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5.- RESUMEN DEL PROYECTO

La artrosis u osteoartritis es una afeccion degenerativa crénica caracterizada por el deterioro
paulatino de los cartilagos de las articulaciones maviles, y la consecuente afectacion del hueso
aledafo. El avance progresivo de esta enfermedad produce eventualmente dolor, pudiendo llegar a
un extremo incapacitante, constituyendo un desafio para los sistemas de salud y la sociedad en
relacion con sus costos. Se estima que en Argentina hay aproximadamente tres millones de
personas con artrosis sintomatica, por lo que en Entre Rios y Santa Fe existirian alrededor de
trescientos mil pacientes. Por esto, son necesarios avances tanto en investigacion basica como
aplicada para proporcionar la descripciobn completa de la enfermedad y desarrollar nuevos
tratamientos que permitan aliviar los sintomas y reducir la destruccién progresiva de las
articulaciones. En este contexto, el objetivo general del proyecto consiste en disefar, desarrollar,
evaluar y transferir tecnologias para la prevencion, diagndéstico temprano y tratamiento de la
artrosis desde una perspectiva integral basada en investigacion traslacional. El proyecto se
subdivide en cuatro modulos, destinados a: 1) desarrollar un modelo computacional del contacto
lubricado de una articulacion de rodilla que permita profundizar en el conocimiento de la fisiologia,
fisiopatologia y biomecanica de las articulaciones sanas y artrésicas; 2) desarrollar una plataforma
de microfluidica que permita evaluar el desempefio de biomateriales que optimice la liberaciéon de
farmacos de uso tépico para artrosis; 3) desarrollar herramientas que permitan determinar las
caracteristicas de la marcha relacionadas con la apariciébn de artrosis en personas sanas y
amputadas; y 4) desarrollar y evaluar predictores de éxito terapéutico de terapias basadas en
plasma rico en plaquetas, integrando la informacion clinica con la composicion del secretoma y/o el
transcriptoma plaquetario, mediante el uso de biosensores funcionalizados para la deteccion
selectiva de biomoléculas. Se espera que los resultados de este proyecto contribuyan a una mayor
comprension de la artrosis, mediante la generacion y transferencia al medio socio-productivo de
conocimiento y tecnologias que permitan predecir y diagnosticar de manera temprana el desarrollo
de la enfermedad, aliviar los sintomas relacionados (particularmente el dolor) y contribuir a la
mejora en las estrategias de tratamiento y rehabilitacion.

6.- OBJETIVOS, ACTIVIDADES Y RESULTADQOS

6.1.- Objetivo general o marco de referencia

La artrosis u osteoartritis es una afecciébn degenerativa crénica caracterizada por el deterioro
paulatino de los cartilagos de las articulaciones maviles, y la consecuente afectacion del hueso
aledafo. El avance progresivo de esta enfermedad produce eventualmente dolor, pudiendo llegar a
un extremo incapacitante, constituyendo un desafio para los sistemas de salud y la sociedad en
relacion con sus costos. Se estima que en Argentina hay aproximadamente tres millones de
personas con artrosis sintomatica, por lo que en Entre Rios y Santa Fe existirian alrededor de
trescientos mil pacientes. Por esto, son necesarios avances tanto en investigacion bésica como
aplicada para proporcionar la descripcion completa de la enfermedad y desarrollar nuevos
tratamientos que permitan aliviar los sintomas y reducir la destruccion progresiva de las
articulaciones. Es aqui donde entra en juego el concepto de investigacion traslacional, para aplicar
el conocimiento generado por equipos multidisciplinarios de investigacion para desarrollar
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estrategias que solventen necesidades médicas, en un enfoque “del laboratorio al paciente”. En
este contexto, el objetivo general del proyecto de unidad ejecutora (P-UE) consiste en disefar,
desarrollar, evaluar y transferir tecnologias para la prevencion, diagndstico temprano y tratamiento
de la artrosis desde una perspectiva integral basada en investigacion traslacional.

6.2.- Objetivos especificos

e Construir y resolver un modelo computacional del contacto lubricado de una articulacion de
rodilla que permita profundizar en el conocimiento de la fisiologia, fisiopatologia y
biomecanica de las articulaciones, particularmente con respecto a la comprension del
proceso de lubricacion en juntas sanas y artrosicas.

e Disefiar y desarrollar una plataforma de microfluidica que permita evaluar, en un modelo
animal, el desempefio de un biomaterial que optimice la liberaciébn de farmacos de uso
topico para artrosis.

e Desarrollar protocolos, herramientas y métodos de analisis que permitan determinar las
caracteristicas de la marcha que estan potencialmente relacionadas con la aparicion de
artrosis en personas sanas y en personas amputadas que utilizan distintos tipos de prétesis.

e Desarrollar y evaluar predictores de éxito terapéutico de terapias basadas en plasma rico en
plaquetas, integrando la informaciéon clinica con la composicién del secretoma y/o el
transcriptoma plaquetario, mediante el uso de biosensores funcionalizados para la detecciéon
selectiva de biomoléculas.

6.3.- Introduccion, conocimientos existentes y resultados previos:
6.3.a) Introduccion general al tema y estado del arte

La artrosis, también conocida como osteoartritis u osteoartrosis (OA) es la patologia articular con
mayor prevalencia, y la principal causa de dolor y discapacidad fisica entre las enfermedades
cronicas [1]. Se caracteriza por el deterioro progresivo del cartilago en las articulaciones, lo que
provoca un contacto directo entre los huesos, generando dolor, rigidez y dificultades en el
movimiento. La OA afecta méas frecuentemente las articulaciones de las rodillas, manos, pies y
columna, y es relativamente comun en articulaciones de hombros y cadera. El factor preponderante
en el desarrollo de OA es el envejecimiento; no obstante, también esta asociada con una variedad
de factores de riesgo, entre los que se encuentran la obesidad, la falta de ejercicio, la
predisposicion genética, la densidad ésea, el sexo y eventos externos como trauma o lesiones
ocupacionales [2].

Las cifras exactas de la ocurrencia de OA son dificiles de estimar, aln en paises desarrollados, por
las variadas definiciones de la enfermedad. Sin embargo, en lineas generales se calcula que
mundialmente existen alrededor de 250 millones de personas afectadas. Mas importante aun,
debido a los efectos combinados de envejecimiento progresivo y obesidad en aumento, la OA es
cada vez mas prevalente, lo que constituye un problema sustancial en términos de salud publica,
con graves implicancias econdémicas y sociales para los individuos afectados y los sistemas de
salud [3]. Estudios recientes reportan una la prevalencia de OA sintomdtica de caderas y rodillas
del 10% y 16%, respectivamente para personas de mas de 45 afios [4], [5], y una prevalencia de
OA en manos del 26,2% en las mujeres y del 13,4% en los hombres mayores de 70 afios de edad
[6]. Por esto, segun célculos estimativos, en Argentina la OA de cadera afectaria a unas 900 mil
personas, mientras que entre 0,6 y 1,5 millones de pacientes padecerian artrosis en manos o
rodillas, respectivamente [1].

El mecanismo fisiopatogénico de la OA no esta completamente esclarecido. Se cree que inicia con
la alteracién metabdlica del tejido articular, en donde el estrés celular y la degradaciéon de la matriz
extracelular inician micro y macro lesiones, activAndose respuestas reparadoras maladaptativas,
por ejemplo, mecanismos proinflamatorios de inmunidad innata. Posteriormente, contindia con dafio
fisiolégico y/o anatomico, como por ejemplo desgaste del cartilago, remodelacion 6ésea subcondral,
formacion de osteofitos, inflamacion sinovial, compromiso de los muasculos periarticulares, de los
ligamentos, y del sistema neurosensorial, redundando en pérdida de la funcion normal [7].



