PROYECTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PARA LA PRODUCCION DE
CANNABIS SATIVA

Titulo del proyecto

“

“Proyecto de estandarizacién de produccidn de extractos de Cannabis con

propiedades medicinales”

CANNTEK S.A” es unaempresa biotecn ologica conformada porun equipo mu ltidisciplinario
con experiencia de varios afios en el estudio, cultivo e industria dei Cannabis con fines
industriales y medicinales en la Rep;ublica Oriental del Uruguay y en el ambito del territorio
nacionai argentino.

A raiz de las experiencias satisfactorias recolectadas en ef desarrollo de la actividad, es
que tenemos como objetivo adaptar las técnicas de produccién de Cannabis a la realidad
argentina. A través de la experiencia adquirida, tenemos la capacidad de producir Cannabis
en forma estandarizada. Es decir que, a través del control de los parametros de produccion,
logramos ta estandarizacion de la genética vegetal, lo que conlleva a producir variedades
con niveles consistentes de cénnabinoides, flavonoides y terpenos. La estandarizacion
garantiza una composicion de dosis uniforme, permitiendo a ios pacientes y médicos
suscriptores poder adaptar la dosis correspondiente a cada prescripcion.

Es por esta razon que lograr llevar adelante programas de investigacion con institutos
nacionales, universidades, cooperativas cannabicas y ONGs nos permitiria probar la
seguridad, eficacia y resuitados a través de muitiptes ensayos clinicos.

L.a mision de nuestra empresa es poder implementar nuestra experienciay trayectoria en
tainvestigacion y produccion de Cannabis medicinal en Argentina, para lo cual entendemos
que este proceso debe ser certificado siguiendolos estandares mas altos de calidad a nivel
internacional. Para esto Ultimo, las guias que marcan nuestro trabajo son aguellasque se
encuadran como BUENAS PRACTICAS AGRICOLAS Y DE RECOLECCION PARA
PLANTAS MEDICINALES Y BUENAS PRACTICAS DE FABRICACION (GMP).

La realidad argentina actual en relacion al nuevo mercado incipiente, pero prospero y las

dltimas actualizaciones normativas en la materia nes brinda la posibilidad de realizar

nuestro proyecto en el pais.

Por otra parte, las investigadoras del CONICET, la Dra. Sandra Churio y Dra. Alejandra

Fanovich forman parte de la Red Argentma de Jnvestlgadgrgg,zs@&z%gmg&)ﬁm%ﬁ%ﬁgai |
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(RACME) desdé su creacion y son asesoras cientificas de la ONG Cannabis Medicinal
Argentina (CAMEDA). Asimismo han participado como docentes colaboradoras en el
dictado del “Curso de formacién sobre Cannabis sativa: De 1a planta a la formulacién”,
actividad de posgrado que se ofrece en la FCEyN de la UNMDP. °

Sus antecedentes cientificos en la tematica se ven reflejados en la redaccion de dos

capitulos de 1iBro sobre Cannabis medicinat:

*Ramirez C.I.., M.A. Fanovich, M.S. Churio, “CANNABINOIDS: extraction methods,

analysis and physicochemical characterization”, Chapter in Studies in Natural Products
Chemistry, Ed. Atta-ur-Rahman (2019) Elsevier, Vol.61, 143-173, ISSN 1572-5995, ISBN
9780444641830. :

*Fanovich, M.A., Churio, M.S., Ramirez, C.L., “Medicinal cannabis: Pharmaceutical forms
and recent analytical methodologies”, Chapterin Comprehensive Analytical Chemistry,
2020, 90, pp. 31-63. ISBN: 978-0-444-64341-4.

La Dra. Luciana Barbini tiene experiencia y antecedentes en el estudio de la actividad
biclogica de extractos de diferentes plantas, en relacion con la actividad citotoxica,

antitumoral .y antiviral en la salud humana. Sus investigaciones han sido plasmadas en

diversas reuniones y publicaciones cientificas, como ser:

v KottV, Barbini L, Cruafes M, Mufioz J de D, Vivot £, Martino V, Ferraro G, Cavallaro L.,
Campos R. Antiviral activity in argentine medicinal plants. Journal of Ethnopharmacology
1999; 64:79-84.

v Barbini L, Lopez P, Ruffa J, Martino V, Ferraro G, Campos R, Cavallaro L. Induction of
apoptosis on human hepatocarcinoma cell lines by an élkyl resorcinol isolated from
Lithraea molleoides. World Journal of Gastroenterology. 2006 Oct 7; 12(37).5959-63.

v Martinez MJ, Andreu A, Barbini L. Plant polyphenolic extracts as potential human anti-

hepatccar-cinoma agents. Minireview, Plant Science Today 2014 Oct; 1(4): 213-218.
http://dx.doi.org/10.14719/pst.2014.1 4 62

v Martinez MJ, Barbini L, Andreu AB. Chemical cha}acterization of polyphenol extracts

from Andean and industrial Solanum tberosum tubers and their cytotoxic activity on
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human hepatocarcinoma cells. SDRP Journal of Food Scien ce and Technology, 2018
Feb; 2(2).205-217. Epub: Dec 2017. doi:10.25177/JFST2.2 5.

Dentro de ese marco, vy alos fines de ejecutar en forma conjunta y articulada los objetivos
dispuestos por la Ley Nacional 27.350/17 y la ley provincial 14924 | |as partes acordaron

firmar el Convenio marco de cooperacion: Convenio PR5679 (CONICET- CANNTEK S.A),
Proyecto Desarrollo de productos controlad()? de Cannabis para usp medicinal. EX-2022-

128192889-APN-GVT#CONICET.

Por todo lo mencionado se tiene como objeto inmediato solicitar a los organismos
nacionales correspondientes la Homologacion del convenio de 4#D celebrado enire
CANNTEK S.A Y CONICET para materializar dicho proyectc de investigacion del
cultivo de Cannabis.

Se adjunta convenio aprobado de ! + D entre CONICET y CANNTEK S.A, anexos 1 y

2y adenda al convenio original.-

LTOBJETIVO GENERAL
Eslandarizarla produccion de extractos de Cannabis con propiedades medicinales en total
acuerdo con la normativa nacional vigente, siguiendo las directivas de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en materia de buenas practicas agricolas y de recoleccion de
plantas medicinales; y desarrollar nuevas formas de administraciéon de extractos de
Cannabis medicinal.
LIl OBJETIVOS ESPECIFICOS
A.1- Desarrollar técnicas que permitan el CL‘-j‘Itivo de'variedades de Cannabis sativa y el
desarrollo del perfil genético de las variedades para su posterior aplicacion en monitoreo
de la descendencia. Estudiar Ia adaptabilidad de variedades de Cannabis de diversas
latitudes a la zona propuesta.
A.2- Desarrollar un protocolo estandarizado de obtén cién de extractos de Can’enabis a partir
de tecnologias limpias. Estudiar y optimizar el proceso de obtencion de extractos de
Cannabis utilizando tecnologia de fluidos su percriticos. Comparar |a eficiencia del método
con melodos convencionales de extraccion. ‘
A3.- Realizar una caracterizacion completa de los extractos obtenidos
A3a. Caracterizacion quimica. -

IF-2023-54265679-APN-DD#M S
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-Caracterizar y cuantificar por técnicas analiticas cromatograficas (HPLC y/o CG-MS) los
componentes cannabinoides y terpénicos de los extractos de Cannabis sativa obtenidos

por distintas metodologias.

-Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos en base a reacciones de inhibicion de
especies radicales de prueba mediante Resonancia Paramagnética Electronica (EPR). -
Determinar la esfabilidad de los extractos en presenciay ausencia de iluminacion ambiente
y saturacion con aire. o

-Explorar la capacidad de los extractos de fotosensibilizar 1a formacion de especies
reactivas de oxigeno mediante irradiacion con luz visible.

A3b. Caracterizacion biologica. Evaluar actividad citoloxica y antiviral.

Determinar las concentraciones citotoxicas de los extractos en diferentes lineas celulares
turmorales humanas, representativas de dist'mtoé tipos de cancer.

_Establecer los mecanismos molecutares implicados en la actividad citotoxica. _
_Determinar las concentraciones inhibitorias de la replicacion viral de diferentes virus

humanos de importancia médica. -Establecer fos mecanismos moleculares implicados en

la actividad antiviral.

A.4- Obtener prototipos de productos derivados de Cannabis.

Flaborar un protocolo para la preparacion de aceites de Cannabis con concentraciones
controladas de los principios activos mayoritarios y contrastar-su bicequivalencia con
nroductos certificados internacionates. Disefiar y evaluar la potencialidad de obtener

microparticulas para contener los principios activos de cannabis.
I DESCRIPCION TECNIEA DEL PROYECTO.

L.l Etapas del proyecto
ETAPA1
1) Culiivo de material biologico

1.a) Culiivo CANNTEK {la empresa es la responsable de esta actividad)"i

La empresa es la responsable de la produccion inicial del material vegetal para dar inicio a
la secuencia de actividades. A continuacion, se brindan delalles de los materiales de

partida, formas de cultivo, espacio disponible entre otros aspectos para generar el material
inicial.

aterial de origen:
‘ IF-2023-54265679-APN-DD#M S
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A- Se utilizarda. germoplasma nacional de origen desconocido para trabajar en su
fitomejoramiento v lograr a posteriori su inscripcion dentro del registro de variedades de
cannabis de INASE. La resolucion que habilita a no declarar el origen de este tipo de
germoplasma es la Resolucion Conjunta INASE - Ministerio de Salud N° 5/2021.

B.- Seimportaran semillas del banco trilogene seeds y Dinafem Se:ed variedadestanto altas
en CBD y bajas en THC como altas en THC y bajas en CBD, esto para poder experimentar
con diferenles combinaciones de ambos cannabinoides dominantes para buscar la mejor
eficiencia en diferentes patologias.

Estas variedades pueden encontrarse sujetas a disponibilidad y a que el banco de semillas
este dispuesto a enviar al pais. Dg ser esto imposibie se buscard otro banco de semillas
que pueda proveer semillas de similares caracteristicas. Asimismo, las variedades pueden
ser modificadas con el fin de poder atender mejor las patologias necesarias, segun se
converse con los diferentes entes involucrados. Cabe aclarar quesimplemente se muestran
las variedades que se podrian conseguir con el fin de mostrar ér interés de trabajar con
variedades que tengan fines medicinales.

Actualmente CANNTEK ha iniciado el tramite frente a INASE para darse de alta en el
Registro Nacionai de Comercio vy Fiscalizacion de Semillas (RNCyFS) como criadero de
semillas de cannabis. La seleccion de! germoplasma y sus variables esta a cargo del Ing.
Agronomo Ignacio Luis Alvarez. matricula 02528, resposable técnico del proyecto y frente
a INASE,

Técnicas de cultivo:

El Cannabis es una planta que se puede cultivar con distintas técnicas, nosotros
proponemos comenzar este proyecto con algunas ya utilizadas anteriormente en proyectos
anteriores (desarrollados en Uruguay)como son las tecnicasde cultivoen invemn aderostipo
macrotunel, de tipo “palo y nailon"y parcelas a cielo abierto. En los invernaderos se
probaran métodos de cultivo en suelo organice vivo y cultive hidropénico. Comenzando por
las mas sencillas y probando con ofras a medida que se crea conveniente.

Los hongos, inseclos, bacterias y el estrés climaticos son los enemigos namerc uno deun
producto de calidad farmacéutica, es por ello que es de fundamental importancia |a
utilizacion de correctas técnicas de cultivo, la implementacion de suelo vivo, hongos
benéficos, micorrizas y fertilizacion organica para lograr los estandares mas altos de
calidad. 5

A continuacion describiremos brevemente la técnica de cultivo en invernadero y a cielo

abierto que son las que se estiman mas convenientes. |E-2023-54265679-APN-DD#MS
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Cultivo en invernadero:
La técnica de cultivo de cannabis en invernadero tipé macrotunel provee beneficios no sélo.
'a nivel de cultivo sino también a nivel econdmico. Esta técnica consiste en la con struccion
de invemnaderos, con cubierta translUcida para poder aprovechar la‘luz solar al maximo
disminuyendoel usode luzartificial, ayudandocon ia proteccion del invernaderoa controlar
plagas, humeda,‘g y temperaﬂwas requeridas por el cultivo. Se puede acompanar este
invernadero de focos de luz artificial para simul‘aﬂas condiciones climaticds requeridas por
el cultivo en condiciones que el clima de la zona no los provea. Tambien se puede contar
con sistemas de black out cuando se reguiera regularlas horas de luz que se desea quela
planta se encuentre expuesta para poder obtener el mejor rendimiento de cada cultivo.
Ademas, este tipo de invernadero debe.equiparse con sistemas de ventilacién natural y/o
forzada, sistemas de humidificacion, calefaccidn por agua y/o aire caliente, asi como
sistemas de control de clima, riego y fertirrigacion. El cultivo en invernadero puede ser
llevado a cabo en macetas o a tierra directa, nosotros huscaremos utilizarambos para poder
estudiar mejor las adaptabilidades de la planta a la zona con diferentes metodologias,
aprovechando los beneficios que cada una posee.

Cultivo a cielo abierto:

I a técnica de cultivo a cielo abierto si bien se encuentra mas limitada en materia de control
de ta planta, provee numeroso beneficios a fin de obilener un cultivo de mayor tamaiio.
Consisle en la obtencion de plantines de tamafio adecuado para que no sea vuinerable al
exterior, ubicado en parcelas de tierra para que puedan desarrollar raices y tamafos
mayores que el que se lograria en las condiciones limitantes de una maceta. Esto limita a
plantar en diferentes épocé"}% del afio para poder aprovechar al maximo las condiciones
climaticas naturales, las. cuales Seran analizadas pof el equipo lécnico para determinar
cuales son las mas propicias para la zona. Se utilizara una superficie aproximada de 3000
m? para la produccion a cielo abierto.

2.
&

Méiodo de produccién: ,

Una vez obtenidas las semiflas, las mismas se germinaran en un area especial para esta
tarea.

A través de una seleccion rigutosa se elegiran las mejores planias, teniendo en cuenta el
tamarnio y el desarrollo que’las mismas vayan presentando. Estas seran trasladadas a otro
habitaculo,y se encontraran en etapa de vegetacion el tiempo necesariopara poderobtener

la cantidad de esquejes requeridos para cumplimentar con el ciclo siguiente {los esquejes

IF-2023-54265679-APN-DD#M S
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seleccionados de germoplasma nacional de origen desconocido se utilizaran ademas para
trabajar en su fitomejoramiento), :

A medida que vamos obteniendo los esquejes los mismos seran colocados en pequefas
macetas con tierra o jiffys donde las mismas se colocaran en tas condiciones de
temperatura y humedad necesaria para poder generar las raices propias. Una vez
desarrollados los esquejes y encontrandose en las condiciones necesarias para poder ser
trasplantadas las mismas se iran acomodando en macetas de un mayor tamafio dentro de
los invernaderos, y en la parcelas de exterior, para comenzar su desarrollo.

Dentro de los invernaderos se instalaran distintos paneles de luz artificial que ayudaran al
crecimiento y desarrollo de las plagtas en cuanio se necesite. Se buscara siempre utilizar
la menor cantidad de luz artificial necesaria, teniendoen cuenta queamayor uso energétioo
mayores costos y mayor contaminacion. Las plantas que se encuentren en parcela exterior
se acomodan en hileras, defando unpaso entre hilera e hllerq para poder revisar cada
plantaen parﬂculary tener un control exhaustivo de las mismas debido 3 gue el control en
exlerior en cuanto a plagas o problemas de suelo puede ser de mayor complicacion que
interior. Dicho esto, sabemos que el control en interior puede generar complicaciones en
cuanto a condiciones de humedad o temperatura que seran controladas con distintas
tecnologias, pero permite un mayor control para un mejor desarrollo, y en el exterior el
desarrollo puede llegar a presentar otras complicaciones as cuales seran estudiadas.
Unavez completado el ciclo de las plantas, las mismas seran cortadas y colocadas enun
cuarto de Secado donde tendrdn que permanecer un t|empo estipulado de
aproximadamente un mes para completar el proceso de secado vy curado. Este proceso
debe ser llevado a cabo en unas condiciones de humedad relativa del ambiente de 45% a
60% para prevenir la aparicion de patogenos y a una temperatura de 15 y 18°C para
prevenir gue se volatilicen diversos compuestos quimicos.

