esta innovacion le permitiria posicionarse para competir|con
1a empresa lider en base a un producto diferente, mas efectivo v de alto valor agregado.

8.5 Factibilidad de 1a Transferencia {mdximo 300 palabras)

La transferencia de nuestra innovacion es factible desde varios puntos de vista.

I- Por un lado, los polimeros y farmacos utilizados en nuestra propuesta estan aprobados por las
autoridades sanitarias regulatorias para su uso terapéutico, ademés de estar comercialmente -
disponibles. Por otro lado, fos complejos PE-F restituyen espontineamente al compuesto ongmal
una vez que ingresan al organismo. Esto constifuye un “enfoque traslacional” con un m=yor
potencial de transferencia al sector productivo y una ventaja notable frente a productos en ef
de estudio experimental. En consecuencia, permitiria acortar y agilizar ¢l proceso de aprobagi
por parte de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Mé Ica
(ANMAT). En una instancia previa permitiria una evaluaciéon favorable por parte de los co mités
de ética para llevar adelante estudios clinicos.

2- Disponemos del know how de la plataforma PE-F y de la composicion optimizada dg las
membranas. Los procedimientos de obtencidén de ambas formulaciones son siimples, econdmicos y
de facil escalado de produccidn; dando lugar a productos originales con altas probabilidades de
transferencia al sector productivo.

3- El equipamiento necesario para desarrollar los sistemas propuestos y caracterizarlos
exhanstivamente estd disponible en nuestro laboratorio, accesible en instalaciones de la UNC o
disponible mediante acuerdos existentes (bioterio).

4- Tenemos capacidad y experiencia en el disefio de experimentos por QbD y expernencia ¢nila -
conduccion de ensayos clinicos controlados, lo que resulta una ventaja en caso de llegar & esa
instancia.

8.6 Infraestructura disponible en la UNC y en la institucién contraparte (solo aquella puesta a
disposicion del proyecto)
Recursos Fisicos: La mayor parte del proyecto se llevara a cabo en Departamento de Cle:mas
Farmacéuticas-UNITEFA (Facultad de Ciencias Quimicas, UNC-CONICET). Contamos en nug stro
laboratorio con estufa validada con control digital de temperatura (variaciéon de temperatura +0,1 °C} con
posibilidad de circulacién forzada de aire (para la elaboracion de membranas), HPLC con detectores TBV v
fluorescencia, microscopio Optico con luz polarizada, espectrofotdmetro UV-Vis, campanas de ."1151}0
laminar, gabinetes de estabilidad con control de temperatura y humedad y una sala para el cultivo 'de
procariotas. lectores de UV multiplaca, espectropolarimetro/espectrofotdmetro (para mediciones de
dicroismo circular) v reémetros. Dentro de la UNC se encuentra disponible el acceso a numefosos
microscopios de avanzada (por ejemplo, microscopio diferencial de barrido, SEM y microscopia confocal
laser) v a texturdmetros, entre Otros equipos que puedan ser necesarios.
Los ensayos en bacterias se realizardan en colaboracion con la Dra. Alovero, microbidlo
investigadora del Departamento de Ciencias Farmacéuticas-UNITEFA. -

us
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Los ensayos in vivo se realizaran en colaboracién con el Dr. Carlos Laino, mediante pasantiash ek
Instituto de Biotecnologia perteneciente al CENIIT, Universidad Nacional de La Rioja. El insizglto
dispone de bioterio con capacidad suficiente para la realizacion de los ensayos propuestos. Ademas, je
en tramite la evaluacién de los protocolos de trabajo en el CICUAL del Instituto.