Las etapas claves del manejo de la OA son la prevencion, el diagnéstico y el tratamiento. Existen
tres niveles de prevencién: primaria, secundaria y terciaria. La prevencion primaria involucra un
namero limitado de factores protectores como control de peso (por ejemplo, mediante el ejercicio
fisico y una dieta adecuada), la toma de precauciones en el ambiente laboral (por ejemplo, evitando
las actividades que involucran uso repetitivo de las articulaciones), y el cuidado en la practica de
deportes (por ejemplo, con un buen calentamiento previo y el uso de equipamiento adecuado) [8].
La prevencion secundaria se apoya en la prediccién y el diagndstico temprano, que permitan
intervenciones apropiadas para minimizar las consecuencias de la enfermedad. Si bien existen
estudios recientes intentando identificar biomarcadores que puedan ser utilizados para identificar la
OA en las etapas tempranas de su desarrollo, todavia no se sabe los suficiente como para
implementarlos en la préactica clinica [9]. Finalmente, la prevencion terciaria se enfoca en minimizar
las complicaciones de la OA una vez diagnosticada, para lo cual se utilizan estrategias como la
autogestion, los programas de ayuda hogarefios, intervenciones cognitivo-conductuales, y servicios
de rehabilitacion [8].

El diagnostico de OA se realiza predominantemente mediante un examen fisico, en el cual se
evallan los sintomas clasicos de la enfermedad como crepitacion, inflamacién articular, rango de
movimiento limitado, sensibilidad a la presién y dolor durante movimientos normales, entre otros
[10]. La radiografia es una herramienta diagnéstica adicional que se utiliza para cuantificar la
pérdida de espacio articular, y para detectar espolones 6seos 0 signos de desgaste en los
extremos de los huesos en la articulacion afectada [8]. En ciertos casos también pueden realizarse
imagenes de resonancia magnética para realizar un diagnostico diferencial, o una artroscopia para
diagnosticar la enfermedad y monitorizar el progreso de la enfermedad, que puede combinarse con
cirugia articular terapéutica. Sin embargo, es necesario remarcar que todas estas herramientas de
diagnéstico poseen baja sensibilidad y especificidad.

Con relacién al tratamiento de OA, existen tres estrategias principales: no farmacoldgica,
farmacoldgica y quirlrgica, siguiendo ese orden jerarquico de acuerdo a la severidad de los
sintomas, que tienen como objetivos educar a los pacientes acerca de su enfermedad, controlar el
dolor, mejorar la funcion y alterar el proceso de la patologia y sus consecuencias [11]. Las
estrategias no farmacolégicas son similares a las de prevencion descriptas anteriormente, mas la
terapia fisica y el uso de aparatos ortopédicos. Las estrategias farmacolégicas comienzan con
analgésicos simples, como el paracetamol, en los casos leves a moderados, y se agregan o suplen
con antiinflamatorios no esteroideos (AINES), tanto de forma oral como tépica, en pacientes que no
responden adecuadamente [12]. En el caso de pacientes con contraindicaciones a los AINEs, los
opioides constituyen una alternativa util. Por dltimo, estrategias alternativas que involucran
glucosamina y condroitin sulfato, asi como las inyecciones intrarticulares de esteroides o acido
hialurénico son controversiales, dado que poseen efectos pequefios y de corta duracién [13]-[15].
Las alternativas quirargicas (artroscopias, osteotomias y reemplazos articulares) se reservan para
aquellos pacientes que presentan dolor debilitante y limitaciones considerables de funcion, que les
impiden caminar, trabajar o dormir adecuadamente [11].

De lo expuesto se desprende que el sintoma reportado mas relevante -dolor- a menudo no coincide
con cambios fisicos detectables, o bien se inicia en estadios tardios de la enfermedad, cuando las
intervenciones para solucionar las modificaciones estructurales de la articulacion ya no son
posibles. Ademas, los tratamientos farmacolégicos actuales solo brindan alivio temporario y a
menudo estan asociados con efectos adversos. Por lo tanto, existe una necesidad critica de
encontrar soluciones para afrontar las consecuencias individuales y sociales de la OA. Mas aun,
estas soluciones tienen que tomar en cuentas las diferencias interindividuales entre pacientes en
relacion con los factores asociados a la enfermedad (p. €j. nivel de actividad fisica, biomecanica de
la marcha, edad, indice de masa corporal, etc.) para mejorar sus probabilidades de éxito, tanto en
prevencion como en tratamiento [16].



6.3.b) Principales contribuciones de otros al problema o interrogante

De lo expuesto anteriormente se desprenden numerosas preguntas que dan las bases para
fomentar nuevas lineas de investigacion en OA [7], [16], [17]. Entre las més relevantes, se
encuentran las siguientes:

e (Es posible obtener una mayor comprensién de la patologia a partir de modelos
matematicos o computacionales que consoliden la gran cantidad de informacién existente
para caracterizar los distintos fenotipos presentes en OA?

e ¢ Es posible mejorar los tratamientos no farmacolégicos y farmacolégicos de la OA teniendo
en cuenta variables biologicas, mecanicas y estructurales relacionadas a la patologia?

e (Es posible identificar biomarcadores moleculares que permitan identificar la patologia en
etapas tempranas, y eventualmente predecir la efectividad de determinadas terapias?

En relacién con la primera pregunta, el modelado de articulaciones sinoviales es un proceso
extremadamente complejo, sobre todo en lo referente al proceso de la lubricacién de la junta. Sin
embargo, su estudio tedrico ha tenido enormes progresos, desde los primeros modelos basados en
lubricacion elastohidrodinamica [18], para luego identificar otros mecanismos como lubricacién por
compresion [19] y lubricacién de frontera [20]. Y si bien hubo un periodo en que se dieron grandes
disputas acerca de cual era el mecanismo correcto, hoy en dia existe consenso de que todos ellos
actlan simultaineamente, contribuyendo diferencialmente en funcién de las condiciones operativas
[21]. También se han realizado grandes progresos en el modelado del tejido cartilaginoso [22]
como del fluido sinovial [21] que lubrica la articulacién.

Cabe mencionar que existen algunos estudios recientes, basados en el método de elementos
finitos, donde se estudia la lubricacién elastohidrodinamica bidimensional de juntas de reemplazo
de rodilla, considerando en algunos la caracteristica de shear-thinning del fluido sinovial [23], [24],
la inclusion adicional de la lubricacion de frontera [23] o geometrias realistas del implante en la
zona del contacto lubricado [25]. Sin embargo, los estudios publicados aln analizan situaciones
simplificadas, donde tipicamente se desprecian/ignoran alguno/s de los mecanismos de lubricacion,
las complejas caracteristicas reoldgicas del fluido sinovial o del cartilago, la intrincada geometria de
la junta de rodilla o las condiciones reales de carga. Por lo tanto, si bien es posible delimitar las
condiciones de validez de estas hipotesis simplificadoras, como también de los resultados asi
obtenidos, es evidente la necesidad de modelizar el comportamiento de juntas sinoviales utilizando
hipbtesis menos restrictivas. Se desprende entonces que el modelado y simulacion de la junta
sinovial permitiria una mejor comprension de los mecanismos de lubricacion en articulaciones
sanas y su alteraciébn en el proceso artrésico, lo que podria contribuir con soluciones a este
problema [26].

Con respecto a los tratamientos para la OA, las alternativas farmacol6gicas consisten en la
administracion de AINEs o corticoides por via oral, lo que frecuentemente genera complicaciones
gastrointestinales y tiene contraindicaciones en pacientes con riesgo cardiovascular [27]. Por esto,
resulta de interés evaluar la dosificacion topica transdérmica de éstas y otras sustancias que
podrian ser efectivas en el tratamiento de la OA y el dolor asociado, como la glucosamina [28], la
capsaicina [29] o los anestésicos locales [30]. Sin embargo, cuando la administracion es topica, la
principal barrera a la liberacion del farmaco es la piel [31]. Para aumentar la eficacia del
tratamiento, se han disefiado diversos nano-vehiculos transportadores basados en liposomas,
dendrimeros y mas recientemente polimeros sensibles al entorno [32]-[34]. Ademas, se ha
demostrado que estos sistemas de suministro combinados con estimulos fisicos como el calor, la
electricidad, el ultrasonido y la luz han mejorado la penetracion a través de la piel [35].