Una vez que el porcentaje de humedad de la materia prima alcance el 10% de humedad,
se procedera al corte de flores {cogollos), los cuales seran separados de los tallos v las
hojas, proceso al cual llamaremos maricura o timmeado. En este proceso una persona
con unatijera o una maquina separa los cogollos del resto de las plantas pudiendo asi
separar las diferentes partes de la misma. Terrﬁinado el proceso de manicurs, los cogollos
seran guardadosen unhabitaculoque presentelas condiciones necesarias de temperatura
y humedad para su almacenamiento hasta que tengan que ser enviados al laboratorio

correspondiente para su estudio y produccion de extractos,

|F-2023-54265679-APN-DD#M S
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Es imposible realizar una estimacion antlicipada en relacion con la cantidad de plantas 'y
definicion de cuadros de cultivo por m?, ya que las mismas se definen en funcion de

variablés que se tienen en cuenta al momento exacto de su Gltimo trasplante.

Gestion de plagas

Encuantoa la ggstic'm de plagas, buscaremos tratar las mismas con insecticidasorganicaos,
siendo que fratamos con maleria gue en su posterioridad seran utilizadas como objeto para
productos medicinales.No se puede detaliarlos productos a utilizardebido a que como nos
enconframos en etapa de investigacién, se desconocen las plagas y otros tipos de

malestares que pueda presentar €l cultivo en ta zona en cuestion.

Gesitién de residuos

En materia de residuos, sabemos que la plantade Cannabistiene numerosos usos, no solo
en cuanto a usos medicinales sino también en numerosas industrias como la textil o
energetica, por lo tanto lo que podriamos catalogar coma residuos (tallos y hojas) seran
eventualmente entregados a los grupos de investigacion asociados a este proyeclo para
investigar nuevos y mejores usos.

En caso de tener excedente, los residuos seran depositados y acopiados en un sector
donde se estara ge'nerando fierra nueva, con mecanismos de compostaje. Esto nos
permitira reciclar los residuos obteniendo tierra que sera luego ulilizada en la misma

plantacion, mejorandoel sueloen el que se encuentran las plantas para su mejor desarrollo.

Trazabilidad w |

Teniendo en mira la certificaoi'z')n en el momento ijportuno de BUENAS PRACTICAS
AGRICOLAS (BPA) y BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA (BPM) {Disposicion
3602/18 ANMAT, Disposicidon 3827/18 ANMAT) es que se implementard un sistema de
trazahilidad en la que cada plantin sera etiquetado con un cédigo de identificacion para
poder realizar un seguimiento desde la semilla hasta la inflorescencia de” cannabis. E
manejo de la documen}acién en forma sistematizada colabora en la mejora cualitativay
cuantitativa en la produccion, y permite la evaluacion de resultados frente a distintas

decisiones estratégicas y ayuda a la creacion de confianza en la industria del carinabis.

~

Espacio fisico (CANNTEK)

IF-2023-54265679-APN-DD#M S
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CANNTEK cuenta con un predio de ~ 5 hectareas, circunscripto este Gltimo dentro el

establecimiento estancia “La Trinidad”, Ruta 2, km 396, (CP 7612) Camet, Partido de
General Pueyrredon,

cual se destinara para el desarrolio y ejecucion del presente convenio.

Seran montados dos invernaderos, uno de tipo “palo y nylon”de aprox. 300 m?2 y otro con
alta tecnologfa de tipo macrotunel con acero galvanizadode aprox. 300 m?. Con este (ltimo
tipo de invernaculo seintentara probar una méyor eficiencia en el control climatico, ya que
mas alla de sus caracteristicas técnicas que permiten un mejor movimiento en el flujo del
aire, se instalaran equipos especificos de control climatico, tales como iluminacion artificial,
sistema de "black out”, ventilaciony extraccion forzada de aire, sistemas de aspersion de
vapor de agua y riego por goteo.

Por ultimo, se instalara un espacio adecuado para el procesamiento de la materia vegetal
de alrededor de 40 m2. Alli se realizafé el corte, secado, curadd? cierre al vacio, acopioy
almacenaje tanto de materia primas como de productos elaborados. El mismo sera
equipado con sistemas de control de humedad, tefnperatura y flujode aire, a fin de alcanzar
un rango de HR entre el 45 % a 55 % yunatemperaturade 16 a 19 °C.

Seguridad _ ‘

CERCO PERIMETRAL: Un anillo de seguridad con un cerco olimpico romboidal de 2
pulgadas, 2 metros de alto y 2 filas de alambre de puas con postes cada 3 metros. Todo el
perimetro alambrado -se encontrara cubierto con lona maritima para mayor seguridad.
Contara con portén automatico, portero eléctrico y monitoreada por camaras para evitar
posibles ingresos no autorizados mientras ingresa el personal o proveedores.

CCTV: Seinstalarauncircuito cerrado de 7 camaras IP de alta resolucion yvision noctuma
en todo el perimetro, interior de invemaderqsy oficinas que se controlan desde el bunker
de seguridad. Las grabaciones se alojan en un lugaréegu ro de las instalaciones con copia
an la nube por cualquier eventualidad.

BUNKER: En el predio se construira un bunkerpara alojar el personal de sequridad desde
donde se monitorean las camaras de segundad accesos elc., con comunicacion
independiente y también estan provistos de betones de panico para guardlas y personal
permanente que se conectan via telefoma celular con la Comisaria de la zona.

ALARMA: El perimetro exlerior de los invernaderos contara con barreras infrarrojas, e
interior de estos contara con sensores de movimiento que disparan una alarma luminica-

sonoraen todo el predio y al bunker de seguridad. La alarma estara coneclada con la Policia

de la zona.
|F-2023-54265679-APN-DD#M S
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-3

1.b) Cultivo modelo indoor (la empresa es la responsable de esta actividad junto

con la Ora. Fanovich)

Se procedera a%iarmar un cultivo indoor de aprox, 60 m2 en el 4to piso del INTEMA,
ciudad de Mar det Plata. El mismo tiene cqmo' objeto producirinflorescencias de Cannabis
con los méas altos estandares de calidad, controlando todos los factores ambientales de
manera arlificial.

Dichas instalaciones disponen de: luminacion artificial {led y hps), sistema de filtrado de
agua por osmosis inversa, sistema de riego por goteo, climatizacion con sistema de aire

accndicionado y venlilacidn forzada a los fines de regular las condiciones de humedad y

!

temperatura interna.
Se contara con una sala de germinacion, lugar en donde se germinarén las semillas y se
reproduciran esquejes de plantas madre seleccionadas (reproduccidon asexuada),
integrada esta ultima a una sala para crecimiento vegetativo de aprox: 20 m2 , una sala
de floracion de aprox. 30 m2 y una sala de corte y secado de aprox. 10 m2 .

Sisiemas de cultivo en indoor

FPorun lado, ée cultivara en macetas con sustrato vivo buscando un producto final
agroecologico. Para la mezcla del sustrato se utilizard humus, tierra, turba, perlita,
mécorrizés, trichodermas, distintos hongos benéficos, algas marinas y microorganismos
eficientes. Se utilizaran fertilizantes organicos garantizando un 6ptimo desarrolio de las
raices y de la masa vegetal El sustralo vivo favorece a desarrollar plantas mas
resistentes a plagas y enfermedé'des, aumentala exp?esio’n de los terpenos y flavonoides,
se encuentra libre de quimicos y enriquece los suelos evitando el agotamiento.

Por otro lado, se implementara un sistema de cultivo hidroponico por goteo con sustrato
inerte. En este sistema el agua sirve como medio de cultivo cargado de nutrientes con un
pH y electro-conductividad determinadas y controladas a diario. Para lograr eh:éto, se
partira utilizando agua de dsmosis inversa, a fravés de la utilizacion de un filtro y deposito
para eslos fines. Al estaf los nutrientes disponibles inmediatamente, y controlando las
necesidades nutricionales de ta plania en forma constante se puede lograr un rendimiento
mayor en relacion con la masa (expresada en kg) x m2 de inflorescencias, en
comparacion al cultivo en tierra. Ademads, este sistema mejora ta calidad microbiologica

del producto final, ya que al estar utilizando un medio de cultivo inerte se reducen

IF-2023-54265679-APN-DD#M S
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considerablemente las infecciones por plagas y enfermedades, garantizando un producto
totalmente inocuo.

Etapa de crecimiento vegetativo y floracion

Una vez germinada la semilla y/o enraizados los esquejes seleccaonados se haran dos
trasplantes, el primero a macetas de 3 litros donde continuaran su crecimiento hasta su
posterior trasplante a maceta final de 15 litros.

Se implementaran dos fotoperiodos distintos; uno de 18 h de luz y 6 h de oscuridad para
la etapa vegetativa, y otro de 12 h de luz y 12 h de oscuridad para |a etapa de floracion.
Se buscara cohservar una temperatura entre el rango de 24 y 28 °C y una HR% del 60 ai
80% para la sala de crecimiento vggetativo y del 45 al 60 % para la sala de floracion.
Sala de secado

En fa misma se realizara el corte y secado del material vegetal. Sera equipado con
sistemas de control de humedad, temperatura y flujo de air:e, afin de alcanzar un rango
de HR entre el 45 % a 55 % y una temperatura de 16 a 19 °C.

ETAPA 2

ACTIVIDAD N° 2: Recepcién del material vegetal y caracterizacion inicial
(responsable Dra. Churio, Dra. Barbini, DQBQ)

El material vegetal suministrado por la empresa sera evaluado docu mentando su estadoy
calidad. Se procedera a la caracterizacién del material SeCco previo a la cuantlﬂca(:lon de
humedad.

Se analizara la composicion cuantitativa de |os principales cannabinoides (THC, CBD,
THCA y CBDA) como asi también de metales pesados (plomo y cadmio) y pesticidas.
Ademas, se verificara que las muestras sean aptas microbiologicamente. Se sequird la
normativa vigente: Resolucion 781/2022-MS y Disposicion 6431/2022-ANMAT.

ACTIVIDAD N° 3: Ensayos de extraccién (responsable Dra. Fanovich, INTEMA)

Se realizaran ensa'yos de extraccion a partir de material vegetal (cogollosfratado vy sin
lratar termicamente en un equipo de alta presion (Pmax:500 bar, V= 500 mbL) HPUS500
(Eurotechnica) de INTEMA. Se realizaran tratamientos termicos a distintas temperaturas
para aumentarla descarboxnamon de las formas acidas. Se propone tratar a las muestras

a 90, 110y 140 grados, a tiempos que se optimizaran en la practica.

IF-2023-54265679-APN-DD#M S
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Se evaluara el efecto de la presion del sistema, la temperatura, las condiciones de flujo,
como asi también el tiempo de saturacién en los diferentes compartimentos del equipo. Se
emplearan materiales con diferentes pre-tratamientos y diferentes concentraciones de co-
solvente (el cosolvente se elegira segun las normas ICH de solvéntes residuales) para
facilitar los procesos de extraccion con CO2-SC. Se confeccionaran protocolos de trabajo
para cada siste%{na estudiado con el objetivo d.e lograr la reproducibilidad de las condiciones
de operacion en el proceso establecido y de las caracteristicas del produtcto. Se analizaran
las cineticas de extraccion bajo las distintas condiciones del proceso. Se optimizaran las
condiciones dé extraccion teniendo en cuenta el rendimiento y la naturaleza de los
compuestos bioactivos extraidos. Se hallaran las condiciones especificas para lograr la
extraccién de dos tipos de extractos:1- Extractos de cannabinoides y 2- Extractos de
terpenos. Se realizaran ensayos de extraccion cenvencionales {Soxhlet) con etanol para
cemparar la calidad de los productos. (INTEMA).

Asimismo, se realizaran ensayos de extraccion sobre el material gestionado por la empresa
como residuo de la produccidn (hojas y tallos) con el objeto de evaluar |a factibilidad de
obtener fracciones ricas en compuestos flavonoides de polencial aplicacion como

ingredientes aclivos para la elaboracién de formulaciones para proteccion solar.

AGTIVIDAD N° 4: Ensayos de caracterizacién quimica de extractos (responsable Dra.
Churio, DQBQ)

a) Perfil quimico del extracto: Se determinara el perfil quimico del extracto, priorizando
el analisis de.componentes-cannabinoides y terpénicos, a través del uso de cromatografias
liguida de alta performance (HPLC)y fo gaseosa acop'iada a espectrometria de masas (GC-
MS).

b) Capacidad antioxidante de los extractos: Se evaluara el porcentaje de inhibicion del
radical BPPH mediante EPR en funcion dela concentracion de extracto, a fin de determinar
la concentracion efectiva 50 (EC50), y comparar con el parametro obtenido en las mismas
condiciones para antioxidantes de referencia (acido galico o acido ascorbico).

c) Estabilidad de los extractos: Se evaluara el efecto de la exposicidn a iluminacion
ambiente y al aire sobre la concentracion de los componentes caracteristicos de los
exiractos. Los anélisis se realizaran mediante espectrofotometria de absorcion UV-visible y

HPLC.

) Explorarm la capacidad de los extractos de conducir reacciones de
fotosensibilizacion
' IF-2023-54265679-APN-DD#M S
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Se determinara la formacion de especies reactivas de oxigeno, tales como como oxigeno
singlete, inducidas por irradiacion de los extractos con LEDs en el azul y en‘el verde (por
ej. 450y 530 nm). Para ello se utilizara EPR y latécnica de las trampas de espin.La trampa
especifica para evaluar oxigeno singlete sera el 4-TMP.

~

ACTIVIDAD N° 5: Ensayos de caracterizacion bioldgica de extractos (responsable
Dra. Barbini, DQBQ) ’

Todos los protocolos a utilizar estan puesios a puntoy disponibles en el Laboratorio. Los
detalles metoci‘olégicos se describen a continuacion.

Estudio de la actividad citotéxicg.

Los extractos obtenidos seran empleados en ensayosbioquimicos que permitan determinar
la actividad citotoxica sobre células tumorales hepaticas y ademas estudiar el mecanismo
de muerte (apoptosis/autofagia) mediante el cual se ejefce la_actividad. Asimismo, se
propone estudiar las vias intracelulares de transduccion de senales involucradas en a
muerte celular inducida.