8.7 Plan de trabajo (detallar metas y actividades, maximo 1500 palabras) -
1- Eficacia en la curacicn de heridas quemaduras tratadas con membranas: se encuentra en desarpollo
un estudio preclinico en un modelo murino de quemadura de segundo grado para estudiar la efi dacia
de curacién de heridas de las membranas biadhesivas respecto del tratamiento convencional (P];r 3
A® crema). En este periodo se completara la evaluacion histopatologica. Las biopsias tomadias a
inmediatamentc después de producida la quemadura (dia 0) y aguellas tomadas a los 7, 14 y 21 idias
post-quemadura, seran procesadas con la técnica universal con inclusién en parafina y colorcada. c

diferentes tinciones. Con tincién clasica de Hematoxilina/Eosina se evaluard la contraccion dela
herida y ¢l espesor de la epidermis'”. Se evaluara con tincién de tricrémico de masson el nimerp de
fibroblastos como indicadores de velocidad de curacion y bajo luz polarizada la dJSposmlor del
colageno, como indicador de la calidad de la cicatrizacion. Con tincién de Gram se eVa]na 4 la
presencia o ausencia de bacterias'. '

2- Evaluacion in vitro_de la_inhibicion de la formacion de biofilms: Se utilizaran cultlvo de
P. aeruginosa y S. aureus con incrementada capacidad de formacién de biofilms. Se cuantificara '
masa de biofilm desarrollada luego de 48 h de incubacién en presencia de diferentes porciones
membranas (o de hidrogel), midiendo la absorbancia de Cristal Violeta a 595 nm de acuerdo c@n el
método descripto por O’ Toole v Kolter”. Estos estudios se realizaran en primera instancia eqi las
concentraciones ya probadas de las membranas y posteriormente en concentraciones menores o@n el
objetivo de conocer las concentraciones minimas capaces de producir este efecto. !

H

=

3- Evaluacion in vitro de la_disrupcicn de biofilms: Se utilizarén cultivos de P. aeruginosa y S. alireus
con incrementada capacidad de formacién de biofilms. sobre biofilms maduros (24-48 h) se evaluara
el efocto de diferentes porciones del membranas (o de hidrogel) sobre la viabilidad bacteﬁiqna
mediante ensayo de metabolizacién de sales de tetrazalio (XTT), cuantificando la absorbancia ai 490

nm de acuerdo con lo descripto en bibliografia 221 Ademas, se evaluara ¢l efecto ant1b1oi:1]m,

mediante coloracién diferencial con sondas fluorescentes (kit LIVE/DEAD differential staznnfh!'g
evaluacion por microscopia confocal.

|
Las actividades 2 v 3 se realizardn en colaboracion con la Dra. Alovero y su equipo. !
‘ i

4- Eficacig_antibidtica in vivo de las membranas: el ensayo se realizara en ratones B

inmunosuprimidos con ciclosporina. En una herida de espesor parcial se inoculard una cepa de
qureus meticilino resistente (ATCC 33592) con incrementada capacidad de formaci6n de bio
acuerdo con la metodologia validada por Roche et al”®. Después de 4 h (tratamiento temprano) 8 24-
48 h (biofilms formados) de haber colocado la cepa, se aplicaran los tratamientos. Antes y despugs de
2 dias de tratamiento, se realizara el recuento de las UFC generadas por estriado en medio séligo, y
se evaluara el aspecto de las colonias mediante microscopia electronica de barrido, de acuerdg con
Roche et al’®. Estos ensayos se realizaran en colaboracion con el Dr. Laino (CENNIT-UNLAR).

5- Evaluacién de la hemocompatibilidad de las membranas: de acuerdo con las Normas ISO 10993-4
(1999) se evaluard la hemocompatibilidad in vifro mediante dos métodos, la trombogemdpdad
utilizando un método gravimétrico y ¢l potencial hemolitico midiendo la absorbancia a 540 mgl, tal
como lo describe Dos Santos et al*>. Se considerara que la formulacion es hemocompatible di las
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membranas son no trombogénicas y si el porcentaje de hemolisis es menor ¢ igual al 2% )
control positivo se utilizara agua destilada y como control negativo solucién de NaCl 0,9%.