Aun asi, el perfil de penetracion transdérmico no puede determinarse con precision y su
distribucion local y efecto terapéutico se evalla sélo en funcion del resultado clinico, como por €j. la
reduccion en la inflamacién. Asi, se requiere entonces desarrollar metodologias que permitan
evaluar la efectividad de un vehiculo de suministro topico (VST) de farmacos en funcion de su
penetracion transdérmica, que permita su monitoreo en tiempo real en un sistema biologico. En
este sentido, la tecnologia de microfluidos permite disefiar micro o nanoportadores farmacologicos
reproducibles, de tamafios homogéneos y de la forma deseada, y ademas presenta una plataforma



Gtil para la evaluacion o investigacion metddica de farmacos in situ [36], [37]. Posteriormente, se
requiere evaluar el proceso de absorcion cutadnea en modelos animales que permitan realizar
pruebas rapidas, para generar datos funcionales y que simultdneamente se puedan usar como una
plataforma de prueba. Debido a su transparencia Optica, la epidermis de embriones y larvas de pez
cebra es ventajosa para monitorear la biodistribucion de farmacos e investigar el mecanismo de
internalizacién celular [38]-[40].

Por otra parte, las intervenciones no farmacoldgicas apuntan a reducir el dolor en las
articulaciones, las limitaciones en las funciones de la vida diaria, la deformacion de las
articulaciones y desviaciones en la forma de caminar [41], ya que estas condiciones interactdan,
pudiendo acelerar el desarrollo de OA [42]. En patrticular, los pacientes amputados unilaterales de
miembro inferior presentan una mayor incidencia de OA de rodilla en la pierna sana que las
personas sin patologias [43], [44]. Dado que los amputados unilaterales confian y por tanto utilizan
esta extremidad, la presencia de dolor y la reduccién de movilidad ocasionada por la OA
incrementan la discapacidad para el individuo.

Por esto, los nuevos disefios protésicos se enfocan principalmente en disminuir las
compensaciones musculares y en facilitar las actividades de la vida diaria [45], [46]. Sin embargo,
aun utilizando los nuevos disefios, los patrones de marcha de personas con amputaciones han
demostrado diferencias con los de personas sanas, incluyendo la asimetria en los parametros
espacio temporales y cinéticos. En particular, el tiempo de apoyo del pie con el suelo y el tiempo de
vuelo del pie durante el avance de la extremidad muestran diferencias significativas entre la pierna
sana y la pierna protésica. También encontraron diferencias significativas en los picos
caracteristicos de la fuerza vertical medida sobre una plataforma, indicando una asimetria en la
descarga de peso [47]. La magnitud de las diferencias esta asociada a las tecnologias protésicas
utilizadas [48], [49]. Estas diferencias han sido sefialadas como posibles facilitadores en la
aparicion de OA en amputados [44], [48]-[51] y podrian explicar su alta incidencia por lo que es
indispensable.

Finalmente, en relacion al desarrollo de nuevas terapias contra la OA, el plasma rico en plaguetas
(PRP) resulta de especial interés para el a&mbito publico sanitario, donde podria reemplazar a
medicamentos actuales, por su Optima relacion entre efectividad, seguridad, facil manejo y bajo
costo [52], [53]. La técnica consiste en la inyeccién de un concentrado de plaquetas autélogas que
localmente secretan una serie de factores de crecimiento (GF) y de citoquinas inmunomoduladoras
(regCK) que, mediante mecanismos regenerativos a nivel tisular, celular y molecular, promueven la
reposicion de colageno en los cartilagos afectados a la vez que modulan la inflamacion local,
restituyendo la funcionalidad de la articulacion y aligerando los sintomas [54]—[56]. Dado el caracter
autdlogo del PRP, resultan evidentes sus ventajas en términos de costo relativo y seguridad, pero
por las mismas razones, la eficacia relativa estara sujeta al estatus genotipico y fenotipico del
paciente [55], [57]-[60].

Por esto, un paso clave hacia el desarrollo de estrategias de medicina de precisiébn en OA consiste
en establecer a priori cual es el perfil de pacientes con que resultarian receptivos o refractarios al
tratamiento PRP. En tal sentido, la caracterizacion molecular de los pacientes requiere de
descripcion de aspectos como la composicion del secretoma plaquetario (p. ej. GF y regCK
presentes en el PRP) y del microambiente articular [55], [56], [60]. A la fecha, existen un gran
numero de alternativas tecnolégicas que pueden utilizarse para lograr esta caracterizacion
molecular de los pacientes, como la secuenciacion de ARN (RNA-seq) o diferentes abordajes
proteémicos (MALDI-TOF e inmunoensayos multiplex) [61]-[64]. Sin embargo, a la fecha no se
cuenta con ningun dispositivo que permita la caracterizacién molecular en el punto de atencién a un
costo accesible

6.3.c¢) Principales contribuciones al tema por parte del grupo del proyecto

Los P-UE prevén generar nuevas capacidades, adicionales a las de investigacion y desarrollo que
ya se llevan a cabo en la UE. En este sentido, la tematica propuesta relacionada con la prevencion,
diagnostico y tratamiento de artrosis es completamente novedosa dentro de la UE. No obstante, los
grupos de investigacion que componen el instituto poseen vasta experiencia en investigacion



bésica, investigacion aplicada y desarrollo de tecnologias médicas aplicadas en el ambito de la
salud. En particular, el Dr. José Biurrun Manresa, responsable técnico del proyecto, es especialista
en el estudio de la neurofisiologia del dolor, y estd al frente del Grupo de Investigacion en
Neurociencia Computacional y Experimental (GINCE). Entre sus lineas de investigacion en relacion
con la tematica se destacan el desarrollo de métodos y técnicas para la evaluacion cuantitativa y
objetiva de la nocicepcion [65]-[71], su aplicacién en modelos experimentales de dolor en humanos
[72]-[76], la cuantificacién de la confiabilidad de técnicas psicofisicas y electrofisiolégicas para la
evaluacion del dolor [77]-[80], y el estudio de la sensibilizacion central como mecanismo
preponderante en la transicion de dolor agudo a dolor crénico [81]-[86].

Con respecto al modelado y simulacion de articulaciones, el grupo de investigacion esta
encabezado por el Dr. Sebastian Ubal, perteneciente al Grupo de Biomecanica Computacional
(GBC). EI Dr. Ubal posee amplia experiencia en el modelado y simulacion computacional -2D y 3D-
de flujos de lubricacion, problemas de frontera libre y biomecénica de medios continuos en general
[87]-[91]. En esta linea de investigacion también colaborara el Dr. Emiliano Ravera, quien integra el
Laboratorio de Investigacién del Movimiento Humano (LIMH). El Dr. Ravera posee antecedentes
tanto en el area de la generacion y analisis de herramientas computacionales de modelado
musculoesquelético [92]-[94] como en el desarrollo modelos de elementos finitos bajo el enfoque
biomecanico integrador que buscan identificar la distribucién de tensiones mecéanicas 6seas en el
hueso a lo largo de la marcha bajo condiciones de contorno fisiolégicas como fuerzas musculares
estimadas a partir de un modelo musculoesquelético [95], [96].