Se estudiaran lineas celulares de hepatocarcinoma humano (HepG2, Hep3B, Huh -7). Las
celulas HepG2 y Hep3B, derivadas de hepatomas humanos, se obtuvieron de “American
Type Tissug Collection (ATCC HB 8065 and HB 8064, respectivamente). Se cultivaran en
medio minimo esencial (MEM} suplementado con 100 mi/L de suero fetal bovino, 2 mmol/L
de glutamina, 1,5 g/l de bicarbonato de sodio, 1,0 mmol/l. de aminoacidos no esenciales,
1.0 mmol/lL de piruvalo de sodio. Las células Huh-7, también derivadas de hepatoma
humano se cultivardn en medio base D-MEM suplementado como se describe
anteriormente. Todas las células se incubaran a 37 ‘Cy5%de CO2.

a.- Deteccion de viabilidad. Se analizara la viabilidad de las lineas celulares tratadas con
los diferentes extractos. Se analizara el efecto toxico de las mismas sobre las lineas
celulares de hepatoma. Para esto se analizara la viabilidad de las células tratadas con
diferentes concentraciones de los extractos, mediante el ensayo de MTS(3-(4,5-
dimethylthiazoi-2—yf)—5~(3—Carboxymethoxyphenyl)—2-(4-sulfophenyl)—2H-tétrazolium~
compuesto de tetrazolio) (Promega), durante distintos tiempos. Este ensayo mide la
actividad de dehidfogenasas mitocondriales én las células viables, basantose en una
reaccion colorimétrica que permite medir |a bioreduccion de un compuesto de tetrazolio
(MTS) a formazan. La formacion de este producto se mide a 490 nm en un
espectrofotdmetro de pléca multiwell. El valor de absorbancia es proporctonal al nimero de
celulas viables. Se incluiran controles de celulas sin tratar y e porcentaje de viabilidad

celular se normalizara a los valores de absorbancia de esips s lEabeseid- RO DDA Sie
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viabilidad celularse normalizara a los valores de absorbancia de las células controles sin
tratar. Se determinara la concentracién citotoxica 50 % y 90 % (CC50 y CC90,
respectivamente) para los distintos extractos y lineas celulares.

b.- Deteccion de la muerte programada por apoptosis. Tincion cory naranja de acridina y
bromuro de etidio. Una suspension celular se tefiird con naranja de acridina/bromuro de
etidio (4 pg/ml, Slgma) Se observara bajo microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse 400)
y se fotograflara (Nikon Coolpix 4500). Se calculara el porcentaje de células viables (verde
briltanie), células apoptoticas tempranas {nucleo verde compacto), células apoptéticas
tardfas (ndcleo naranja/rojo brillante) y células necroticas (ndcleo naranja/rojo difuso).
bi.- Deteccion del ADN fragmentado. Se extraera el ADN genomico de las células tratadas
con el kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega), segun las instrucciones del
fabricante. Los ADNs extraidos se almacenaran a 4 'C hasta su uso, y se separaran por
electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. Las bandas o ladder del DNA clivado se
visualizaran en un transiluminador, mediante la tincién del gel con bromuro de etidio (0.5
Hg/mL, BioRad).

bii.- Analisis del ciclo celular. Se cosecharan las células tratadas, se tefiira el ADN con
ioduro de propidio (Sigma, 50 ug/mL) y se digerira con RNAsa (Sigma, 0.5 mg/mL). Se
analizaran por citometria de flujo, detectando fluorescencia roja (488 nm de excitacion y
detector de paso de banda de 620 + 15 nm), proporcional al contenido de ADN. Se
cofectaran un minimo de 10000 células por muestra. En los histogramas de ADN se
detectarén los picos de fluorescencia, correspondientes al contenido de ADN en tas
distintas fases del ciclo celular(GO/G1, Sy G2/m) y alas células apoptdticas con un pico
‘subG0”, el cual representa.al ADN degradado. ,

.- Determinacion de vias intracelulares de rransduécién de sefdales implicadas en la
apoptosis. Se estudiaran los posibles efectos sohre las siguientes vias: i) activacion de
caspasas, ii) diferencias de expresion de proteinas regulatorias de la apoptosis, los
rmiembros de la familia de Bcl- -2 {inhibidores (Bcl-2 y Bel- XL)oestlmuIadores(Bad Bid, Bax)
de fa apoptosis]. Para analizar los niveles de expresion de las proteinas se utilizara la
tecnica de Western Blot, Para allo, las celulas seran lisadas con un buffer de lisis
conteniendoinhibidores de proteasas. La concentracion de proteinastotales se determinara
mediante el método de Bradford. Se realizaran SDS-Page de distintos porcentajes, en los
que se cargaran cantidades iguales de proteinas totales por calle. Estos geles se
electrotransferirdn a membranas de PVDP (Immobilon-P, Millipore), las cuales seran
bloqueadas y posteriormente inmunodetectadas (anficuerpos primarios Santa Cruz

Bfetechnology,i segundo anticuerpo-peroxidasa Dako, revelad g r
IF-2023- 54265679 APN DD#M

Pagina 14 de 61



electroquimioluminiscencia ECL Amersham), utilizando distintos anticuerpos primarios. Las
bandas resultantes de la inmunodeteccion y del peso molecular correspondientie a cada
una de ellas se cuantificaran mediante densitometria de estas utilizando el programa

Image-J. Los valores de la cuantificacion se normalizaran aun control de carga de proteinas
totales (beta-actina)

d.- Deteccion de autofagia: En las células tratadas con los extractos se determinara la
induccion de autofagia como consecy encia-de los tratamientos. Los controles negativos
seran las células sin tratar. Los controles positivos de la induccion de autofagia se
obtendran mediante |3 deprivacion de nutrientes en los cultivos celulares. A) Mediante
microscopia electrénica de tran smigion. En las células tratadas se estudiara la aparicion de
ultraestructuras caracteristicas de |a autofagia (vesiculas autofagicas: autofagosomas,
autolisosomas), visualizadas como vesiculas doble membrana. B) Deteccién de autofagia
mediante microscopia confocal. En las células tran sfectadés se estudiara la presencia de
LC3 asociada al autofagosoma, por marcacion con anticuerpoanti-LC3 fluorescente. La co-
localizacion de esta proteina con LAMP-1 {lysosome associated membrane protein-1),
detectada mediante un anticuerpo marcado con otro fluoréforo, permitira demostrar Ia
fusion del lisosoma con el autofagosoma para formar los autolisosomas. C) Estudio de la
expresion de las proteinas asociadas al proceso de autofagia: LC3, beclina-1, pB2 por
Western Blot. Se utilizaran anticuerpos especificos (Santa Cruz Bictechnology),
membranas PVDF (Immobilon-P, Millipore), segundo anticuerpo-peroxidasa (Dako),
revelado por electroquimioluminiscencia (ECL GE Healthcare). Se usara beta-actina para

normalizar la carga de proteina total en los geles].

Estudio de la actividad antiviral,

Se estudiard la actividad antiviral frente a los siguientes virus: hepatitis B, herpes simplex-
1 (HSV-1), sincicial respiratorio (RSV)y adenovirus-7 (ADV-7).

Para HBV se emplearan las células HepG2 2.15 (transfectadas de manera estable con
HBV, productoras de viriones infectivos), las cuales se cultivaran en medio base D-MEM
suplementado como se describe anteriormente y seincubarana 37 “C y 5 % de CO2. Para
los ofros virus se usaran celulas Vero vy H'Ep—2, gue se cultivaran en Ymedio MEM
suplementado y en las mismas condiciones de incubacion.

a.- Determinacion de la méxima concentracion no citotoxica (MCNC) de los extractos en las
diferentes lineas Celulafes. Se analizara el efecto toxico de los extractos mediante MTS

(descripto anteriormente) y se determinarag la MCNC de cada exiracto para cada linea

celular. , IF-2023-54265679-APN-DD#MS
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b.- Estudio de la inhibicién en la replicacion viral (actividd antiviral). Para HBV {virus no
cultivable) se determinara ta inhibicion de la secrecion de antigenos virales. L as células se
trataran con distintas concentraciones a partir de ia MCNGC y se cuanlificara la produccion
de HBsAg (antigeno de superficie)y HBeAg (antigeno e) en los sobrenadantes de cultivos
tratados, mediante ensayos de ELISA. Ademas, se cuantificara del ADN viral por PCR en
tiempo real, tan&o en los sobrenadantes como en las células tratadas.

Para los ofros virus (que son cultivables) se realizaran ensayos de cuaniificacion viral,
Primero se hard un screening de actividad antiviral en los extractos. Para ello, diluciones
Seriadas en base 10 se sembrardn sobre las monocapas celulares crécidas en placas de
96 pocillos con diferentes concentraciones de los extractos, utilizandola MCNC como la
concentracion masalta. Un control de lainfeccion serealizard en ausencia de los extractos.
Las placas se incubarana 37 °C y 5 % de CO2 durante 72 horas. Luego, se fijaran, tefiiran
con cristal violeta y se observara el efecto citopatico. Los extractos se consideraran
positivos cuando el titulo viral se reduzca un 99 % en su presencia con respecto al control
de la infeccion.

Ensegundolugar, se determinara la DE 50% (dosis efectiva 50 %) por el método de placas,
determinando la reduccion en el titulo viral o en las unidades formadoras de placas por
mililitro (UFP/mL) en presencia de los extractos. Para elto, monocapas crecidas en placas
de 24 pociilbs se infectaran con diluciones de los stock.s virales en presencia de
concentraciones crecientes de los extractos. Luego de una incubacion de una hora, se
agregara medio de placa (medio de infeccion con metilcelulosa) y la incubacién continuara
en presencia de fos extractos. Luego de 72 horas, las monocapas se fijaran, tefiiran y se
contaran las placas de Iisié"i‘gene‘radas. La BES0 se calcutara como la concentracion del
extracto que reduce a un 50 % el nimero de placas formadas (UFP) en comparacion a las
placas generadas en e control de la infeccion (en ausencia del exiracto).

e

ETAPA3
ACTIVIDAD N° 6: Desarrollo de prototipos como productos medicinales d;rivados de
Cannabhis
Proiocolo de preparacién de aceites: Se elaborara un protocolo para la preparamon de

aceites de Cannabis con concentraciones controladas de los principios activos mayontarlos
y se conlrastara su bioeqguivalencia con productos certificados internacionales. (DQBQ-
IFIVIAR)

Evaluacion de otros productos con Cannabis: Se desarrollaran microparticulas a partir

de la encapsulacion de extractos utiiizando pO|imﬁ:r_%23-%8Q€98§\fi5N|‘?ﬁD#ﬁ?§m
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policaprotactona o quitosano comerciales mediante técnicas con vencionales. Se estudiara
la liberacion de los principios activos encapsulados mediante en sayos in vitro. Los ensayos
se Hlevardn a cabo empleando 100 mg de muestra (para cada material), los cuales seran
suspendidos en fluido corporal simulado (SBFya37+1°C bajo agitacion Cohstante del
sistema (90 rpm). Para cada en sayo, las microparticulas se;én colocadas dentro de
membranas inertes de acetato de celulosa de 0.22 um de tamarfio de pora (Gamafil®). A
tiempos preestablecidos se tomaran alicuotas de la solucion (3 mb), reponiendo el volumen
extraido con SBF fresco. Las alicuotas extraidas seran finalmente analizadas empleando
la solucion SBF como blanco, a fin de determinar la cantidad méaxima de principio activo
liberado. Se determinara la canti:‘gad total de principio activo incorporado evaluando la
cantidad de sustancia liberada a tiempo “infinito” (esto es, hasta obtener un valor constante
liberado), v la cantidad retenida en cada sistema luego del ensayo'a ttempo infinito. E
contenido de sustancia activa liberad4 g partir de una masa con ocida de microparticulas se
determinara por espectrofotometria UV-visible y por HPLC. La evaluacion del contenido de
suslancia activa retenida se llevara a cabo a partir de la disolucién de las microparticulas
en sofvente organico y la medicidn de las sustan Cias activas como en el caso del contenido
liberado. De acuerdo con la Masa total obtenida (liberada + retenida), se determinara el

porcentaje en peso de sustancia activa en cada sistema de micropam’cuIas.(iNTEWiA)

lit.- RESULTADOS ESPERADOS Y CAMPO DE APLICACION DE LOS RESULTADUS
a) Resultados espérados: Conlaejecucion de este proyecto se espera lograr unaeficiente
sinergia entre el sector productivo y el sector académico en un area de relevancia socio-
economica como o es el Cannabis medicinal.

Se plantea obtener:
1. Informe de resultados de caracterizacion inicial.

Informe de resultados sobre oblencidon de extractos de Cannabis.

2

3. Informe de caracterizacion quimica de extractos.

4. Informe de caracterizacion bioldgica de los extractos.
5

Informe internoentrelas UE quecontengalos protocolos desarrollados cons iderados

como know-how. ®

b) Campo de aplicacion de los resultados: Se espera que los resultados puedan ser

aplicados a la industria %armacéutica.
IV.- CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES |F-2023-54265679-APN-DD#M S
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V.- GRUPO DE INVESTIGACION
APELLIDOY INSTITUCION | CUIL CATEGORIA | FUNCION
NOMBRE
BARBINI CONICET 27-21802692-9 | Investigadora | Responsable técnica |
Luctana Femanda
CHURIO CONICET 27-162268886 Investigadora | Investigadora
Maria Sandra
GRANONE CONICET 20-34344654-4 | CPA Técnico
Luis Ignacio ¥
FANOVICH CONICET 27-20062416-0 | Investigadora Responsable técnica 11
Maria Alejandra )
LERE { CONICET 20-25265226-5 | CPA Técnico
Martin

VI.- PERSONAL DE CANNTEK

|F-2023-54265679-APN-DD#M S
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APELLIDO Y NOMBRE INSTITUCION CUIL

RACCA ' CANNTEK 20-34134268-7
Martin
BELTRAN DEPONTI CANNTEK - 20-34768496.2

Matias Nicolas

PARODI CANNTEK -1 20-336721343-3
Tomas

GARRIGA LACAZE CANNTEK 20—366 17008-2
Justo ™

ALVAREZ x CANNTEK 20-37379830-5

Ignacio Luis

Vit.- CONCLUSION

En resumen, se puede decir que este proyecto tiene como objeto la investigacion de la
pianta de Cannabis con fines medicinales, buscando adaptar especies de Cannabis de
ofras latitudes al suelo de la provincia de Buenos Aires.

Mediante el estudio e invesﬁgacién se prelende identificar y patentar variedades de
germoplasma nacionai, identificar y establecer una guia para la micropropagacion de la
variedad, y de las diferentes materias obtenidas, lograr generar medicamentos certificados
por entes argentinos que puedan satisfacer a las necesidades que hoy se solicitan en el
area medicinal para diferentes patologias. _

Fara llevar a cabo el mismo se tendran en cuenta ciertos pasos legales, obteniendo las
aulorizaciones de los diferentes entes nacionales como ser Ministerio de Salud, Ministerios
de seguridad y generando convenios con diferentes.actores sociales tales como institutos,
universidades, cooperativas, ONGs, laboratorios que estudian la materia, y con ofros entes

particulares que puedan ser de Util necesidad.
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CONVENIO ESPECIFICO DE INVESTIGACION & DESARROLLO

Enire el Consejo Nacional de Investigaciones Cigntificas y Técnicas. denominado en
adelante "CONICET", rapresontado en esle acto por sv Gosente de Vingulacién
Tecnolgica. Sergio Romano, con domicilio fegal en Godoy Cruz 2290, CABA, de la
Ciudad Auténoma de Buenas Alres, Argentina, por una partely 5 ompresa CANNTEK
SLR denominada en adelante [a “CONTRAPARTE". reprasentada en asle aclo pof su
BRESIOENTE . farin Racca, DRI 341 447968, con domicilio lagal en 25115 Acuha da
Figieroa 1932, dopio 305, CiUdad Autonoma de B_uenos_Mﬁiﬁ, porlagtra.y
danominadas conjuniamania 1as *PARTES", acuerdan celebrar ot prosente Convenlo

sujoto a fas siguienies cthusutas (y antecedentes):

PRIMERA. OBJETO:

PRIMERA UB/EIY
E! presente Convenio de investigacidn ¥ desarrollo  denominado Erojroclo de

racios g6 Cannabls.con p:oplodad'éis'ﬁ\édiciﬁélés

Gstaadarizacien do produccion do ox
andarizar 13 produccion de oxractos de Cannabis con
| vigento. siguienda

C.a,ma.8

A0O0O

lieno por Objeto es ast
dicinales en total actordo con Ia normativa naciona
en materia de buenas

ABQG

Martin RocCe
Trxvi Y 347

propiedades me
directivas de la Organizacion Mundia! de la Salud {OMS)

las
medicinales; y dasarroliar nuevas formas

practicas agricolas y de recoleccidn de planias
de pdministracién do extraclas de Cannabls medicinal, en adetante, ol “Proyeclo’™

SEGUNDA. PLAN DE TRABAJO:
Para el desarrollo de las aclividades del presente convenio se establece un cronngréma

a de informes de avance e Informe final y un grupo de trabaje que se

MOJJM hotg

de tareas, entreg
encueniran detallados en el Anexe 1 "Pian de Trabajo™

TERCERA. INFORMES:
So realizara uninforme de avance al finalizar cada una d
areas, segun se detalian en el Anexc

e las etapas del trabajo objeto

do asle convenio y un Informe final al conglulr [as b

| Plan de Trabajo-

CUARTA. UNIDAD EJECUTORA:
El CONICET designa como unldades eleculoras de las tareas emergentes de este

convenio al INTEMA - Inslituto de Invastigacionos en Ciancia y Tecnotogla de Materiales
- con domicilio en Av, Colan 10850, Mar del Plata, Provincia de Buenas Aires, Argenling.,

y at IFIMAR - Instilulo da Investigaciones Fisicas de Mar de! Plala - con domicilio en

Comvonio aprobado por Res 117070 1%, IF-2018-34768T58-APN.GYTECONICET 1

(TGROVE (PTRF64 D63 POLGIPNEGOMCENICET

Pégina | dc 23
Scanned with CamScanner

|
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EN

ABOGADG

tMarlin R’C:[ccg
TIXVIFY 347 CLA M.OF

Dean Funes 3350, Mar del Plala, Buenos Aires - Argenlina , en adelante denaminados

- *UMIDADES EJECUTORAS™ -

QUINTA. REPRESENTANTES TECNICOS:
ermanentas y fluidos de comunicacion, 1as panes

Con ¢l {in de estabiecer canales p
designan como representantes Iécnicos para esle convenio a:

Por CONICET: Maria Alejandia Fanovich, investigadora independienie.
mafanovi@h.mdp.edu.ar, con lugar de trabajo en el INTEMA ¥ Maria Luciana F.