6- Evaluacion de la permeabilidad de las membranas al vapor de agua: la velocidad de transmision de
vapor de agua serd determinada en un evaporimetro, que consiste de una camara cerrada de vidrid v
humedad constante producida mediante una solucién saturada de MgCl, (Humedad relativa,
40%). La camara contendrd un dispositivo cilindrico con una cantidad exactamente pesada de ggua
destilada en la base y la membrana montada en la parte superior. La evaporacion de agua se

cuantifica como la pérdida de agua del cilindro. Un cilindro abierto se utiliza como control.

7- Evaluacion de la bigadhesion de las formulaciones: se estudiara la biocadhesién mediante ;dos
métodos: (i) por Microscopia Diferencial de Barrido se evaluaran Ios cambios en la estructura de Ia
mucina (0,1 mg/mL) en presencia o ausencia de los sistemas (previamente dispersos en agua) de

acuerdo con la metodologia de Onnainty et al”. Los cambios observados serén amgnaddh al

reordenamiento (interaccién) de la macroestructura; (i) con un reémetro oscilatorio, se obtenda el
valor de 1z fuerza de mucoadhesion a través de la monitorizacién de los cambios de viscosidad dé fos

sistemas constituido por mezclas entre mucina vy las formulaciones.

8- Estabilidad de las membrangs; se realizarin estudios de estabilidad en condiciones normales y
aceleradas de almacenamiento (25 °C y 60% HR y 40 °C vy 75% HR, respectivamenic) En
condiciones normales los tiempos de muestreo y evaluacion serdn 0, 3, 6 y 12 meses; pard las
condiciones aceleradas de almacenamiento los tiempos de muestreo/evaluacion seran 0, 2, 4 y 6
meses. De manera comparativa, se evaluara la estabilidad en envases abiertos o de cierre hermeuuo v
en envases transparentes o inactinicos. L

La estabilidad quimica de los farmacos se seguird mediante la téenica de HPLC con detector UV, }En
etapas anteriores, se desarrollé y validé una técnica que permitié cuantificar simultinear tte
ciprofloxacino y lidocaina en ¢l hidrogel de carbomer'”. En esta oportunidad, se validara para qug sea
indicativa de estabilidad de los farmacos en las membranas. Por otra parte, la estabilidad quimicaide
los polimeros se¢ evaluard mediante dicroismo circular de acuerdo a metodologias descriptas en
bibliografia®*. Los espectros seran determinados entre 240-450 nm (UV cercano) y en entre |205-
240 nm (correspondiente con el UV lejano).

La estabilidad fisica de las membranas se evaluara mediante los cambios de peso de las membranas,
para conocer si ganan o pierden agua durante el almacenamiento. Ademas, las propiedades mecai?il v
(fuerza tensil, el % de elongacién al quiebre v el modulo de Young) seran evaluadas uuhzand}b un
texturometro equipado con una celda de carga de 50 N, de acuerdo a metodologias descriptas dp la
literatura como parametros que reflejan la facilidad de aplicacién, de reconstruccion fbost—
aplicacion y permanencia en el sitio de aplicacion™. _

La estabilidad microbiolégica de 1as membranas se evaluard con la técnica de filtracion por memb
descripta en la USP 40”°. En campana de flujo laminar, una porcién de las membranas se dispe
en agua estéril; la dispersién posteriormente pasara a través de filtros esterilizantes. Los filtros se
incubarin para evaluar ausencia de microorganismos. :

9- Optimizacion del proceso de secado de_las membranas: como primera aproximacién pata un
escalado de la formulacién se optimizara el proceso de secado de las membranas. Utilizando ¢l
programa Desing Expert® sc realizara un disefio factorial 2° en donde se evahie como influye Ja
temperatura v la circulacién forzada de aire (factores) en el tiempo de secado y en las propiedades
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mecanicas de las membranas (respuestas). Posteniormente, con los datos obtenidos a partir del 1" entr! "

experimental se definira el “espacio de disefio” y se realizara una optimizacién del proces
secado, para minimizar ¢l tiempo y los costos de esta operacion unitara, sin que se¢ vea afectad
calidad de las membranas obtenidas.
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