En relacién con la evaluacién de vehiculos de suministro topico de farmacos en funcién de su
penetracion transdérmica, el grupo de investigacion estara encabezado por la Dra. Valeria Sigot y
el Dr. Gaston Mifio. La Dra. Sigot integra el Laboratorio de Microscopia Aplicada a Estudios
Moleculares y Celulares (LAMAE), y se especializa en el disefio y sintesis de liposomas cargados
con nanoparticulas fluorescentes (Quantum Dots, QDs) para suministro sitio-dirigido. Ha empleado
para la caracterizacion de estos vehiculos técnicas de dispersion dinamica de luz,
espectroscopicas y principalmente de microscopia épticas en 3D [34], [97]-[99]. Por su parte, el Dr.
Mifio es integrante del LAMAE y también integrante del Grupo de Investigacién en Microfluidica
(GIM), ademas es responsable del Area de Microfabricacion (AMF) y del Area de Cultivo Celular y
Crioconservaciéon (ACCC) de la FIUNER. El Dr. Mifio se especializa en estudiar procesos
bacterianos y celulares utilizando dispositivos microfluidicos, en los cuales estudia la
caracterizacion de diferentes propiedades de suspensiones bacterianas (agitacion activa [100],
transporte en medios confinados [101]-[103], cambios en la viscosidad [104]) como asi también
respuestas quimiotacticas en células eucariotas moviles [105], mediante un enfoque biofisico de
estos sistemas. El grupo de investigacion también contara con la colaboracion de otros integrantes
del LAMAE, en patrticular del Dr. Victor Casco y el Dr. Javier Adur, quienes poseen una amplia
trayectoria en investigacién de patologias en modelos con pequefios animales, particularmente en
lo relacionado al diagnéstico por imagenes utilizando técnicas de microscopias lineales y no
lineales [106]-[112].

La linea de investigacién referente al estudio del desarrollo de artrosis en pacientes amputados
estara encabezada por la Dra. Paola Catalfamo, especialista en Analisis del Movimiento Humano
(AMH) y directora del Laboratorio de Investigaciones de Movimiento Humano (LIMH). Las lineas de
investigacion de la Dra. Catalfamo apuntan a disefar, desarrollar, evaluar e implementar
herramientas de AMH en los ambientes clinicos dedicados a la rehabilitacion de pacientes con
limitaciones motrices. En este sentido, posee experiencia no solamente en el desarrollo vy
evaluacion de herramientas propiamente dichas, como la estimacién de pardmetros espacio
temporales a partir de videografia convencional [113]-[116], medidas fisiol6gicas tales como la
medicion de gasto energético aplicado al analisis de marcha [117], [118], el uso de electromiografia
en el movimiento [119], [120] y el uso de modelos musculoesqueléticos en la valoracién funcional
[93], [96], [121], [122] sino también en la aplicacion de estas herramientas combinadas para formar
protocolos clinicos de analisis del movimiento [123],[124], [125]. El analisis no lineal de sefiales a
realizarse en esta linea de investigacion serd asistido por el Dr. Gastén Schlotthauer y su grupo,
pertenecientes al Laboratorio de Sefales y Sistemas no Lineales. Tanto el Dr. Schlotthauer como el



resto de los integrantes del laboratorio tienen vasta experiencia en el desarrollo teérico de métodos
no lineales y su aplicacion al andlisis de sefiales biomédicas [126]-[131].

Por ultimo, en lo que concierne a la evaluacion de la efectividad del tratamiento de PRP, la linea
estard a cargo del Dr. Pablo Schierloh. Entre las contribuciones del Dr. Schierloh vinculadas al
presente proyecto, se destaca el desarrollo de diversos métodos inmunoquimicos (IFI, ELISA,
Luminex, CdF, CyTOF) y moleculares (HPLC, RT-gPCR, Maldi-TOF) para la deteccion de
biomarcadores diagnésticos y/o prondsticos en fluidos y tejidos humanos, del ganado y aislados
microbioldgicos clinicos [64], [132], [141], [133]-[140]. En el marco de la investigacion clinica en
sujetos humanos, ademas de la experiencia como investigador fue integrante del Comité de Etica
en Investigacion (CEI) del Instituto Vacarezza (UBA) y del CEI del Hospital Muiiz (GCABA) para lo
cual ha cumplimentado con la capacitacion especifica en ética y metodologia del Consejo
Internacional de Armonizacion de los Requisitos Técnicos para el Registro de Medicamentos de
Uso Humano (ICH) exigida por el gobierno de CABA. En esta linea también se contara con la
colaboracion de la Dra. Gabriela Merino, cuyas lineas de investigacion se centran en el desarrollo
de herramientas bioinformaticas para analisis de datos de diversas fuentes como el control de
calidad en datos de secuenciacién masiva de ADN [142], analisis de expresion diferencial y splicing
diferencial de genes [143], [144], e integracion de multiples fuentes de datos “émicos” para el
andlisis funcional de genes [62]. Finalmente, en lo que respecta al desarrollo de biosensores, el
responsable sera el Dr. Martin Zalazar, quien se desempefia en el Laboratorio de Prototipado
Electronico y 3D (LPE3D) y Grupo de Investigacion en Microfluidica (GIM). Sus lineas de
investigacion y desarrollo estan relacionadas con biosensores, como microbalanzas de cristales de
cuarzo [145], [146] y BIoMEMS utilizando materiales piezoeléctricos [147], [148], los cuales son
disefiados, modelados y simulados mediante el método de elementos finitos.

6.3.d) Resultados preliminares.

Como ya se mencioné anteriormente, la linea de investigacion propuesta es totalmente original en
el IBB. Sin embargo, las lineas de investigacion de los grupos de investigacion que lo conforman
han brindado resultados que pueden utilizarse de base para alcanzar los objetivos propuestos. En
particular, el Dr. Ubal es autor de varias publicaciones referidas al modelado y simulacién de
lubricacibn de juntas sinoviales [149]-[151], asi como la reconstruccion geométrica de
articulaciones de rodilla a partir de imagenes médicas [152].

Una de las lineas de investigacion en el IBB se centra en el estudio in vivo mediante microscopia
de fluorescencia del remodelado de contactos adhesivos intercelulares mediados por cadherina
epitelial (Cadh-E) durante el desarrollo del pez cebra (Danio rerio). La expresion de Cadh-E es
clave para establecer la organizacion tridimensional de la epidermis y para esto se ha puesto a
punto la generacion de embriones transgénicos cadh-E-GFP (green fluorescent protein) y la co-
marcacion con QDs para analizar la integridad de la barrera de la epidermis durante su
morfogénesis. En este sentido, la Dra. Sigot y el Dr. Mifio estan desarrollando una metodologia de
procesamiento de imagenes basados en Velocimetria de Imagenes de Particulas (del inglés
Particle Velocity Image, PIV) para evaluar la velocidad del remodelado de contactos intercelulares
en embriones de pez cebra. Los resultados preliminares han sido presentados en dos congresos
internacionales [153], [154]. Estas técnicas cuantitativas de microscopia in vivo sumado a las
herramientas de procesamiento de imagenes multidimensionales implementadas previamente
[155], proveeran de una descripcidn espacio-temporal de la dinamica del remodelado de los
contactos intercelulares mediados por cadh-E en la epidermis. En el contexto del plan, permitiran
evaluar in vivo a nivel celular y molecular el desempefio de la plataforma de microfluidica y la
interaccion del vehiculo terapéutico con el modelo animal.