Sarbini, investigadora adjunta, lbarbini@mdp.edu.ar, ton lugar de trabajo en el

Deparamento de Quimica y Bioguimica de la Facultad de Ciancias Exactas ¥

Naturales (UNMOP}
Por lo CONTRAPARTE: Martin Racea, m racca@holmail.com

SEXTA. PRECIO — CRONOGRAMA DE PAGOS:

Ei presenlte convenic o implica erogaciongs para CONICET .

a. La CONTRAPARTE se compromele a abenai 3 CONICET |
vinicntos, USS 6.500. Cabe aclarar que las facturas se emitirdén en

a suma total de de

DOLARES Seis il g

Pesas al valor de Dolar Oficial lipo vendedor colizacion Banca Nacién -

£l pago se elecluara de la siguients forma y una vez cumplida la condigién aue en cada

casc se indica: (elegir 1 opcidn que corrgsponda)

[T Euota ,inIciai‘delfSO'%',;correspon&ié‘ﬁfé“'a' I5 suma dé DOLARES TRES MIL
DOSCIENTCS CINCUENTA S5 37350) qus sera pagadera dentro da los
fle Gonvenio, por parte del Ministerio de

15 dias de 5 aprobacien del prese
Salud.-

. Segunda ciofa dal 25%,
SEISCIENTOS VEINTICINGO {U$S 1:625), conira enirega del informe de la

“corraspondicnte, a Ta Sima de DOLARES MIL

Seglnda Etapa.c
Tercera y Gllima cuola del 25%, Correspondienie a ja suma de DOLARES MIL

.
SEISCIENTOS VEINTICINGD (U$5,1.525),} contra enlrega delinforme dela

Tercer Elapa.

SEPTIMA, ADMINISTRACION DE LOS FONDOS:
ian da la tolalidad de los fondos que constiluyen el precio pagado
FUNDACION PARA LA

Para la administrac
por la  CONTRAPARTE, CONICET  designa a

70/2019. 1F-2018-36293756-AP N-GNTACOMICET "

UONYM[EWM@@P@Q—@PN#G@WCBN ICET

Convenio aprobads por Res. 11
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TRANSFERENGHA E INNOVACION TECNOLOGICA- INNOVA-T  en adelante la "UVT™

/ *ADMINISTRADORA DE FONDQS', con domicilie en Av. Rivadavla 1947 (CP
C1033AAJ), Cludad Autdnoma de Buenos Alres [Mail: innoval@innavat.org.a: . teléfono

+54 11 52467741 al 44), que acluard come Unidad de Vinculacion Tacnoldgica conforme ,
Yos lé/minos da la Lay N° 23.877.

En tal sentide, emitird por cuenta y orden de CONICET , facturas on Pes0s al valor de

Délar Ofictal tipo vendedor cotizacidn Banco Nacion 8 {a CONTRAPARTE, de acverdo

a lo acordado en la ClaLlsula Séxta *PRECIO - (',;RONOGRAMA DE PAGOS" del
presenfe Convenio.-

OCTAVA, EL CONICET SE COMPROMETE A .
1 - {selecionar las opclones que correspondan).
; & Cumplir con el objete del presonts Convenla y desarrollar las tareas

previstas

gn ol plan deo trabajo acordado en &1 Anoxo |-

& Agariar los focursos humanos, permitic el uso do Instalaciones y/o el

equipamicnto necesario para llovar @ cabo las tareas acordadas en el plan de
trataje del Anexo |,

{3 Entregar a la CONTRAPARTE a \ravés de su representante téeonico Yos

Martin Racco
ABOGADD -
TIXVI FY 347 C.A.MdP

informes de avance ¢ informe finat acordados en el Anexa | del presente

convenio.-

NOVENA. LA CONTRAPARTE SE COMPROMETE A:

{seleclonar las opciones que corresponda).
& Pagar el precio a CONICET : estando obligado a fos pagos quo se delsllanenla
clausula sexta "PRECIO - CRONOGRAMA DE PAGOS" del presente Convenio,

® Cumplir con los apartes detallados en ¢! presupueslo acordado en ol Anexo 1.
@ Cumptir con e! objeio del presante Convenio y desarroliar las tareas provistas en
ol plan de lrabajo acordago en ol Anexo |.

I Suministrar el lugar fisice y la utilizacln del equipamiento exlslente con el objeto
da desarrollar 1as targas previstas en ¢l Anexo | de 85ie Convenio.

[0 Entregar 8 CONICET informes periddicos por modio del representante técnico.-

DECIMA. PROPIEDAD DE 10S RESULTADOS DE INVESTIGACION
a. Cada parte conlinia siendo propietaria de sus progios conocimieatos previas, su

know-how, sus sisiemas de compuiacion, diseAos, modelos, marcas, obras, creaciones
ylut olros resullados prolegidos o no, sea que astos hayan sido obianidas con

3

Comora st o Res. 1107018 (PSRRI SANIER BOE GIRNHG T CENICET

Pdging 3 de 23
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Martin Racea
ABDGADO
Texv}

F* 347 C.AM.0.0.

anterioridad a la firma de esie convenio, o desarrollados o adquiridos con independencia’
de las lareas previstas en el mismo, ‘

b. Se enlenderd por resultados de investigacion los datos, conocimienlos yla
informacién, generadas por el equipe de trabajo a partir de 13 ejeéucidn de las acciones
previstas en el plan de trabajo del Anexo |, langibles o inlangibles, cualguigra sea su
forma o natursleza, asi como cualquler derecho unide a ellos, incluidos los. derechos de
propiedad intelsciuz, lales como darechos de autor, derechos sobre disefigs ¥ modelos
Induslriates, patentes, u otras formas de proleccién semejantes que sean susceptibios
de proleccion por la legislacién de patentes de invencion ¢ por eiro lipo da ragistro legal,
o aquefllos resultados que ne sean protegibles legalmente par patentes o:por olro lipo
de regisiro pero que puedan ser utilizados en el proceso productivo y adquieran por ella
imporancia econdmica.

¢. La propiedad sobre los mencionados resultados de invesligacion surgidos del
presenle convenio perieneceran a: CONICET y sus Instiluciones Académicas/de cigncia

y Tecnologia Asociadas (segun cuando corresponda par convenio  marco)

BECIMO PRIMERA, USC DE LOS RESULTADOS:

En caso de que a pariir de/ presonte convenio surgieran resullados do invesligacion
susceplibles de explotacisn o con valor comercial, LA CONTRAPARTE lendri 1a opcion
de adquirir una licencia exclusiva para el uso yio explolacién comercial e dichos
resuitados per un plazo de hasta 30 gias luego de finalizado el convenio. Dur'antc este
plazo, CONICET se abslendrd do etargar/negociar con terceros olrag licencias para el
use y/o éxplolacion comercial de los resuilados

La opcién de licencia debera ejercerse mediante notificacion fehaciente a la Gerencia
de Vinculacién Tecnolégica denlro del plaze indicado. Si se eligiese ejercer Ia apcidn,
las partes daran inmediatamenls camienzo a las negociaciones tendientes a celebrar el
conlrala de licencia dentra del plazo maxima de 120 DIAS dias contados a partir de la
fecha de ejercicio de ia Opcién,

Caso contrario los resullados do investigacion la tecnologia yfo capacidad resuitante

podré ofrecerse a olro lercero interesado-

DECIMO SEGUNDA. PUBLICACIONES:

La CONTRAPARTE reconoce Ia necesidad del CONICET  da ofecluar publicaciongs y
en general divuigar los rasultadas del Proyecto. Sin perjuicio de eflo y a fin de proleger
también los derechos de Iy CONTRAPARTE, ¢f Representante Técnico del CONICET

Canvonio aprobade par Ras. 1702919 IF-EUI’J-!SZEE756-AF‘N-GVTDCON!CET v

HDM‘S?’IE-(MG4®6QFM—CNR’N#G ONICONICET

Pdagina 4 de 23 ,
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entregard 81 Representanle Técnice do la CONTRAPARTE, el borrador que serd
somelido & publicacion yle fa Wanscripcidn de la preseniacion @ congreso
comrespondiente can una anlelacidn de veinte (20) dias a 13 techa do presentacidn, La
CONTRAPARTE debesa contestat en un plaze no mayor a los velnls (20) dias y en caso
de ausencia de respuesta CONICET podr4 realizar la pubficacion partinente.
En los trabajos publicados constaran.los aulores, su grado do participaclon, asf como of
hecho de que el irabajo a publicar o origina en ol presente Convenio. -

DECIMO_TERGERA. UTILIZACION DE_LOGOS, NOMBRES, MARCAS Yio
EMBLEMAS: )

La CONTRAPARTE debera utilizar ef kogo, nombre, marca ylo emblema do CONICET
en foda publicacion o aclividad de difﬁsiﬁn de las lareas ylo resultados del presente
convenio. En los casos que los fings perseguidos sean comerciales, se debord ademas
hacer una avaluacién econdmica del usc del logo, nombre, marca ylo emblema de
CONICET conforme a 1o aslabtetido en la resolucidn 784115, que s¢ negociard en la

a
]
raspestiva licencla.- [+ I
Qo
opd
G o9
&g
g™
Lad
To.
DECIMO CUARTA. CONFIDENCIALIDAD: § <
a. Las Parles se comprometen a no revelar a terceras ninguna informacién lécnica ?
o

nl da ningun ofro cardcler, sea con fines come:clates o cientificos, originada en
la otra Parte. anterior o subsiguiente a 12 firma del éresen'.e-

b. Las Pares se comprometen a no revelar el resullado de las lareas que
constituyen el objeto da este Convenlo-

c. Las Pares se obligan 3 compromoter 8l porsonal que tuviera acceso a tal
infarmacion a no revelasla a lerceros y manteneria estrictamente confidencial,
asumiendo en forma persanal quien asi obrare, la responsabilidad civil yo penal
que le fuera aplicable- '

d. lLaconfidencialidad sobre los resuliedos regird por ¢l periodo de duracion de esie
convenio y durante ¢ince {3) afios con posterioridad al mismo, salvo que las
paries do cemin acuerdo y por escrilo sean relevadas sobre aspecios de la
informacién desarrollada que podrén divulgarse o publicarse y en qué forma; ©
luego de conc!ui&o el proyecto, en todes aquelios casos en que 1a informacién
hubiers caido en dominio piblico. -

DECIMO QUINTA. BURACION . PRORROGA:

Cenvenlo sprobado por Res. 117002018, 201936289 756-AFH-GVTECONICET

v
(TONYERFL04 DaR PO-APINHG YMICERICET
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Martin Racca
. ABCGADD
T'AVI FY 347 C.AM.0.P

del presento.-
De eslimarlo conveniente, las parles podran renovar el plazo del Convenio por el mismo

perlode y por Unica voz, previa solichud y manifestacidn formal de comin acuerdo, la

cual deberd materializarse a través de una Adenda al presante.-

DECIMO SEXTA. PROHIBICION DE CES|ON DE DERECHOS:
Las Partes no podran ceder a terceros los derechos derivados del presente Convenlo,

sin el consentimiento previo de la ofra Pante.-

DECIMO SEPTIMA. RESCISION ANTICIPADA — RESOLUCION SIN EXPRESICN DE

CALISA:
Las Pares acuerdan que sera causal de rescision de esfg Canvenio e incumplimiento '

de ias obligaciones asumidas por aiguna de fas Partes. En caso que una de las partes
incumpla una obligacién sustancial de esle Convenia, y ne remedio o subsane dicho
incumplimicnie denlro de los 50 DIAS dias habiles de recibida la nolificacion de ia otra
parte exigiendo ei cumplimiento de la obligacién, dara derecho a la parte cumplidora a
rosolver al contralo sin dereche a reclama alguno de la parte incumplidera. A fin de
justificar que remedit o subsand dicho incumplimienio debera remilir dentro del plazo
mencionado notificacidn y documentacian per escrito que acredite fehacientemenie que
ha solucionade tal lacumglimicnlo. Tambign podra resotverse esle Tonvenio cuando por
razones de luerza mayor o debido al dictado de nusvas normas legales, impidan a
alguna de las partes el cumipimiento de las cliusulas del Convenia, sin que dicho

incumplimiento genere el derocho a reclamarse mutuamenle compensaclon alguna.-

DECIMO OCTAVA, INDIVIGUALIDAD Y AUTONOMIA DE LAS PARTES. SEGUROS:

Convenio aprobade por Ros, 1870/2019. IF-2019-36298756-APN-GVT#CONICET

{I @N}Y}E{BRWMUJ@EM—C’MPN#G OMICENICET

a. Las parsonas involusradas on las lareas que ulificen las instaiacionas de la
UNIDAD EJECUTGRA estaran sujelos a las normas y reglamentos internas da
aplicacion al caso.-

b. Enleda circunslancia 6 hecho que lenga relacion con esle Convenio las Partes
mantendran ta individualidad y autonomla de sus respoctivas estructuras
lécnicas y administrativas y asumlran individuaimenie sus responsabilidades. El
presenle Convenio no constituye ningln tipo de sociedad, asaciacién o relacion
de dependencia o empleo antre las Partes, y por o tanto, las Partes no seran
consideradas solidariamente  responsables pbr ninguna cuestién de

responsabilidad civil o laboral en las que hayan incurrido individualmenie.-

Vi

Pdgina 6 de 23
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¢. Con respeclo a los recursos humanos aporiados por cada una de las Parles
dostinados a |a ejecucidn del Convenio, se deja expresamente establecido que
no exislirh relactén de dependencia, ni habré vinculo laboral alguno cualquiera
sea su forma y/o naluraleza en relacion a 13 otra Parte. En consecuancia, 1as
Parles se eximen reciprocamante de cualguisr reclamo, accion ylu obligacion
respecio del personal dependiante ylo contralisias y/o subconiratistas de la olid
Parte.

6. Cada una de las Partes se compromete & contar con las coberluras de sequro
legalmente obliga!o-rias de acuerdo a las actividades de su competencia. ES0S
soquros deberan cubri & los agentes de CONICET en los sitlos donde se feven

a cabo 1a gjecucidn de las tareas acordadas on af Plan &2 Trabajo.

o. Elpesenie convenio no Emita el derocho de las Partes 2 1a celebracidn de Gires

g.f

convenios semejantes con olras instituciones.-

DECIMO NOVENA. SOLUGION DE CONTROVERSIAS:

Ante cualquler controversia derlvada do la aplicacién o Interpretacion del presenie
Convenio, las Parics s8 comprameten a agotar 1as medidas lendientes a poner fin ol
conflicto a travds de 5uS representantes \éenicos, en caso de no podes arribar a un
acuerdo se someterdn a jos Tribunal.es Federales de la Capital Federal.

Maoriin Raocea
ABOGADO
TIXVI F1 347 CAM

VIGESIMA. COMUNICACIONES - NOTIFICACIONES:
A todes los efeclos de! presente Convenio, 1as Pares conslituyen domigilio en los

consignados en et encabezamiento, o donde lo comuniquen fehacientemente en el
fuluro. Las enviadas a CONICET sesan dirgidas a la atencion de la Gerencia de

Vinculacién Tecnoldgica.-

En prueba de conformidad se firman dos (2) ejemplates de un mismo fenory aun solo
ofecto, an la Ciudad Autdnama de Buonos Aires, a los DIA dias del mes de MES del afio

ANOQ.-

Convens 3Drobado por Res. 1702019, 7201535208156 APN.GVTECOHICET v

UONYE(RRTI04063 FORARNAGRIMCENICET
!
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Martin ’Rcoccﬁ
ABOGADRO
Texvi Rt 347 CAMAE.