Por otra parte, la Dra. Catalfamo esta actualmente trabajando en el analisis del movimiento
humano en amputados de miembro inferior. En particular, se utilizan herramientas desarrolladas en
el laboratorio, aplicadas al estudio de la marcha de personas amputadas, en dos aspectos. Por un
lado, en colaboracion con la Universidad de Surrey en Inglaterra, se estan estudiando parametros
espacio temporales de la marcha y sus simetrias en pacientes que utilizan protesis de miembro
inferior [156], [157]. Por otro lado, en el marco de un convenio especifico con el Hospital de



Rehabilitacion Integral del Discapacitado Dr. Vera Candioti, se investiga el uso de diferentes
herramientas combinadas en protocolos de valoracion, para la evaluacion del progreso de la
rehabilitacién en pacientes amputados [158], [159]. Estos resultados previos constituyen las bases
de la propuesta para evaluar la aparicion y desarrollo de artrosis en personas sanas y pacientes
amputados. Finalmente, con relacién a la evaluacion de la efectividad de la terapia PRP, cabe
mencionar que el Dr. Zalazar se encuentra dirigiendo un PICT Start Up con el objetivo de crear una
empresa de base tecnolédgica para el desarrollo de biosensores. Especificamente, se encuentran
en la etapa de evaluacion de un prototipo funcional de una microbalanza de cristal de cuarzo y su
funcionalizacion con aptameros para uso clinico.

6.4.- Actividades, cronogramas y metodologia

El proyecto se divide en cuatro modulos, cada uno con una serie de actividades destinadas a
cumplir con los objetivos especificos planteados. Los médulos planteados son:

Modulo (M1): Modelado y simulacion multiescala de la junta sinovial de rodillay del conjunto
musculoesquelético asociado.

Actividad 1 (M1.A1): Formulacién del modelo de la junta sinovial. Se formulard un modelo
fisicomatematico inicial de un contacto lubricado 2D que incluya los mecanismos de lubricacion por
sliding y squeezing (con condiciones de contorno de Sommerfeld y/o Reynolds), las caracteristicas
shear-thinning del fluido sinovial y que represente a los cartilagos como soélidos elasticos.

Actividad 2 (M1.A2): Resolucion del modelo mediante el método de elementos finitos. Se
implementara y pondra a punto una técnica numérica basada en el método de elementos finitos
gue resuelva el modelo formulado.

Actividad 3 (M1.A3): Formulacién del modelo del mecanismo de lubricacion de frontera por
hidratacion. Se formulard un modelo del mecanismo de lubricacion de frontera por hidratacion; el
cual sera incorporado al modelo general y procedimiento numeérico previos.

Actividad 4 (M1.A4): Formulacién de un modelo mejorado de tejido cartilaginoso. Formular un
modelo mejorado del tejido cartilaginoso, basado en las teorias actuales de material bifasico;
incorporarlo al modelo general y procedimiento numérico previos.

Actividad 5 (M1.A5): Incorporacién de caracteristicas geométricas y de cargas al modelo. Se
incorporardn caracteristicas geométricas y de carga mas realistas para una articulacion de rodilla,
basadas las primeras en imagenes médicas, y las segundas en modelos musculoesqueléticos
existentes, desarrollados a partir de registros de dinamica articular.

Médulo 2 (M2): Desarrollo de una plataforma de microfluidica para evaluar biomateriales
utilizados para la liberacion de drogas para tratamiento topico de artrosis.

Actividad 1 (M2.Al): Seleccién del biomaterial transportador y del farmaco para el VST. Se
seleccionara el vehiculo éptimo para transportar un farmaco de uso frecuente en tratamientos de
OA. Seguidamente, en el modelo animal se evaluaran diferentes excipientes que puedan ayudar al
transporte del farmaco seleccionado y su biocompatibilidad. Una vez determinado el VST, se
procedera a caracterizar sus propiedades fisicoquimicas. Se determinard y adicionard una
marcacion fluorescente para el VST que permita monitorear su integridad y tiempo de vida media
en la PMF. Como marcadores, se utilizaran Quantum Dots (QDs) por su alta fotoestabilidad para
gue pueda ser observado por microscopia confocal por periodos largos (horas).

Actividad 2 (M2.A2): Disefio e implementacién de la plataforma de microfluidica (PMF) y de la
configuracién experimental asociada para caracterizar el transporte del VST. Se disefiara e
implementara la PMF mediante litografia blanda convencional, utilizando primeramente PDMS
[160]. Se determinard qué estimulo externo (temperatura, radiacion UV, campo eléctrico, etc.)
produce modificaciones significativas en el transporte del VST. Determinado el estimulo externo se
adaptara el dispositivo para poder realizar ensayos con mdltiples larvas de pez cebra
simultdneamente en un microscopio confocal Zeiss 880, el cual esta equipado con control de
temperatura y atmosfera de CO..



Actividad 3 (M2.A3): Simulacién de la cinética de transporte y liberacion del farmaco desde el VST
en el sistema de microfluidica en funcion de la geometria del dispositivo. Previo a los ensayos in
vivo se realizara la simulacion de la cinética de transporte y liberacion del farmaco seleccionado en
el sistema de microfluidica considerando variables que optimicen la liberacion del mismo desde el
VST. Para ello se procedera a disefiar la geometria del canal microfluidico en CAD, plantear las
variables que se van a estudiar junto con las ecuaciones que gobiernan el problema del transporte,
y buscar las soluciones numéricas planteando un estudio mediante método de elementos finitos.
Luego se realizara la comparacién de los resultados numéricos y experimentales.

Actividad 4 (M2.A4): Evaluacion de la interaccion del VST con la epidermis de pez cebra en la PMF
y monitoreo in vivo mediante microscopia de fluorescencia. Se evaluara la performance de la PMF
para el control de la dosificacion del farmaco desde el VST in vivo en modelo de pez cebra.
Empleando los VST marcados con el fluoréforo (definido en M2.Al), se observard mediante
microscopia confocal, la integridad de los VST, interaccién y distribuciéon en la plataforma de
microfluidica. Luego, se evaluara su interaccion con embriones y larvas de pez cebra, montados en
la PMF en la configuracién definida en M2.A2. Para ello se generaran por microinyeccion de
ARNmM, embriones con expresion transgénica transitoria de cadherina epitelial (Cadh-E), fusionada
a la proteina reportera fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein). Utilizando la geometria
adaptada de la plataforma microfluidica al microscopio confocal definida en M2.A2 se realizara el
montaje de mudltiples embriones de pez cebra cadh-E-GFP. Esto permitird evaluar mediante
microscopia de fluorescencia confocal la integridad de la epidermis durante el suministro controlado
de los VST (marcados con QDs) para distintos tiempos y se comparara con el suministro bajo el
estimulo externo definido en M2.A2. Luego se realizara el procesamiento y andlisis de imagenes
multidimensionales de la epidermis. En una Ultima etapa se caracterizard en los embriones pos-
tratamiento el perfil de penetracion transdérmica del farmaco en el tiempo y se evaluara el efecto
sistémico a través del perfil de expresion de genes de respuesta inflamatoria.

Médulo 3 (M3): Evaluacién de los efectos de los disefios protésicos en las caracteristicas de
la marcha relacionadas con la aparicion de artrosis en amputados de miembro inferior.

Actividad 1 (M3.Al): Desarrollo de herramientas y algoritmos para el analisis. Se disefiaran
protocolos de adquisicion de sefiales de la marcha, comenzando con la puesta a punto de
equipamiento para la adquisicion de sefales cinematicas, cinéticas y de electromiografia. Se
definird una configuracion experimental especifica para la adquisicion de las sefiales de interés. A
partir de estas sefiales, se extraeran variables de relevancia como el angulo de aduccién de rodilla,
momento aductor de rodilla, simetria en la descarga de peso, entre otras. Para la extraccion de las
variables y las caracteristicas, se desarrollaran algoritmos de procesamiento, que incluiran en
primer lugar el preprocesamiento habitual para este tipo de sefales: filtrado y recorte de los datos
al ciclo de la marcha, con métodos previamente validados para la detecciébn de eventos de la
marcha [161], [162]. Para el analisis de las sefiales, se implementaran dos tipos de métodos: i)
métodos clasicos, para estudiar caracteristicas como maximos, latencias y valores promedios
durante determinadas fases del ciclo de la marcha [47], [163], y ii) métodos no lineales, incluyendo
a la variabilidad de la marcha como indicador de estabilidad y complejidad [164].

Actividad 2 (M3.A2): Extraccion de caracteristicas de la marcha en personas con amputacién de
miembro inferior. Se cuenta con datos cinematicos y cinéticos de 14 amputados unilaterales de
miembro inferior (obtenidos previamente en el laboratorio de marcha de la Universidad de Surrey,
Inglaterra). La base de datos cuenta con sefiales cinematicas (con un equipo de once camaras
infrarrojas) y cinéticas (de plataforma de fuerza y de plantillas de presién) de participantes
caminando sobre suelo a nivel y sobre rampa. Ademas, se cuenta con registros videogréaficos de
dos videocamaras convencionales. Como parte del protocolo los participantes utilizaron tres tipos
diferentes de protesis: una que incluye una articulacion de tobillo completamente mecanica, una
hidraulica y una hidraulica con microprocesador. Sobre las sefiales seleccionadas de esta base de
datos, se aplicaran los algoritmos disefiados previamente y se extraeran caracteristicas de interés.

Actividad 3 (M3.A3): Extraccion de caracteristicas en personas sin patologia de la marcha. Se
definirdn las caracteristicas de las personas a participar (grupo etario, velocidad autoseleccionada



de la marcha, entre otras) de acuerdo con los registros seleccionados de las personas con
amputacion de miembro inferior. Luego, se registrardn sefiales cinematicas, cinéticas y
electromiograficas, siguiendo los protocolos definidos en M3.A1. Sobre las sefiales seleccionadas,
se realizara la extraccion de caracteristicas utilizando los algoritmos disefiados en M3.A1.

Actividad 4 (M3.A4): Andlisis de los resultados. Para cada caracteristica, se realizard un promedio
por condicion y luego se realizard un analisis estadistico. Para ello, se aplicardn pruebas que
permitan la comparacion de las condiciones mencionadas. De acuerdo con el parametro y las
condiciones implementadas, se propone utilizar andlisis de varianza (ANOVA) que incluya para
cada parametro al tipo de prétesis (sin prétesis, mecanica, hidraulica y microcontrolada).

Médulo 4 (M4): Prediccion de éxito terapéutico del plasma rico en plaquetas en artrosis
mediante biomarcadores peptidicos.

Actividad 1 (M4.A1): Identificacion de BMp candidatos para predecir efectividad de terapia PRP en
OA mediante la integracion de literatura, bases de datos, secretomas y transcriptomas
plaguetarios. Se estudiara el estado del arte sobre fisiopatologia de la OA y los mecanismos
condreo-regenerativos mediados por PRP para luego aplicar metodologias estadisticas de revision
sisteméatica de datos publicados (metandlisis). Seguidamente, se digitalizaran y procesaran datos
clinicos de pacientes locales accesibles mediante convenios de colaboracién con instituciones
publicas, particularmente con el Hospital de la Baxada “Dra. Teresa Ratto” (Parana, E.R.). La
caracterizaciéon molecular de los procesos tanto degenerativos de la OA como los regenerativos
fomentados por PRP se realizard mediante el uso y/o desarrollo de estrategias bioinformaticas para
el andlisis e integracion de bases de datos de libre acceso. Se analizaran datos transcriptomicos
plaguetarios y de cartilago articular y datos protedmicos de secretomas y granulos plaquetarios
humanos. Con la informacion extraida de las diferentes fuentes se conducird un analisis integrativo
orientado a obtener un listado preliminar de biomarcadores peptidicos (BMp) candidatos. A fin de
asignar una valoracion objetiva a los candidatos, se realizaran estudios de expresion diferencial (a
nivel de genes y/o de proteinas), analisis de enriquecimiento funcional y se obtendran redes de
interaccion describiendo los procesos previamente mencionados. Estos analisis se haran con
bases de datos de libre acceso disponibles en repositorios online como SRA-NCBI [165] y
ArrayExpress-EBI [166]. Finalmente, sobre el listado inicial de BMp se realizara una valoracion final
en funcién de caracteristicas que resultan necesarias para la deteccidbn mediante biosensores.
Tales caracteristicas obedecen a razones fisiolégicas (variabilidad interindividual medible en el
rango de deteccion del biosensor piezoeléctrico), fisicoquimicas (estabilidad estructural frente a
posibles fluctuaciones de temperatura, pH y fuerza ibnica) y biotecnologicas (disponibilidad
comercial de reactivos bioldgicos: i) aptameros y/o anticuerpos especificos; ii) forma recombinante
del analito para ser utilizado como patrén). Se espera arribar a un maximo de 3 BMp.

Actividad 2 (M4.A2): Disefio, desarrollo y validacion de métodos de dosaje para la valoracién en
PDA de BMp basados en un biosensor piezoeléctrico funcionalizado con reactivos de captura de
alta relacién eficiencia/costo seleccionados in silico. El disefio pre-experimental consistira en la
seleccién racional de reactivos de captura especificos para cada BMp. En los casos donde la
evidencia experimental no sea suficiente, se aplicaran métodos de modelado (HM) y simulacién
(MD) computacional de biomoléculas a fin de predecir la estabilidad del complejo BMp-aptamero
y/o BMp-anticuerpo en funcion de célculos de energia de interaccion (AGuinding) frente a diferentes
condiciones microambientales (pH, temperatura, fuerza ibnica, etc.). El criterio serd seleccionar
para cada BMp, el reactivo biolégico con la relacion O6ptima entre estabilidad funcional
(considerando especialmente el potencial efecto detrimental de la funcionalizacién del electrodo del
biosensor), costo relativo, afinidad/avidez y minima reactividad cruzada contra moléculas
plasmaticas humanas abundantes (p. ej. simulacién de docking contra seroalbumina, beta2-
microglobina e inmunoglobulinas). Al culminar la seleccién se prevé adquirir comercialmente los
pares analito-recombinante humano/reactivo de captura 6ptimo especifico para cada BMp. En la
etapa de puesta a punto se realizara el barrido de condiciones de funcionalizacion del electrodo
buscando minimizar la pérdida de masa y actividad del reactivo de captura [145], [167], [168].
Luego se determinara el rango dinAmico de deteccion lineal de cada BMp recombinante
solubilizado en PBS y plasma humano, previamente inmuno-depletado del analito en cuestion. A lo



largo de toda esta etapa, el método de ELISA sandwich ser4 empleado como gold standard para
escalar la sefial del biosensor. Por ultimo, se ensayaran las condiciones sub-Optimas posibles
(fluctuaciones esperables en condiciones PDA) mediante un barrido tridimensional de pH (7 £ 2),
fuerza i6nica (0.15 + 0.2 mM) y temperatura (25 + 10°C) (5x5x5 condiciones) [169]. La etapa
siguiente consistira en establecer el rango de distribucién poblacional de cada BMp a partir de
muestras de PRP de donantes sanos obtenidas (n > 40 en base la dispersion observada en datos
de ELISA publicados [170]). Luego, se procederd a la determinacién sobre una cohorte de
pacientes OA bajo diferentes regimenes de tratamiento de la enfermedad. Se prevé prolongar este
estudio hasta alcanzar una casuistica suficiente para establecer inferencias (modelo lineal por
blogues, n >10 por tratamiento) acerca del posible efecto de confusion que diferentes tratamientos
concurrentes en pacientes con OA podrian tener sobre los valores de BMp medidos.