Anexo |

A.  TITULO DEL TRABAJO:
“Desarrollo de productos contralados de Cannabis para
uso medicinal"

B. OBJETIVO DEL PLAN DE TRABAJQ

OBJETIVO GENERAL

- Estandarizar la produccién de extraclos de Cannabis_ con propiedades

medicinales en toial acuerde con la normativa nacional vigente, siguiendo fas
directivas de la Organizacion Mundial de Iz Salud (OMS) en materia de buenas
practicas agricolas y de recoleccion de plantas medicinales; y desarrollar nuevas
formas de administracion de extraclos de Cannabis medicinal,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A.t-Desarrollar téenicas que permilan el cuitivo de variedades de Cannabis
saliva y el desarrollo del perfil genético de las variedades para su poslerior
aplicacidon en meniloreo de la descendencia. Estudiar la adaplabilidad de

variedades de Cannabis de diversas latitudes a la zona propuesta,

A.2- Desarrollar un protocolo estandarizado de obtencién de exiraclos de
Cannabis a partir de tecnologias limpias. Estudiar y optimizar el proceso de
oblencidn de extracies de Cannabis uliizando tecnologia de fuidos
supereriticos. Comparar la eficiencia del método con métodos convencicnales
de extraccion, -

A3.- Realizar una caracterizacién complela de los exlractes obtenidos

Ala. Caraclerizacién quimica.

-Caracterizar y cuantificar per lécnicas analiticas cromatograficas (HPLG yio
CG-MS) los compenenles canrabinaides y terpénicos de los exlractes de
Cannabis sativa obtenides par distintas metodologias.

-Evaluar la capacidad anliosidante de los extractos en base a reacciones de
inhibicion de especies radicales de prusba mediante Résonancia FParamagnética
Electrénica (EPR). )
-Determinar la eslabilidad de los extraclos en presencia y ausencia de
iluminacién ambienle y saluracion con aire.

-Explorar fa capacidad de los extractos de fotosensibilizar la formacion de
especies reaclivas de oxigenc mediante Irradiacidn con luz visinle,

A3b. Caracterizacion bioldgica, Evaluar actividad citotéxica y antiviral.
-Delerminar las concenlraciones sitotdxicas da los extractos en diferentes lineas
cefulares tumorales humanas, representativas de distinios tipos de cancer.
-Establacer los mecanismos melecuiares implicados en la actividad citoldxica.

Convenlo aprobads por Res 1170:2019, IF-2018-38298756-APH-CWTECONICET vl

NV E R $704063 POl-GIPNEGUTCENICET
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Detarminar las conceniraciones inhibitorias de {a replicacién viral de diferentes
virus humanos de importancia médica.
.Establacer los metanismos molecutares implicados en 12 actividad antiviral.

A.4. Obtener prototipos de productos derivados de Cannabis.

Elaberar un protocolo para la prepara
concentraciones controladas de los principios activos mayoritarios y
su bisequivalencia con produclos cerificados
* gvaluar la potencialidad de oblener microparti

activos de cannabis.

cidn de aceiles de Cannabis con
coniraslar

internacionates, Disefiar y
icutas para contener los principios

Wicriin Roccﬁ:

C. PLAN DE ACTIVIDADES
; 4 RESPONSAB
. ) o 3.ENTREGABL
e 1,ACTVIDAR ', 2 DESCRIPCION Es LE DEL
' ENTREGASLE
1
1 Cultiu? de |y, Culltvo CANNTEK Materlat vegetal MARTIN
material vegeia! {CANNTEK) RACCA
1,6, Culivo medelo indoor
{INTEMA)
z Recepcidn  del Se reakizardn ensayus tnforme de CHURIO
material -vegetal micobioldgicos. ¢e pesticikdas, o
y caraclerizacidn | motalos pesados y de humedad Ca’a"".f’"’-”‘é“ BARBINI
inichal, sobte el maferiat enlregado por Iniclal
CANNTEC para reporiar fas
coracterslicas sepin ia
normativa vigenie, (DQBQ}
3. Ensayos 6o Se soalizorén  ensayas  de Informe sobre FANOVICH
.o exiraecion con COz supercritico
extraccion {con y sin cosclvenles) y con Exraclos
solvenios  liquidos medianie
¥
. lécnkas  convencionales  Se De Cannabls
buscara-abtener extractos ricos
en iorpenos y ofros ricos en
i connabinoides. (INTEMA)
- 4 Ensayos do | Se determinard ol perfil quimico informe de CHURIO
) caraclerizacidn [ do  los  oxtracios mediante | caracterizacidn

Convenia aprobads pol Res. 11702014, IF-2048-35 208 756-APN-GVTRCOMCET

TONY FLEVER 4063 PO GIPNHGOTICDNICET
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wartln Rgcea
TIXYI R 247 CA

quimica de [ métodos de andlisis quimica de

exiraclos cromatogrdfico HPLC y GC-MS sxiractos
A apuntando a delarminar
presencia y cantidades relativas
de cannabinoides y lerpenas. Se
P ovaluaran propiadades como:
actividad antioxidante (mediante
ol méfodo e inhibicidn  del
' radical DPPH mediante” EPR),
. eslabilidad quimica (por andlisis
' espacirofotométrico de
absorcidn Uv.visible en funcién
del liempo y condiciones de
almacgnamianio) y cap'acidad
N 2 folosensibilizadora {pot
irradiacién pstacionana ¥
deteccidn de oxigeno singlete
mediante lrampas de sspin en
EFR) (DQBQ-IFIMAR)

P T e

-5 Ensayas de { Se  analizard  la  actividad Intorme de BARBINI
taracterizacion citoloxica de los extracios frente | caracterizacidn
bioldgica ge (@ diversas lineas celulares biolégica de los
exlraclos tumorales  humanas  y 5o extractos
analizara la aclividad antiviral de
Ios mismos  frente &  virus
humanes da importancia médica
thepalilis,  vlrus  respirslorios,
L herpes virus, ¢le.} (DQBQ)

6 Desarrolie  de | Seelaborard un prolocols para la
o prototipes comao | preparacion e aceites  de
produclos Cannalns con concemr‘tl‘cign‘es informe inlerno BARBIMNI
medicinales i:;\t{;sladarin:;ita!zscs D”;C'DK:: enice las UE

i 7 58

dervadas 00 | coniagiars su bicequivaloncis CHURIO
71| Carnabis con  preduclos  certificados
inlernacionales, (DaBQ-
A IFIMAR)

H Se desarroilaran micraparticulas
: el - comleniends  eatractos  do
Cannabis @ parir de pollmeres
A comerciales biecompatibles. Se
ovaluard  Ja liberacidn  de
principios aclvos de Cannabis
en ensayos n vitig
3 eslandarizados. (INTEMA)

m

FANOVICH

Descripcion de las actividades:

"ETAPA 1

1) Cultive de material bioldgico
1.3) Cultivo CANNTEK (la empresa es la responsable de ssta actividad)

Convenio aptobade por Ras, 117002019, IF-2015-38293758-APN-GYTLCONICET L
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Loemprasaesla responsabla de la produccion Inicial del malerial vegelal para dar inicio
a la secuencia de actividades. A conlinuacidn, se brindan dolalies do los materiales de
partida, formas de cullivo, espacio disponidle ent:e oltos aspoclos para generar el
faaterial lnicial. '

Materlal do origan:

A Se utilizard germoplasma national de origen desconocido para irabajar &n su
fitomejoramiento y logiar a posteriofi sV Insceipcitn dentro del regisiro do varipdades de
cannabis de INASE. La resolucion que habifita o ao declarar el ofiges do este tipo do
germoplasma s 1a Resolucion Conjunta INASE - Ministerlo do Gatug N* 512021,

E.- Se importarin semillas del bancodrilogans seeds ¥ Dinalem Seed variedades tanto
altas en CBD y bajas en THC como altas en THC y bajas en CBD, osto para podet
oxperlf‘ncntar con diferentes combinaciones de ambos cannabinoides dominanies paro
buscar la mejor aficiencia on diferentes patologias,

Estas varledades pueden ancontrarse sujelas 8 disponibilidad y & que ¢l banco de

semillas "
asié dispuoslo a enviar at pals, Do ser esto Imposibla s¢ buscaré olro banco do semillas

que pueda proveer semillas do simia:os caraclorlsticas. Asimismo, 1as varietdiades
pueden ser modificadas con ¢i fin do poder alender mejor 1as patologias nacesanas,
segun se coaverse ¢on los diferentes entes involucrados. Cabe aclarar qug simplemenie
so muestran |as varicdades gue s¢ podtian consoguir con ¢l fin do mosirar ol Intarés de
{rabajar con variedades que lengas fines medicinales.

Actualmente CANNTEK ha Iniciado ef ramite frente 2 |NASE para darse de alia cn el
Registro Macional de Comaorclo y Flscalizacion de Semillas (RNCyF $) como criadero de
semillas de cannabis. La seleccion del germeplasma y SUS variabies esta a cargo del
Ing. Agrénemo Ignacio Luis Alvarez, matricuta 02528, resposable 16cnico del proyeclo y

frente a INASE.

Marlin Raceca
ABOGA
TIXVI Fe 387 C??.M.d.b.

Tdenlcas do cullive:
£1 Cannabis 6% unad planla que se puede cullivar con distinlas técnicas, nosolros

proponemos comenzar aste proyecio con algunas ya Jtiizadas anteriermenta en

proyectos anteriares (desarrollzdos en Uruguay} como son 1as 1écnicas de cultivo en

invarnaderas lipo macratunel, de tipo "palo y nailon” y parcelas a cielo abierto. En fos

javernaderos se prabaran métodos do culivo en suclo orgénico vive y cultivo

hidropdnico. Comenzando pof las mas sencillas y psobando can olias 3 medida que se

crea convanianie.

Los hongos, insectas. baclerias y el esirés climéticos son 105 enemigos nimero uno de

un progucto de calidad farmacéutica, es por elio que es de fundamental impariancia la

ulilizacién de correctas técnicas de cultivo, 12 implerentacion de sualo vivo, hongos
bendficos, mlcorrizas ¥ fertilizacién organica para lograr los estandares mas allos de
cafidad. :

A continuacién describiremos brevemente [a lécnica de cultivo en invernadero y a cielo
abierlo que son las que s esliman mas convenientes.

Cultivo en invernadero:

La iécnica de cullivo de cannabis en invernadero tipo macroiunel provee beneficios no
sdlo a nivel da cullivo sino lambién a nivel econdmico. Esta técnica consisie en 'a
construccidn de invernaderos, con cubierta translocida para poder aprovechar la luz
satar al maximo disminuyendo el uso de luz arificial, ayudando con la proteccion del
invernadero a controlar plagas. humedad y temperaluras requesidas por el cuilivo. Se
puede acompafiar este invernadero de focos de luz artificial para simular las condiciones
climaticas requeridas por etcullivo en condiciones qua el clima de la zona no los provea,
También se puede contar con sislemas do black out cuando se requiers regular las
heras de luz que se desea que la planta se encuenire expuasta para poder oblener el
mejor rendimiento de cada cultiva. '

Conmsonio sorabado por Res. 11702010, IF 201936208 756-APH-GVTECONICET Xt
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Martin Racod

d.p

ABQGADC
TXVIFE 347 C.AM,

Ademis, este lipe de invernaderg dabe equiparse con sistemas de venlilacidn natura!
y/o forzada, sistamas de humidificacion, calefaccidn por agua y/o aire calienla, asf como
sistemas de centrol de clima, riego y fertirrigaclon. El cullivo en invernadero pusde ser
llevado a cabe en macetas o a tigrra directa, nosotros buscaremos utilizar ambos para
poder estudiar mejor las adaptabilidades do la planta a la zona con diferentes
melodologlas, aprovechando los beneficlos que cada una poses.

Cultivo a clelo abiorto:

La técnica de cultivo a cielo abierte si bien se encuenira mas limitada on materia de
control de la planta, provoe numeraso baneficios 2 fin de oblener un cultivo de mayer
tamafic. Censiste en la oblencidn de plantines de tamadic adecuado para que no sea
vulnerable al exterior, ubicado an parcelas de tierra para que puedan desarrellar ralces
v tamafios mayares que ¢i que se lograria en las condiciones limitantes de una macota.
Esto limita a plantar en diferenies épocas del aio para poder aprovechar al maximo las
condiciones climaticas nalurales, las cuales seran analizadas por el equipa técnico para
delerminar cudles son las mas propicias para la zona. Se utilizard una superficie
aproximada de 3000 m? para |2 preduccion a ciclo abierlo.

Método de produccién:

Una vez oblenidas |as semillas, las mismas se germinaran en un drea especial para esla
tarea, '

A través de una scleccidn rigurosa se dlegirdn las mejores plantas, leniendo en cuenta
el lamafo y el desarrollo que las mismas vayan presentando. Eslas seran trasladadas
a otro habitaculo, y se onconlrardn en etapa de vegetacion el liempo necesario para
poder oblener la cantidad de osquejes requeridos para cumplmentar con ef cicla
siguiente (los esquejes selectionadoes de germoplasma nacional de origen desconocido
se ulillzaran ademas para trabajar en su fitomejoramiento).

A medida gus vamos obleniendo los esquejes los mismos seran colocados en pequaias
macelas con tierra ¢ jiffys donde las mismas se colocardn en las condiciones de
temperatura y humedad necesaria para poder generar las raices propias. Una vez
desarrollados los esquejes y encontrandose en las condiciones necesarias para poder
ser {rasplantadas las mismas se irdn acomodando en macetas de un mayor tamafio
dentro de los invernadaros, y en la parcelas de exigrior, para comenzar su desarrollo.
Dantro de los invernaderos seinstalardn dislintos paneles de luz artificial que ayudaran
at crecimiento y desarrollo de las plantas en cuanlo se'necesite, Se buscara siempre
utilizar la mencr cantidad de luz anificial necesaria, teniends en cuenla que a mayor uso
energético mayores coslos y mayar contaminacion. Las plantas que se encuentren en
parcela exlerior se-acomodan en hileras, dejande un pasc entre hilera e hilera para
poder revisar cada pfanta en particular y tener un control exhaustivo de las mismas
debido a que el conirol en exterior en cuanto a plagas o problemas de suelo puede ser
de mayor complicacién que interior. Dicho eslo, sabamos que el control en interior pucde
generar complicaciones en cuanto a condiciones de humedad o temperalura que seran
controladas con distintas tecnolegias, pero parmite un mayar conlrel para un mejor
desarrollo, ¥ en el exterior el desarrollo pueds llegar a presentar olras compllcacmnps
las cuales seran estudiadas.

Una vez comp\etac_c el ciclo de las planias, las mismas serdn conadas y colocadas en
un cuarta de secade, donde tendran que prrmanecer un tiempe estipulado de
aproximadamente un mes para completar el froceso de sacado y curado. Este proceso
debe ser llevado a cabo en unas condiciones de humedad relaliva del ambiente de 45%
a B0% para prevenir la aparicion de paldgenss y & una temperalura de 15 y 18°C para
prevenir que se volafilicen diversos compuasios quimicos.
Una vez que el porcentaje de humedad de la materia prima alcance el 10% de humedad,
se procederd al corle de flores (cogolios), tos cuales seran separados de los talios y las
hojas, proceso al cual lamaremos manicura o trimmeado.-En este procesc una persona
con una tijera 6 tna maquina separa los cogollos del resto de las plantas pudiendo asi
separar las diferenles pares de la misma, Terminado el proceso de manicura, los

Convenio aprobado par Res. 1 1FDF‘WRWYEE"-@TWfMW(ﬁ?ﬁ@w@ﬂ?ﬂ#G@N}fﬁEfN]CET
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@n un habilacuto que presents 135 candiciones necesarias de
canamlento hasta que fongan Gue ser enviados ol
tdio y produccién do extraclos.

icipada en relacion con la cantidad de plantas y
ya que las mlsmas so definen on funclén de
u Ultimo trasplanie.

cogollos serdn guardados
temparatura y humedad pasa su alma
laboratorlp correspondients para su 0s
Es imposible realizar una eslimackdn ant
dafinlcién de cuadros de culfive por m?,
variables que se lienen en cuenta al momenlo exaclo de s

Gostién do plagas
En cuanlo a la gestién de plagas, buscaremos iratar los mismas con Insocticidas

organicos, siendo gue tralamos con matozia que en su posterioridad seran utiizadas
como objeto para productos medicinales. No se pueda delallar los productos 2 utitizar
debiso a que como nos gaconlramos on clapa do investigacién, so desconocen las L.
plagas y otros lipos de malestares que pueda presentar of cultivo an la zona en cuestibn.