Actividad 3 (M4.A3) Estudio clinico observacional, transversal para establecer el valor predictivo de
los BMp sobre el éxito terapéutico y el desempefio del método de medicion en un contexto
sociosanitario real. Se reclutaran pacientes con diagnéstico de OA, documentando el estado de
avance de la enfermedad al inicio del tratamiento (to) mediante una valoracién ordinal y
cuestionarios. La determinacién de los BMp se realizar4 sobre una alicuota del preparado PRP
correspondiente a la primera aplicacion terapéutica. La etapa sucesiva involucra el analisis de la
respuesta al tratamiento. Transcurrido un intervalo estandarizado, los participantes responderan un
segundo cuestionario y seran reevaluados clinicamente. Los cambios en el score respecto de to
constituirdn la medida a partir de la cual se definira el criterio de receptividad/refractariedad al
tratamiento PRP [57]-[59]. Las asociaciones entre BMp y otros factores con respecto a la VR seran
tratados de manera individual (analisis univariado) y en su conjunto (analisis multivariado).
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Metodologia de trabajo

El proyecto plantea cuatro méddulos de trabajo, que abarcan todo el espectro de investigacion
traslacional, desde la investigacion basica en simulaciones computacionales y modelos animales,
pasando por la investigacién aplicada en voluntarios sanos y pacientes, hasta finalizar el desarrollo
de tecnologias biomédicas para transferencia al medio. Cada médulo del proyecto contara con un
equipo de trabajo conformado por investigadores de distintos laboratorios coordinados por el
responsable cientifico-tecnolégico, para fomentar la transversalidad y la colaboracion entre grupos
de investigacion. Cada uno de estos equipos sera responsable de la supervision de un doctorando,
y en los casos relevantes se trabajard multidisciplinariamente con profesionales de la salud



pertenecientes a las instituciones de salud participantes. Si bien algunas de las actividades
planteadas consideran interacciones entre los equipos de trabajo (p. ej. M1.A5, M2.A3 y M4.A2),
las lineas de investigacion son mayoritariamente independientes entre si, con el fin de garantizar el
nivel de produccion cientifica y transferencia tecnoldgica inclusive en el caso de que alguna de las
hip6tesis planteadas en un modulo particular no se verifiqgue. Finalmente, las actividades marcadas
con ‘8’ o ‘# en el cronograma requeriran de la participacién de profesionales de apoyo. En el primer
caso (‘8’), se requiere colaboracion para el desarrollo inicial del modelo computacional de junta
sinovial (M1.Al), asi como también el desarrollo de software ad hoc para el amplificador de
biopotenciales BioAmp (M3.Al), la plataforma de presion FootX (M3.Al) y el biosensor
piezoeléctrico (M4.A2), asi como la configuracion y puesta a punto de equipamiento para analisis
de movimiento. En el segundo caso (‘#’), se requiere asesoramiento para la seleccion de los
biomateriales y excipientes para el vehiculo de suministro topico (M2.Al), asi como la
microfabricacion del biosensor piezoeléctrico (M4.A2).

6.5.- Resultados esperados
Al finalizar el proyecto se espera contar con:

¢ Un modelo computacional de articulacion de rodilla que permita simular articulaciones sanas
y artrésicas.

¢ Una plataforma de microfluidica que permita evaluar tratamientos tépicos de artrosis.
Una estrategia integral para la seleccion de prétesis en pacientes amputados para minimizar
el riesgo de artrosis, basada en el analisis de parametros de marcha.

¢ Un conjunto de biomarcadores peptidicos para predecir el éxito terapéutico del plasma rico
en plaquetas, identificables mediante un biosensor costo-efectivo.

De manera integral, se espera que los resultados de este proyecto contribuyan a una mayor
comprension de la artrosis, generando conocimiento y tecnologias que permitan predecir y
diagnosticar de manera temprana el desarrollo de la enfermedad, aliviar los sintomas relacionados
(particularmente el dolor) y contribuir a la mejora en las estrategias de tratamiento y rehabilitacion.

6.6.- Difusion de los resultados

Se prevé que el conocimiento generado a partir de la concrecién de los objetivos especificos de los
cuatro subproyectos planteados sea difundido en conferencias nacionales e internacionales de
relevancia en el tema. Ademas, se espera que los resultados parciales y finales de las
investigaciones sean publicados en revistas indexadas internacionales de alto impacto. En
particular, se hara énfasis en seleccionar revistas que permitan el modelo de publicacién green
open access, en el cual se permite que los autores almacenen y publiquen una version revisada
pero no editada de los articulos en repositorios controlados por los autores o las instituciones que
financian la investigacion. Adicionalmente, se propone realizar ateneos, seminarios y otras
actividades de formacién y divulgacion, destinadas tanto para profesionales de la salud como para
la comunidad en general.

6.7.- Proteccion de los resultados

En caso de que los resultados obtenidos puedan ser susceptibles de proteccidn bajo los regimenes
legales vigentes de propiedad intelectual o industrial y/o en caso de que en virtud del mismo pueda
resultar la necesidad de establecer sistemas de proteccién de la informacién contenida en los
proyectos bajo el caracter de confidencial y secreto por todas las personas que puedan tener
acceso al mismo, se procedera conforme a las politicas y normativas de propiedad intelectual;
procedimiento de patentamiento y procedimiento de firmas de acuerdos de confidencialidad del
CONICET (Res. N° D3249/2007, Res. N° 0790/2015 y Res. N° D3312/2011, respectivamente) y
Ordenanza 361 de propiedad intelectual de la UNER.

6.8.- Actividades de transferencia

Especificamente para este proyecto, se cuenta con convenios y compromisos de colaboracion con
instituciones de salud de la region, como el Centro de Medicina Nuclear y Molecular Entre Rios
(CEMENER) en Oro Verde, el Hospital de la Baxada Dra. Teresa Ratto en Parana, el Hospital de



Rehabilitacion Integral del Discapacitado Dr. Vera Candioti de la ciudad de Santa Fe, INECO sede
Rosario y el Centro Universitario de Asistencia, Docencia e Investigacion (CUADI) de la
Universidad del Gran Rosario (UGR), integrados por profesionales médicos que colaboraran en el
proyecto aportando su experiencia clinica y asistiendo en el reclutamiento de pacientes. Se espera
gue las tecnologias desarrolladas en este proyecto sean transferidas a estas instituciones de salud,
teniendo en cuenta los resguardos de propiedad intelectual correspondientes.

Concretamente, se espera que el desarrollo de la plataforma de microfluidica se utilice para la
cuantificacion de suministro de farmacos tépicos, lo cual puede ser relevante para la industria
farmacéutica local. Con relacion a las herramientas de prevencion de artrosis en pacientes
amputados, se espera transferir estas estrategias de selecciéon de prétesis a instituciones como el
Hospital de Rehabilitacion Integral del Discapacitado Dr. Vera Candioti y el CUADI. También
podran ser transferidos el equipamiento desarrollados en la FIUNER a tal fin (e.g. amplificador de
biopotenciales BioAmp). Finalmente, se espera que los avances relacionados a la terapia de PRP,
tanto en términos de prediccion de efectividad como de transferencia tecnoldgica del biosensor,
sean utilizados en el Hospital de la Baxada Dra. Teresa Ratto.

En este sentido los laboratorios e integrantes del presente proyecto acreditan un largo historial de
transferencia hacia el medio socio productivo. Algunos ejemplos (no exhaustivos por limitaciones
de espacio) son:

e Entre los desarrollos para transferencia del LPE3D pueden mencionarse un amplificador de
biopotenciales open source, una plataforma de sensado de presién plantar y una
microbalanza de cristal de cuarzo para sensado de biomoléculas.

e EI LIMH ha realizado transferencia de Informes Técnicos y Protocolo sugerido de AMH para
pacientes amputados al Hospital de Rehabilitacién Integral del Discapacitado Dr. Vera
Candioti. También ha asesorado a la empresa CACTO3D en la construccién de calzado
deportivo personalizado en impresoras 3D, y ha transferido software de analisis de datos al
Laboratorio de Marcha del Hospital FLENI, sede Escobar.

¢ EI Dr. Biurrun Manresa posee una patente relacionada con la medicién objetiva del dolor
para el diagndstico de enfermedades cronicas [171].

o EI Dr. Mifio asesora actualmente a la compafia Selectivity para optimizar el disefio de un
dispositivo microfluidico para seleccidén espermatica.