Geslion de residuos

En materia de residuos. sabemos
solo en cuanlo a uses madicinales
o energética, por lo lanto lo quo podiiamos calalogar como ras
sordn ovenlualmente entregados @ los grupos de invastigacidn
proyecta para Investigar nuevas ¥ mojores usos.

En caso do lener excedente, 108 residuos serdn

lieno AUMEGIDS0S USES, Mo ]
as industrlas como 12 Loxti

iduas (tallos ¥ hojas) l
asociados @ este

que la planta de Cannabis
sino {ambién en NUMEIOS

deposilados ¥ acopiagos ¢n un seclor
anlsmos de composiaje. Esto nos

donde se astard gonerando liorra nueva, con moc " ] .
pormitird reciclar ios residucs obieniendo ligrra que sard luego utilizada en la misma 0
plantaclén, mejorando al suoke en @l quo ¢ encuentran las planias para su mejar 801;
desarrollo. 8 33
[+ U':;

Trazabitidad {:,; g,,,
Teniondo en mira 2 cartificacion en al memenio oportung de BUENAS PRACTICAS g
AGRICOLAS (BPA) y BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA {BPM) {Dispasicion 3 ;
"

n 3827/18 ANMAT) es que s¢ implamontaréd un sistema de
trazabifidad en la que cada plantin serd eliquetado con un codigo de identificacion para
poder realizar un seguimiento desde |a semilla hasta la inflorescencla de cannabis, El
manejo de la documaniacion en forma sistemalizada colabara en la mejora cualitativa y
cuantilativa an la produccion, y permite 1a cvaluacién de resultados frente a dislintas
decisiones estratégicas y ayuda ala creacion de confianza en |a industria del cannabis.

1602/18 ANMAT, Disposicid

Espacio fisfico {CANNTEK]
CANNTEK cugnta con un pre
astablecimienio estancia “La Trinidad”, Ruta
General Pueyrredon,

cual so deslinard para el desarrollo y ejecucion del presente convenio.

Serdn montados dos lnvernaderos, uno de tipo “palo y nyion™ de aprox, 300 m? y olro

con alia tecnologla de tipo macrolunel con acere galvanizado de aprox. 300 m?, Con

aste ukimo tipo de invernaculo se intentard prabar una mayor eficiencia en el control
climatico, ya que mas alld de sus caraclerlsticas ldcnicas que permiten un mejor )
movimianlo en @l flujo del aire, se instalaran equipos especificos de contral climalico,

lales como #uminacién artificial, sistema de “biack out”, ventilacion y exiraccion forzada

do aira, sistemas de aspersion do vopo: de aguay riegh por goleg.

por Glimo, se Insialard un espacio adecuado para e procasamiento de la maleria
vegelal de alrededor de 40 m2. Alli se realizara el carle, secado, curado, clerre at vacio,
acopio y atmacenajo tanto de fnaleria primas como de productas elaborados, EI mismo
sei equlpado con sistemas de control de humedad, temperatura y flujo de aire. 2 fin de
alcanzer un rango de HR entre el 45 % a 53 % y una temperalura de 16 a 19°C.

dio de ~ 1 heclarea, cireunscripla este ultimo dentrg del
2. km 1396, (CP 7612) Camel, Partido de

Seguridad
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ABOGADO

~ Marlin Roceco
TIXVIF4 347 CAMGP.

CERCO PERIMETRAL; Un anillo de seguridad con un cerco ollmpico rombaidal da 2
pulgadas, 2 malras de allo y 2 fitas de alambre de puas con postes cada 3 matros, Todo
el per’metro alambrado se encontrara cubiarlo con lona maritima para mayor sagurldad,
Conltard con portén aulomético, porlero elécirico ¥ monitoreada por cémaras para evitar
posibles ingresos no aulorizadas mienlras ingresa el personai o proveedores.

CCTV: Se instalard un circullo corrade de 7 camaras 1P de alta resolueian y visién
nocturna entade el perimetro, inlerior de invernaderos y oficinas que se conlrolan desde
ol bunker de seguridad. Las grabaciones se alojan en un lugar seguro de las
instalaciones con copia en la nube por cualquier evenlualidad.

BUNKER: En el predio se construird un bunker para alofar el personal de seguridad
desde dondae se monilorean las camaras de seguridad. accesos elc., cen comunicacién
independiente y también estén provistos de botones de panico para guardias y persanal
permanente que se conectan via telefonia celuiar con la Comisaria de la zona,
ALARMA: El perimelro exterior de los invernaderos contard con barreras infrarrojas, ol
Interior de estos conlard con sensores de movimienio que disparan una alaima luminica-
sonora en tode ¢l predio v al bunker de seguridad. La alarma estard coneclada con fa

Policia de la zona,

1.b) Cultivo modele indoor (responsable Dra. Fanovich, INTEM{\)

En colaboracidn con la empresa CANNTEK se procederd a aimar un cullivo rnudc_b (4
m?) en el laboralorio de Fluides Supercriticos del INTEMA (3er piso Lab 333). i mismo
tiene la funcién de reproducir el cultivo de la empresa en el laboratorfo con el fin de
gengrar insumas vegelales propios en pequefia escala e implementar modificaciones
en las variables de cullive, Se ulilizara el mismo material vegelal de-partida que emplee
la empresa. Esta aclividad corlara con la direccion écnica del Ing. Agrdnomo Ignacio )
Luis Alvarez {Malriculs 02528) y la responsable inslitucional sera la Dra. Alejandra

Fanovich.

.ETAPA 2

ACTIVIDAD N° 2: Recepcién del material vegeta! y caraclerizacidn inicial
[respensable Ora. Churig, Dra. Barbini, DQBQ)

Ei material vegetal suministrado por la empresa sera evaluado documentando su estado
y calidad. Se proceder a la caraclerizacion del malerial seco previo a la cuantificacion
de humedad.

Se analizard lz composicién cuaniitativa de fos principalss cannabincides (THC, GBD,
THCA y CBDA) coma asi también de metales pesados {plomo y cadmio) y pesticidas,
Ademds. se verificars que las muestras sean aptas microbioldgicamente, Se sequis la
nofmaliva vigents: Resoiucién 781/2022-MS y Disposicion 6431/2022 . ANMAT.

ACTIVIDAD N* 3: Ensayes do extraccién {responsable Dra. Fanovich, INTEMA)
Se realizaran ensayos de exlraccion a partir del material vegetal (e! de la empresa y el
del cultivo indoor) tratado vy sin tralar térmicamente en un equipo de alta presicn
(Pmax:500 bar, v= 500 mlL) HPUS00 (Eurotechnica} de INTEMA. Se realizardn
Iralamientas térmicos z distinlas temperaluras para aumentar la descarboxilacidn de las
formas acidas. Se propane tralar a las muestras a 90, 110 y 140 grados, a tiempos que
se optimizardn en la praciica. ’

Convanio sprobade por Ras. IﬂCLfZUIB.CFthWm@ MW?N#G@ﬁCBNTCET
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Se evaluard ol efecto de la presldn del sistema, \a temperatura, las condiciones de flujo,
cama asl tamblén el iempo do saturacidn en los diterantes compartimentos det equipo.
Se emplesran materialgs con diferentes pro-lratamientas ¥ diforenles conceniraciongs
de co-solvents {el cosolvente se elegira segun las narmas |CH de solventes residuales)
para facilitar los procesos de extraceidn con CO-5C. Se confocclonaran prolocolos de
trabajo para cada sislema astudiado con el objetivo de lograr |a reproducibilidad de las
condiciones de operacitn en el proceso esiablecido y de las caraclerislicas del producio.
S anafizardn las cinéticas de extraccion bajo las distintas condiciones del proceso. Se
optimizaran las condiclones de extraccidn teniendo en cuenta o tendimiento v 1a
naturaleza de los compuesios bioaclivos extraldos. Se hallardn las condicicnes
especlicas para logtar la exiraccidn da dos lipos de extractos:1- Exiracios do
cannobinoides y 2- Extracios de terpenos. Se reaiizaran onsayos do extraccion
convencionates {Soxtlet) con elanol para comparar la calidad de tos producios. .
{(INTEMA).

Asimismo, se realizardn ensa
empresa como residuo do la
factibiidad de obtoner fraccioncs flcas en compucst
aplicacidn como ingredientes aclivos para 3 claborac
proteccidn solar.

y0s de extraccion sobre ol material gesilonado por la

produccion (hojas ¥ tallos) con &l objeto ¢e avaluat .1a
os favonoides de potencial

i4n de formulaciones para

ACTIVIDAD N* &: Ensayos do caracterizaclén quimlca do ¢xtractos {responsable

Bra. Churle, DABQ)

8) Perfil quimico del extroclo; So determinard ¢l perfil quimico del extracio,
priorizando el andlisls de componentes cannabinoides y lerpénicas. 8 través del uso de
cromatografias liquida de alla performance (HPLC) y fo gaseosa acoplada 2

aspeciromelrfo de masas {GC-MS). N
b) Capacidad anlioxidante de los extractas: Se evaluara el porcentaje de Inhibicidn

del radical DPPH mediante EPR en funcién de @ concenlracién de extracto, a fin de
dolerminar la conceatracion clectiva 50 (ECS0), y comparar con el paramelro ohtenido
en las mismas condiciones para antioxldanies de referencla (4cido gakico o &cido

ascérbico).
¢} Eslabilidad de los extractes: Se evaluard el efccto de la exposicin a iluminacian

amblente y al alre sobre la concentracién de los componentes caracterislicos de los
exiractos, Los andlisis seo realizarAn mediante espectrofotomelria do absorcién UV-

visible y HPLC.
d) Explorar fa capacidad de los extraclos do conduclr reacciones de

fotoscnsibllizacién

Se determinacad la formacion de especies reactivas de oxigenc, tales como como
oxigeno singlete, inducidas por inadiacién de los exiractos con LEDs en ¢l dzul y en el
verde (por e, 450 y 530 nm}, Para clig se utilizara EPR y la técnica de ias lrampas de
espin. La irampa especifica para evaluas oxigeno singlete serd el 4-ThaP,

ACTIVIDAD N* 5: Ensayos de caraclerlzacion bloléglea de extractos {responsable '
Dra. Barbini, 0QBQ}

Todos los pratacolos a utilizar estan puestos a punto y disponibles en el Laborataria.
Los detalles melodolbgicas se describen a continuacion,

Estudio da la actividad cifotdxica.

Los exiractos obienidos serdn empleados en ensayos bioquimicos que permilan
determinar la actividad citotéxica sobre células tumorales hepélicas y ademas esludiar

Convanio apiobado por Res. 117072019, 1F-2015-36288756-APH-GYTECONICET
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Marin Rocca
ABQGADO
Taxv( Fe 347 CAM

el mecenismo de muede {apoptosis/autofagia) mediante ol cual se ejerce la aclividad.
Asimismo, se propone estudiar las vlas Inlracelulares de fransduecion de sefales
involucradas en fa muerte celular inducida.

Se esludiardn lineas celulares de hepalocarcinoma humano (HepG2, HepaB, Huh.7).
Las células Hep(2 y Hep3B, derivadas de hepatomas humanas, se obluvieron de
*American Type Tissue Colleclion (ATCC, HB 8065 and HB 8064, respectivamenla). Se
cultivaran en medio minimo esencial (MEM) suplamenlado con 100 miiL de suero folal
bovino, 2 mmo¥t de glulamina, 1,5 g/L de bicarbonalo de sodio, 1,0 mmolL de
aminoacidos no esenciales, 1,0 mmal/L de piruvato da sodio. Las células Huh-7, también
derivadas de hepaloma humano se cultivardn en medio base D-MEM suplementade
coma se describe anteriormente. Todas las células se incubardna 37 *Cy 5 % do CO2.

a.- Deleccién de viabiidad. Se analizar |a viabilidad de las lineas celulares lratadas con
los dilerentes extractos. Se analizard el efeclo (éxico de Jas mismas scbre las lingas
celulares de hepatoma. Para asle se analizard |a viabilidad de 1as céluias tratadas con
dgiferentes concenlraciones de los extraclos, medianle el ensayo de ”-4T$(3-(4|5-
dimalhyllhiazol-z-yI)-5-(3-carboxymeihcxyphenyl)~2-(~1-su\{ophenyl)-ZH-ieirazouun.1-

compuesto de tetrazolic) (Promega), duranle distintos tiempos. Este ensayo mide la
actividad de dehidrogenasas mitocondriales en las céiulas viables, bas#éndose en una
reaccion colorimélrica que parmile medir la bioreduccidn de un compugste de lelrazolio
(MTS) & formazan. La formacién de este productc se mide a 490 nm 2n un
espectrofotdmelro de placa nultiwell. B! valor de absorbancia es proporcionat al numero
de celulas viablos. Se incluiran controies de células sin tratar y el porcentaje de viabifidad
celular se normalizard a los valores de absorbancia de eslos controles. El parcenlaje de

" viabilidad celular se normalizara a los valores de absorbancia de las células controles

sin lratar, Se determinard la concentracién cilotéxica 50 % y 90 % (CC50 y CCSO0,
respeclivamente) para ios distinlos extractos y lingas celulares.

b.- Detaccion de la muerte programada por apoplosis. Tingidn con naranja de acridina y
bromure da elidio. Una suspensidn celular se tedira con naranja de acridinasbiromuro de
elidio (4 pyg/mi, Sigma). Se observara bajo microscopia de fluorescencia {Nikon Eclipse
400)y sc folografiara {Nikon Coolpix 4500). Se calculard ef porcentaje de células viables
(verde brillante), células apopléiicas tempranas (nicleo verde compacto), células
apopldticas tardias {nucleo naranjafrojo brillante) y células necrélicas {nicleo
naranja/rojo difuse) ' .

bi.- Detoccidn del ADN jragmemada. Se extraerd ol ADN genédmico de las células
tratadas con el kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega), segun las inslrucciones
dei fabricante. Los ADNs extraldos se almacenaréna 4 'C hasta su uso, Y e separaran
por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. Las bandas ¢ ladder del DNA clivade se
vistralizardn on un lransiluminador, medianle fa tincién del gel con bromuro de etidio 05
po/mL, BioRad}.

bii.- Andlisis dal ciclo coliar, Se cosechardn las células ratadas, se lefira al ADN con
iodurg de prapidio (Sigma, 50 ug/mL) y se digerica con RNAsa (Sigma, 0.5 mg/mL). Se
analizaran por citometria de flujo, detectande flucrescencia roja (488 nm de excitacion
y deleclor de paso de banda de 620 £.15 nm),-proporcional 2l contenido de AN, Se
colectardn un minimo de 10000 células por muesla. En los hislogramas do ADN se
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pandientes al conlenide de ADN en 1as .

dolectarsn los picos de lisorescencia, COrres|
2/M) y a las calulas apoptdticas con un

distinlas [ases dol ciclo celutar (GOIG1, Sy G
pico "subGO", el cual representa of ADN degradade.