7.- JUSTIFICACION DEL PRESUPUESTO

Gastos de capital: se planea adquirir un sistema F-Scan (https://www.tekscan.com/products-
solutions/systems/f-scan-system, aprox. USD 10000) para equipar el LIMH. Este sistema permitiria,
en el marco de este proyecto, replicar exactamente la adquisicion en datos de personas sanas a la
base de datos de personas con patologias de la marcha ya existente. A largo plazo, este sistema
permitiria el redisefio y la mejora de equipamientos alternativos desarrollados en la FIUNER (como
la plataforma FootX) y serviria como validacion para equipos desarrollados en otras Universidades
con similares propésitos. También se planea actualizar el parque informatico del IBB, a fin de
proveer a los doctorandos y profesionales de apoyo a incorporar con computadoras personales de
Gltima generacion. Esto resulta particularmente importante dado que buena parte del trabajo
realizado en el IBB consiste en el procesamiento de datos, modelizacion y andlisis, lo cual requiere
computadoras suficientemente potentes para el objetivo. Por otro lado, se utilizara parte del
presupuesto para la compra de equipamiento pequefio para las areas de microfabricacién, cultivo
celular y crioconservacién (p. ej. una centrifuga y un kit para PRP, un inyector y jeringa
programable para microfluidica). Adicionalmente, se propone también adquirir una licencia
adicional del software COMSOL Multiphysics, asi como normas ISO-IRAM relacionadas al
desarrollo de hardware y software para dispositivos médicos.

Gastos corrientes: el presupuesto para bienes de consumo se utilizara para la compra de
materiales para la realizacion de experimentos, entre los que se cuentan los biomateriales,
farmacos, reactivos, electrodos, componentes electronicos, etc., de los proyectos que poseen una
componente experimental. Asimismo, los gastos por servicios de terceros corresponden a los
costos de ensamblado, mantenimiento y reparacion de equipos y a los servicios de microscopia.
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Los gastos de viajes y viaticos se proyectan en funcién de un viaje y una estadia corta (nacional o
internacional) para formacion y capacitacion de cada uno de los doctorandos en las instituciones
con las que los investigadores del proyecto mantienen colaboraciones. También se consideran en
este item gastos de capacitacién para los profesionales de apoyo. Finalmente, en relacion con la
proteccion de los resultados, se prevén gastos para analisis de factibilidad de patentamiento de las
tecnologias desarrolladas (potencialmente para la plataforma de microfluidica o para el biosensor
piezoeléctrico), y en caso de que la patentabilidad sea factible, se proyectan gastos de
presentacion de una solicitud internacional de patente (PCT).

8.- VIABILIDAD Y FACTIBILIDAD TECNICA

La sede fisica del IBB se encuentra en la Facultad de Ingenieria (FI) de la UNER. El IBB posee
acceso a las bibliotecas fisicas de la FI-UNER y del CCT Santa Fe, como asi también a la
biblioteca electronica del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion. Ademas, dispone de la
siguiente infraestructura y equipamiento:

e Grupo de Biomecanica Computacional: posee una oficina con 10 puestos de trabajo, 3
computadoras de alto desempenio, y licencia del software COMSOL Multiphysics. Cuenta
con acceso a un cluster para computo distribuido, con 10 nodos, cada uno de 24 nucleos,
128GB de memoria RAM y disco SSD de 120GB.

e Laboratorio de Microscopias, Biofotonica y Bioinformatica Aplicadas al Analisis de
Im&genes Bioldgicas: consiste en una sala de microscopia electronica, una sala de
microscopia confocal, un laboratorio general, un acuario con planteles adultos de peces
cebra, un cuarto oscuro, tres oficinas y tres boxes. Posee microscopio electronico de
transmision Philips 201, un microscopio electronico de barrido Hitachi HU11-C, un
microscopio de fluorescencia directo Olympus BX-50, un microscopio de fluorescencia
invertido de seccionamiento Olympus IX-83, un microscopio de fluorescencia invertido Nikon
Eclipse y un microscopio laser confocal Zeiss LSM 880 con detector Airyscan y mddulo
FLIM.

e Area de Cultivo Celular y Crioconservacion: consiste en un laboratorio con estufa de
cultivo celular, un flujo laminar con aire filtrado para manipulacion celular, y permite realizar
tareas de esterilizacion de instrumental de laboratorio.

o Area de Microfabricacion: consiste en una sala Limpia clase 7 rodeado de una sala gris,
destinada al disefio y desarrollo de dispositivos microfluidicos mediante procesos de
litografia blanda. También cuenta con equipamiento para realizar microcircuitos mediante
deposicion de metales mediante diferentes técnicas (sputtering plasma etching, wire bonder,
etc.).

e Laboratorio de Investigacién del Movimiento Humano: consiste en dos oficinas con 8
puestos de trabajo. Posee, medidor de frecuencia cardiaca (Polar RS 400) para estimacion
de gasto energético, sistemas videograficos para analisis de marcha (uno de ellos portatil,
con camara de videografia Nikon 3300 y software ad-hoc), amplificadores BioAmp vy
OpenBCI para adquisicion de sefiales de electromiografia y una plataforma FootX para
registro de presiones plantares. Ademas, posee una base de datos de registros de marcha
obtenidos en convenios con la Universidad de Surrey, que pueden ser utilizados para el
presente proyecto.

e Laboratorio de Prototipado Electrénico e Impresién 3D: cuenta con las capacidades
para disefiar y desarrollar sistemas embebidos orientados a la implementacién de prototipos
para la industria de tecnologia médica y agropecuaria. Permite el desarrollo en
microelectrénica aplicable a la fabricacion de biosensores y realiza estudios de técnicas de
prototipado rapido que integran la electrénica con impresién 3D.

e Laboratorio de Sefales y Dindmicas No Lineales: consiste en una oficina con 9 puestos
de trabajo.

9.- AUTORIZACIONES CORRESPONDIENTES

Para la ejecucion de algunas de las actividades detalladas en el proyecto, que requieren la
recoleccion de datos a partir de experimentos que involucran animales o seres humanos, se



solicitara previamente la aprobacion de los protocolos de investigacion por parte de los Comités de
Etica correspondientes, tanto en Entre Rios (Comité Central de Bioética en la Practica y en la
Investigacién Biomédica, http://www.entrerios.gov.ar/msalud/?page id=12492) como en Santa Fe
(Comité de Etica y Seguridad del Trabajo Experimental, https://santafe.conicet.gov.ar/ceytse/). Los
protocolos seguirdn normativas internacionales, nacionales y provinciales en relacion a la
investigacion biomédica, incluyendo entre otras la Declaracion de Helsinki, la Declaracion Universal
sobre Bioética y Derechos Humanos, de la ONU, , las Disposiciones de la Declaracion Internacional
sobre los Datos Genéticos Humanos de la UNESCO, las Pautas Eticas Internacionales del CIOMS,
la Ley 26529 de Salud Publica, el Art. 58 del Coédigo Civil y Comercial, la Resolucién 1480/2011 del
Ministerio de Salud y las Resoluciones 1047/05 y 540/06 del Directorio de CONICET. Ademas, en
el marco del cumplimiento de la Ley 26.899, reglamentada por Resolucion del MINCYT 753 —
E/2016, se presentara antes del inicio del proyecto un plan de Gestion de Datos, que contemple el
correcto registro, procesamiento, preservacion y archivo de los datos originados por este proyecto.
Los animales se manipularan de acuerdo con las guias nacionales e internacionales provistas por
el Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Investigacion de la Facultad de Farmacia y Ciencias
Bioquimicas de la Universidad Nacional del Litoral, incluyendo la Declaracién de la Asociacion
Mundial de Médicos sobre el Uso de Animales en la Investigacion Biomédica, la Guia de la NRC
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y la Guia de la AVMA para la Eutanasia de
Animales.
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