¢.- Determinacién de vias Intracelulares de transduccion de sefales implicadas en la
apoplosls. S0 estudiardn los posiblas alaclos sobre las siguientes vlas: i) activacidn do
caspasas, i} diferencias de expresion de protelnas iegulatarias do i apoptosis, koS
mlembros de la familia de Bel-2 {inhibidores {Bel-2y Bcl-XL) o estimytadores {Bad, Bid.
Bax) de la apoptosis). Para analizar los niveles de exprosion de las proleinas s¢ utitizard
la thenica de Wostern Blot. Para ¢lio, las células serdn lisadas con un buifer de lisls
conteniendo inhibidores de proteasas. La concentracion de proleinas iotales s@
determinard mediante el método do Bradford. S0 reatizaran SDS-Page de distinlos
porceniajes, en los qua $C cargarén cantidades iguates do prolelnas \otales por calle.
Estos geles s¢ electiotransleritdn & membranas de PVDF (Imrnobilon-P, Millipote). las
cuales seréin bloqueadas ¥ posteriormente Inmunodateciadas (anlicuerpos primarios
Santa Cruz Blotechnology. segundo anticuerpe-peroxidasa Dako, revelado ‘por
c!ectruquimioluminiscencia EGL Ametsham), wlilizando distintos anlicuerpos primarios.
\.as bandas resultantes de la inmunedateccion ¥ del peso malecular comespondiente 8
cada una de eflas s¢ cuantificaran mediante densitometda de eslas utifizando el
progeama image-J. Los valores de ta cuantificacién 8¢ normalizaran a un controt de

carga de protelnas tolales (beta-acl'rna).

Marlin R
occa
Trryy EPGIGARO

r 347 CAMg.p,

Julas tratadas con los extraclos s¢ determinard 1a
ancia de los tratamienlos. Los conlroles negalivas

seran las céiulas sin tratar. Los controles positives de fa induccién de autofagia se
abtendrdn megianie ia deprivacion do nutdentes en 10s cullivos celutares. A} Mediante
microscopia alactrdnica de transmisién, En las células wratadas se studiara a aparicidn
de ulraesteucturas caracterislicas  de la autofagia {vesiculas autofdgicas:
autofagosomas, autolisosomas), visualizadas como vesiculas dobie membrana. B}
Deteccion de autvfagia mediante microscopia confocal. En las células ransfectadas s€
estudiard 8 presencia de LCA asociada al autofagosoma, por marcacidn con anticuerpd
anti-LC3 fuorescente. La co-ocalizacion de esta proteina con LAMP-1 (lysosome
associated membrang protein-1), deleclada mediante un anticuerpo marcado con airo
fuordforo, permitird demastear Ia tusion del isesoma con ¢l autofagosoma para formar
los autolisosomas. C) Esludio de la expresion de las protelnas asociadas al proceso de
aulolagia: LC3, peclina-1, p62 por Waslern Blot. Se ulilizaran anticuerpos especllicos
(Santa Cruz Biglechnology). membranas pPVOF (Immotilon-P, Millipore), segundo
anticuerpo-peroxidasa {Dako}. revelado por etec:roquimioiuminiscencia (ECL GE
Healthcare). Se usard bela-actina para normatizar la carga de preteina tolat en los

d.- Detaccitn do autofegia: En las cé
induccidn de auvlofagia como consecy

geles].

Estudio de la actividad antiviral.

te 3 los siguientes virus: nepatilis B, herpes

Se ostudiard la aclividad antiviral fren
{RSV) Y adenavirus-7 {ADV-T).

simplex-1 (HSV-1), sincicial respiratorio

4n las célutas HepG2 2.15 (transfe
vales se cu

cladas de manera eslablo con

Para HBY sa emplear
[tivaran en medio base D-MEM

HBY, productoras de viriones infectivos), 1as €

Convenlo aprabado pof Res. 117002019, {F-2019-36238755-APN-GVTECONKCET vl
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suplamantado como se describe anterlormente y se Incubardn a 37 °C ¥ 5 % de CO2.
Para los otros virus se usaran células Vero y HEp-2, que se cultivar&n en medio MEM
suplementado y en las mismas condiciones de incubacién,

a.- Determinacion de fa maxima concentracién no citotdxica {MCNC) de Ics extraclos én
las diferentes lineas celulares. Se analizard el electo W6xico de los exiractos modiante
MTS (dascriplo anteriormenie) y se daterminard la MCNG do cada extracto para cada
linga celular.

b.- Esludio de fa inhibicion en la replicacion viral (actividd antiviraf). Para HBV {virus no
cullivable) se determinara |z inhibicidn de |a secrecidn de antigenos virales. Las células
se tratardn con distintas concentraciones a partic do la MCNC y se cuanltificar la
produccion de HBsAg (antigeno de superficie) y HBeAg (antigenc e) en los
sobrenadanles de cultivos tralagos, medianie enszyos de ELISA. Ademas, se
cuantificaré del ADN viral por PCR en liempo real, tanle en los sobrenadanles como en
las células tratadas.

Para los otrgs virus {que son cultivables) se realizaran ensayos de cuaniilicacidn viral,
Primere se hard un screening de actividad antiviral en los extractes. Para elio, diluciones
seriadas en base 10 se sembrardn sobre las monocapaé celulares crecidas en placas
de 86 pocillos con diferentes concentraciones de los extraclos, ulifizando la MGG como
la concentracian mds alta. Un contral de la infeccion se realizard en ausencia de los
exlraclos. Las placas so incubardn a 37 °C y 6§ % de CO2 duranle 72 horas. Luega, se
fijaran, tefirdn con cristal violata v 53 observara ef efecto citgpalico. Los extractos se
considerardn positivos cuando el tilulo viral se reduzca un 99 % en su presencia con
respecto al control de la infeccidn. '

En segundo lugar, se determinard 2 DE 50% (dosis efectiva 50 %) por el métoda de
placas, delerminando la roduccidn en gl titulo viral o en las unidades formaderas de
placas por millira (UFP/mML) en presencia de los extiaclos, Para ellc, monocapas
cracidas en placas de 24 pocilies se infectardn con diluciones de los stocks virales en
presencia de concenlracienes crecientes de 105 exlracios, Luego de una incubacion de
una hora, s& agregara medio de placa {medio de infeccién con metilcelulosa) y la
incubacion conlinuara en presencla de los exiraclos. Luego de 72 horas, 1as monocapas
se fijaran, teiirdn v se contaran ias placas de lisis generadas. La DESD se calculard
como la'concentracion del exiracto qus reduce a un 50 % el nimero de placas fermadas
(UFP) en comparacion a las placas generadas en el conlroi de la infeccion (en ausencia
dol extracto).

ETAPA 3

ACTIVIDAD N° 6: Desarrollo de protolipos como productos modicinales derivados
de Cannabis '

Protocolo de preparacion de aceffas: So efaborard un piotocolo para la preparacion
de aceiles de Cannabis con concentraciones coniroladas de los principivs aclivos
mayorilarios vy se contrasiard su  biceguivalencia  con productos  cerificados
intermacionales. {DQBQ-IFIMAR)

Convenio aprobado pof Res. 117012019, IF-2015-36298756-APN .GV TRCONICET XV
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Evaluacién de otros productos con Cannabls: Se desarroliardn microparticulas a
paric de fa eacapsulacién de extraclos wilizando polimeros biccompalibles como
policaprolaciona o gqullosane comeicialas mediante técnicas convencionales. Se
estudiara la liberacion de los princlpios activos encapsulados mediante ensayos in vitro,
Los ensayos sa Bevardn a cabo empleando 100 mg de mueslra {para cada material), los
cuales serdn suspendidos en fuido corporal simuiado (SBF)a 37 £ 1* C bajo agilacitn
constante del sistema (90 rpm). Para cada ensayo, las micropariiculas seran colocadas
dentro de membranas inertes de acelalo d'e calutosa de 0.22 ym de tamafo de poro
{Gamafik®). A liempos preestablocidos se fomardn alicuotas do la solucidn (3 mL),
reponlendo el volumen extiaido con SBF fresco. Las alicuclas exiraidas serdn
* finalmente analizadas empleando la solucidn SBF como blanco, a fin de determinar ta
cantidad maxima de principio aclivo Bberado. Se doterminara la canlidad total de
principio aclivo incorporado avatuando la cantidad de sustancia iborada & tempo
“infinito” (esto es, hasta oblener un valor constante fiberada), y la canlidad etenida en
cada sistoma luego del ensayo a fiempo infinito, El contenido de sustancia activa
liverada @ parit ¢e una masa conocida de micioparticulas se deforminard por
espectrololomatria UV-visiblo y por HPLC. La evalvacién del contenido de suslancla
activa refenida se Novard a cabo 2 pantir do |3 disolucian do las microparticulas en
solvente organico y la modicisn de las sustancias aclivas como en ¢l caso del contenido
liberado. De acuerdo con la masa lotal obtenida (liberada + rotenida), s¢ daterminara ol
porcentaje en peso de suslancia acliva an cada slslema de microparticulas.(INTEMA)

b. RESULTADOS ESPERADOS Y CAMPO DE APLICACION DE LOS
RESULTADOS
a) Resultades esperados: Con la ejecucién de esle proyeclo se £spera lograr vna
eficicnte sinergia entre el soclor produciivo y €1 soclor académico en un &ea de
relevancia socio-econdmica come lo es el Cannabis medicinal.
Se planiea obtener:
1- Informe de resufiados de caracterizacién inicial,
2. |nforme de resutiados sobre obtencidn de extractos de Cannabis.
. Informe de caracterizaclon quimica do extractos.
4- Informe de caracterizaclon biolégica de los extraclos.
5. Informe inferno entre las UE que conlenga los prolocoios desarrollados
considerados como know-how,

Maddin Roceo
ABOGADD
TIXV] F* 387 CAM.A.P,

b) Campo de aplicacién de los resullagos: Se espera que los resullados puedan
ser aplicados a la industria {armacéulica.

£. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

. Tarop | MESES .
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F. GRUPO DE TRABAJO

APELLIDOY, JINSTITUCIO |CUIL ;" " |CATEGORIA |FUNCION
NOMBRE =[N : : :~:§sk P .- :
BARBIN! CONICET  |27-21802692-9 | Invesligadora |Rasponsable
Luciana lécnica |
Fernanda
CHURIO CONICET 27-16226868-6 Invesligadora | Invesligadora
Maria Sandra
GRANONE CONICET 20-34344654-4 CPRA Técnico
Lufs Ignacio
FANOVICH ~ JCONICET |27.20062018-¢  |Invesligadora | Responsable
Maria Algjandra : lécnica Il
LERE COMICET  |20-25265226-5 | CPA Técnico
Martin .
-G, PERSONAL DE LA CONTRAFARTE

APELLIDO Y NOMBRE | INSTITUCION CUIL- g,

RACCA CANNTEK 20-34134268-7

Martin

BELTRAN DEPONTI CANNTEK 20-34768496-2

Matias Nicolas

PARQDI| CANNTEK 20-35621343-3

Tomas

GARRIGA LACAZE CANNTEK 20-36617008-2

Justo

ALVAREZ CANNTEK 20-37379830-5

lgnacio Luis

Convenio aprobado par Ras. 112WPD13. IF-2038-16208756-APN-GVTECONICET Xt
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Anexo lI: Presupuesto

CANNTEK nbonaré a CONICET la suma fotal de 6500 USD (SEIS MIL QUINIENTOS
DOLARES) al ligo do cambio vendedor de Banco Macién para la efecucidn de 13
totalidad de tos lrabajos oblelo de este Convento. Diche monio se abonara en tres (3}
cuolas de la siguienie manera:

- Cuota inicial del cincuenta por ciento (50 %} que serd pagadera dentro de los 15 dias
de que el Minislerio de Satud apruebe por resolucidn el presente convenio;

- Segunda cucta del veinlicinco po: cienla (25 %) conlra enirega del nforme de la

segunda elapa.

. Una tercera y Gltima cuota del veinlicineo por cignle (25 %) canira enlrega def informe

de la lorcera elapa.

. Tabla PagolAporte en Especiit - Valor aproximado

LY

) L Importe lolal
Gaslos do producclon del material
Materlal vegetal vegetal U$ 60.000
Dos equipos de iluminacion
Lumatek de 600w,
Sistema de riego por goleo,
Insumos cullivo Sistema dg deshumidilicacion de
indoor ambienle Us 2.500
S Total gt e g T 625000
e . Ty Mgy T mb ’ - - e e
R . 1. .. - - L - ' o
MaTm Pass
S RE TR g
Convenso aprobaso po«lRu. 117002019, (F-2019-28298156-APN-GYTECONICET X5
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El documento fue importado por el sistema GEDO con un total de 22 pagina/s.
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.ADENDA AL CONVENIO DE I+D Pre-aprobado
entre CONICET Vi CANNTEK S.A

Enire el Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas, d

enominado

en adelante el “CONICET", representado en este acto por su Gerente de

Vinculacion Tecnoldgica, Sergio Romano, con domicilio en Godoy Cru!z Nro. 2290

de la Ciuda_d Autonoma de Buenos Aires, por una parte; y la empresa
S:A, [30-71771538-8], denominada en adelante la “EMPRESA”, repre

CANNTEK

sentada en

este dcto por su Presidente, Dr. Martin Racca DNI 34.1 34.268, con domicilio en calle

Acufia de Figderoa 1332, Dpto. 305, Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Argentina,

por la otra; y en conjunto denominadas las “Paries”, acuerdan celebrar la presente

Adenda, en adelante la “Adenda’, el cual se sujetara a las siguientes clausulas y

condiciones: .

PRIMERA. OBJETO: La presenie Adenda tiene por objeto: cambio de plan de

trabajo — modificacion de actividad y responsables de Elapa 1, del cor

venio pre-

aprobado de [+D entre CONICET y CANNTEK S.A, celebrado con fecha 11 de enero

de 2023 conforme se detalla en el ANEXO 1.

SEGUNDA. I'NALTERABILIDA.D DE LAS CLAUSULAS: El resto de las

clausulas :

que no se miodifican en la presente Adenda mantienen plena vigencia y se

mantienen inalterables.

En prueba de conformidad se firman 2 ejemplares de un mismo tenor y

a un solo

efeclo, en-la Ciudad Autdnoma de Buenos Aires, a los diés dlel mes de

del ano .-

|F-2023-54265679 APN-DD#M S
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ANEXO |

A.TITULO DEL TRABAJO: ‘
“Desarrollo de productos controlados de Cannabis para uso
‘medicinal”

B. OBJETIVO DEL PLAN DE TRABAJO

- OBJETIVO GENERAL

Estandarizar la produccion de extractos de Cannabis con propiedades medicinales en total
acuerdo con la normativa nacional vigente, siguiendo las directivas de la Organizacidn
Mundial de la Salud {OMS) en materia de buenas practicas agricolas y de recoleccion de
plantas rhedicinales; y desarrollar nuevas formas de administracion de extractos de
Cannabis medicinal.

CBJETIVOS ESPECIFICOS

A.1- Desarroilar técnicas que permitan el cultivo de variedades de Cannabis sativa y el
desarrollo del perfit genético de las variedades para su posterior aplicacién en monitoreo
de la descendencia. Estudiar la adaptabilidad de variedades de Cannabis de diversas

- latitudes a la zona propuesta.

A.2- Desarrollar un protocolo estandarizado de obtencion de extractos de Cannabis a partir
de tecnologias limpias. Estudiar y optimizar el procesc de obtencidn de extractos de
Cannabis utilizando tecnologia de fluidos supercriticos. Comparar la eficiencia del metodo
con métodos convencionales de extraccio

A3.- Realizar una caracterizacion completa de los extractos cbtenidos

A3a. Caracterizacién quimica. -

-Caracterizar y cuantificar por técnicas analiticas cromatograficas (HPLC y/o CG-MS) los
componentes cannabinoides y terpénicos de los extractos de Cannabis sativa obtenidos
por distintas metodologias. '

-Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos en base a reacciones de inhibicign de
especies radicales de prueba mediante Resonancia Paramagnética Electrénica (EPR).
-Determinar la estabilidad de los extractos en presencia y ausencia de iluminacién ambiente
y saturacion con aire,

-Explorarla capac:dad de |os extractos de fotosensub lizar la formacion de especies reactivas |
de ox/geno mediante irradiacién con luz visible,

1F-2023-54265679-APN-DD#MS
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A3b. Caracterizacion biolégica, Evaluar actividad citotoxica y antiviral.

-Determinar las concentraciones citotdxicas de los extractos en diferentes lineas celulares
tumorales humanas, representativas de distintos tipos de cdncer. L
-Establecer los mecanismaos moleculares implicados en la actividad citotoxica.
-Determinar las concentraciones inhibitorias de la replicacién viral de diferentes virus

humanos de importancia médica.

-Establecer los mecanismos moleculares implicados en la actividad antiviral.

A.4- Obtener prototipos de productos derivados de Cannabis.

Elaborar un protocolo para |a preparacion de aceites de Cannabis con concentraciones

controladas de los principios activos mayoritarios y contrastar su bioequivalencia con

productos certificados internacionales. Disefiar y evaluar la potencialidad de obtener
microparticulas para contener los principios activos de cannabis.

C. PLAN DE ACTIVIDADES

4 RESPONSABLE
Ne 1. ACTIVIDAD 2, DESCRIPCION 3.ENTREGABLES DEL
ENTREGABLE
1 | E} Cultivo de material | . ¢ iiy0 CANNTEK [CANNTEK) Materiatvegetal | v 1 ARTIN
T{ vegetal
A 1.b. Cultivo medelo indoor INTEMA) RACCA
[
A '
B
2 Recepcidn del | Se realizardn ensayos Informe de CHURIO
material vegetal y | microbioldgicos, de  pesticidas, [ Caracterizacion BARBINI
caracterizacion metales pesados y de humedad sobre inicial
inicial. el material entregado por CANNTEC
para reportar las caracteristicas
segUn la normativa vigente. {[DQBQ)
3 Ensayos de Se realizaran ensayos de extraccion | Informe sobre FANOVICH
E| extraccion con CO; supercritico {con vy sin Extractos
cosolventes) y con sclventes liquidos De Cannabis
T mediante 1écnicas convencionales Se
buscard obtener extraclos ricos en
A terpenos y otros  ricos  en
cannabinoides. (INTEMA)
4 P1 Ensayos de | Se determinard el perfil guimico de informe de CHURIO
caracterizacion los extractos mediante métodos de | caracterizacion
Al quimica de extractos | andlisis cromatografico HPLC y GC-M$ quimica de
apuntando a determinar presencia y extractos
cantidades relativas de .

|F-2023-54265679-APN-DD#M S
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cannakinoides y terpenos. Se
evaluaran propiedades como:
actividad antioxidante (mediante el
método de inhibicidn del radical
OPPH madiante EPR), estabilidad
gulmica {por andlisis
espectrofotométrico  de absorcidn
UV-visible en funcién del tiempo
condiciones de almacenamiento) y
capacidad fotosensibilizadora (por
irradiacién estacicnaria y deteccion
de oxigeno singlete  mediante
trampas de espin en £PR) {0OBQ-
IFIMAR}

5 Ensayos de
caracterizacion
biologica de
extractos

Se analizard la actividad citotdxica de
los extractes frente a diversas lineas
celulares tumorales humanas y 5@
analizara 13 actividad antiviral de los
mismos frente a virus humanos de
importancia médica (hepatitis, virus

| respiratorios, herpes virus, atc.)

(DQEQ)

informe de
caracterizacién

biclégica de 05

extractos

BARBINI

G Desarrollo de
prototipos como
proguctos
medicinales
derivados de
Cannabis

p-qp—'lt'ﬂ

Se elaborard un protocolo para la
preparacidon de aceites de Cannabis
con conceniraciones controladas de
los pringipios activos mayoritarios y
se contrastara su bioeguivalencia con
productos certificados
internacionales. {DOBQ-IFIMAR)

se desarrollaran  microparticulas
conteniendo extractos de Cannabis a
partir de polimeros comerciales
biocompatibles. Se  evaluara la
liberacion de principios actives de
Cannabls en ensayos in  vitro
estandarizados. (INTEMA)

informe interno
entre las UE

BARBINI
CHURIO
FANOVICH

Descripcion de las actividades:

ETAPA 1

1} Cultivo de material biolégico
1.a) Cultivo CANNTEK (la empresa es la responsable de esta actividad)

La empresa es la responsable de la produccion inicial del material vegetal para dar inicio a

13 secuencia de actividades.

A continuacion, se brindan detalles de los materiales de

partida, formas de cultivo, espacio dispanible entre olros aspectos para generar el material

inicial.

Material de origen:

|F-2023-54265679-APN-DD#M S
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A.- Se utilizara germoplasma nacional de origen desconocido para trabajar en su
fitomejoramiento y lograr a posteriori su inscripcion dentro del registro de variedades de
cannabis de INASE. La resolucion gue habilita a no declarar el origen de este tipo de
germoplasma es la Resolucion Conjunta INASE - Ministerio de Salud N° 5/2021.
B.- Se importaran semillas del banco trilogene seeds y Dinafem Seed variedades tanto altas
en CBD y bajas en THC como altas en THC y bajas en CBD, esto para poder experimentar
con diferentes combinaciones de ambos cannabinoides dominantes para buscar la mejor
eficiencia en diferentes patologlas. '
Estas variedades pueden encontrarse sujetas a disponibilidad y a que el banco de semillas
esté dispueslo a enviar al pais. De ser esto imposible se buscara otro banco de semillas
que pueda proveer semillas de similares caracteristicas. Asimismo, las variedades pueden
ser modificadas con el fin de poder atender mejor las patologias necesarias, segun se
converse con 1os diferentes entes involucrados. Cabe aclarar que simplemente se muestran
fas variedades que se podrian conseguir con el fin de mostrar el interés de trabajar con
variedades que tengan fines medicinales.
Actualmente CANNTEK ha iniciado el tramite frente a INASE para darse de alta en el
Registro Nacional de Comercio y Fiscalizacion de Semillas (RNCyFS) como criadero de
semillas de cannabis. La seleccion del germoplasma y sus variables estd a cargo del ing.

Agronomo Ignacio Luis Alvarez, matricula 02528, resposable técnico del proyecto y frente
a INASE,

Técnicas de cultivo:

El Cannabis ‘es una planta que se puede cullivar con distintas lécnicas, nosolros
proponemos comenzar este proyecto con algunas ya ulilizadas anteriormente en proyectos
anteriores {desarrollados en Uruguay) como son las técnicas de cultivo en invernaderos tipo
macrotunet, de lipo “palo y nailon" y parcelas a cielo abierto. En los invernaderos se
probaran métodos de cullivo en suelo organico vivo y cultivo hidropdnico. Comenzando por
las mas sencillas y probando con otras a medida que se crea conveniente, '

Los hongos, inseclos, bacterias y el estrés climaticos son los enemigos namero uno de un
producto de calidad farmacéutica, es por ello que es de fundamental importancia la
utilizacion de correctas técnicas de cultivo, la implementacion de suelo vivo, hongos
benéficos, micorrizas y ferlilizacidn orgéanica para lograr los estandares mas altos de
calidad. o

A continuacion describiremos brevemente la tecnica de cullivo en invernadero y a cielo
abierto que son las que se esliman mas convenienles. -

Cultivo en invernadero: :

La lécnica de cullivo de cannabis en invernadero lipo macrolunel provee beneficios no solo
a nivel de cullivo sino también a nivel econdmico. Esta técnica consiste en la construccion
de invernaderos, con cubierta lransiicida para poder aprovechar la luz solar al maximo
disminuyendo el uso de luz arlificial, ayudando con ia proteccion del invernadero a controlar
plagas, humedad y temperaturas requeridas por el cullivo. Se puede acompanar este

_invernadero de focos de luz artificial para simular las condiciones climaticas requeridas por

el cultivo en condiciones que el clima de la zona no los provea. También se puede contar
con sistemas de black out cuando se requiera regular las horas de luz que sé desea que ta
planta se encuenire expuesia para poder obtener el mejor rendimiento de cada cultivo.

Ademas, este lipo de invernadero debe equiparse con sislemas de ventilacion natural y/o
forzada, sistemas de humidificacion, calefaccion por agua y/o aire calienle, asi como
sistemas de conlrol de clima, riego y ferlirrigacion. El cullivo en invernadero puede ser
llevado a cabo en macelas o a tierra directa, nosotros buscaremos ulilizar ambos para poder
esludiar mejor las adaplabilidades de la planta a la zona con diferenteshetodologias
aprovechando los beneficios que cada una posee. ' '
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Cultivo a cielo abierto:

La técnica de cultivo a cielo abierto si bien se encuentra mas limitada en materia de control
de la planta, provee numerose beneficios a fin de obtener un cultivo de mayor tamano.
Consiste en la obtencion de plantines de tamano adecuado para que no sea vulnerable al
exterior. Ubicado en parcelas de tierra para que puedan desarrcllar raices y tamanos
mayores que el que se lograria en las condiciones limitantes de una maceta. Esto limita a
plantar en diferentes epocas det afo para poder aprovechar al maximo las condiciones
climaticas naturales, las cuales seran analizadas por el equipo tecnico para determinar
cudles son las mas propicias para la zona. Se utilizara una superficie aproximada de 3000
m? para la produccién a cielo abierto.

Método de produccién:
Una vez obtenidas las semillas, las mismas se germinardn en un area especial para esta
tarea.
A través de una seleccién rigurosa se elegiran las mejores plantas, teniendo en cuenta el
tamafio y el desarrollo que las mismas vayan presentando. Estas seran trasladadas a otro
habitaculo, y se encontraran en etapa de vegelacion el tiempo necesario para poder cbtener
la cantidad de esquejes requeridos para cumplimentar con el ciclo siguiente (los esquejes
seleccionados de germoplasma nacional de origen desconocido se utilizaran ademas para
trabajar en su fitomejorarmiento).
A medida que vamos cbteniendo los esquejes los mismos seran colocados en pequenas
macetas con tierra o jiffys donde las mismas se colocaran en las condiciones de
temperatura y humedad necesaria para poder generar las raices propias, Una vez
desarroliados los esquejes y encontrdndese en las condiciones necesarias para poder ser
trasplantadas las mismas se iran acomodando en macetas de un mayor tamano dentro de
los invernaderos, y en la parcelas de exlerior, para comenzar su desarrollo.
Dentro de los invernaderos se instalaran distintos paneles de luz artificial que ayudaran al
crecimiento y desarrollo de las plantas en cuanto se necesile, Se buscara siempre utilizar
la menor cantidad de fuz artificial necesaria, teniendo en cuenta que a mayor uso energético
mayores costos y mayor contaminacion. Las plantas que se encuentren en parcela exlerior
se acomodan en hileras, dejando un paso entre hilera e hilera para poder revisar cada
planta en particular y lener un control exhaustivo de las mismas debido a gue el control en
exterior en cuanto a plagas o problemas de suelo puede ser de mayor complicacion que
interior. Dicho eslo, sabemos que el control en interior puede generar complicaciones en
cuanto a condiciones de humedad o temperatura que seran controladas con distintas
tecnologias, pero permite un mayor control para un mejor desarrollo, y en et exterior el
desarrolio puede llegar a presentar otras complicaciones las cuales seran esludiadas.
Una vez completado el cicle de las plantas, las mismas seran cortadas y colocadas en un
cuarto de secado, donde lendran gque permanecer un liempo estipulado de
aproximadamente -un mes para completar el proceso de secado y curado. Este proceso
debe ser llevado a cabo en unas condicicnes de humedad relativa del ambiente de 45% a
60% para prevenir Ia. aparicion de patégenos y a una temperatura de 15 y 18°C para
prevenir que se volalilicen diversos compuestos guimicos. :
Una vez que el porcentaje de humedad de la materia prima alcance et 10% de humedad,
se}procedera al corte de flores {ccgollos), los cuales serdn separados de los tallos vy las
hojas, proceso al cual llamaremos manicura o timmeado. En este proceso una persona
con una tjera o una maquina separa los cogelios del resto de las plantas pudiendo asi
separar ias diferentes partes de la misma. Terminado el proceso de manicura, 10s cogolios
seran guardados en un habitaculo que presente las condiciones necesarias de temperatura
y hummedad para su almacenamiento hasta que tengan que ser enviados al laboratori
correspondiente para su estudio y produccién de extractos. ratorio
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Es imposible realizar una estimacion anticipada en relacion con la cantidad?de plalmas y
definicién de cuadros de cullivo por m?, ya que las mismas se definen’en funcion de
variables que se lienen en cuenta al momento exacto de su ultimo trasplante.
Gestion de plagas , _ ,

En cuanto a la gestién de plagas, buscaremos tratar las mismas con insecticidas organicos,
siendo que tratamos con materia que en su posterioridad seréq uhlizadals como objeto para
productos medicinales. No se puede delallar los productos a utilizar debido a que como nos
encontramos en etapa de investigacion, se desconocen las plagas y oltros tipos de
malestares que pueda presentar el cultivo en la zona en cuestién, -

Gestion de residuos .

En materia de residuos, sabemos que la planta de Cannabis tiene NUMErosos usos, No solo
en cuanto a usos medicinales sino lambien en numerosas industrias como _Ia textll'o
energética, por lo tanlo lo que podriamos catalogar como residuos (tallos y hojas) seran
eventualmente entregados a los grupos de investigacion asociados a este proyeclo para
investigar nuevos y mejores usos. .

En caso de tener excedente, los residuos serdn depositados y acopiados en un sector
donde se eslara generando lierra nueva, con mecanismos de compostaje. Esto'nos
permitira reciclar los residuos obteniendo tierra que sera luego ulilizada en la misma
plantacién, mejorando el suelo en el que se encuentran las plantas para su mejor desarrolio.

Trazabilidad . .

Teniendo en mira la certificacion en el momento oportuno de BUENAS PRACTI.C_AS
AGRICOLAS (BPA) y BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA (BPM) (Disposicion
3602/18 ANMAT, Disposicion 3827/18 ANMAT) es que se implementara un sistema de
\razabilidad en la que cada plantin serd etiquetado con un codigo de idenlificacién para
poder realizar un seguimiento desde la semilla hasta la inflorescencia de canngbi;. El
manejo de la documentacion en forma sistematizada colabora en la mejora cualitativa y
cuantitativa en la produccion, y permite la evaluacién de resullados irente a distintas
decisiones eslratégicas y ayuda a la creacion de confianza en la industria del cannabis.

Espacio fisico (CANNTEK)

CANNTEK cuenta con un predio de ~ 5 hecléareas, circunscripto este ultimo dentro del
establecimiento estancia “La Trinidad”, Ruta 2, km 386, (CP 7612) Camet, Partido de
General Pueyrredon, :

cual se destinaré para el desarrollo y ejecucion del presente convenio.

Seran montados dos invernaderos, uno de tipo “palo y nylon” de aprox. 300 m? y otro con
alta tecnologia de tipo macrotunel con acero galvanizado de aprox. 300 m?. Con este Ultimo
tipo de invernaculo se inlentara probar una mayor eficiencia en el controtl climatico, ya que
mas aild de sus caracteristicas lécnicas que permiten un mejor movimiento en el fiujo del
aire, se instalaran equipos especificos de control climatico, tales como iluminacion artificial,
sislema de "black out", ventilacion y exiraccion forzada de aire, sistemas de aspersion de
vapor de agua y riego por goteo, .

Por ultimo, se instalara un espacio adecuado para el procesamiento de la maleria vegelal
de alrededor de' 40 m? Alli se realizara el corte, secado, curado, cierre al vacio, acopio y
almacenaje tanlo de materia primas como de produclos elaborados. €l mismo sera
equipado con sistemas de control de humedad, temperatura y flujo de aire, a {in de alcanzar
un rango de HR entre el 45 % a 55 % y una lemperalura de 16 a 19 °C.
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CERCO PERIMETRAL: Un anilio de seguridad con un cerco olimpico romboidal de 2
pulgadas, 2 metros de alto y 2 filas de alambre de puas con postes cada 3 metros. Todo e} -
perimetio alambrado se encontrara cubierto con lona maritima para mayor seguridad.
Contara con portén automatico, portero eléctrico y monitoreada por camaras para evitar
posibles ingresos no autorizados mientras ingresa el personal 0 proveedores.

CCTV: Seinstalara un circuito cerrado de 7 camaras IP de alta resolucion y visidn nocturna
en todo el perimetro, interior de invernaderos y oficinas gue s¢ cor;tro!an Qesde el bunker
de seguridad. Las grabaciones se alojan en un lugar seguro de las instalaciones con copia

en la nube por cualquier eventualidad. _

BUNKER: En el predio se construira un bunker para alojar ef personal de seguridad des_c}e
donde se monitorean las céamaras de seguridad, accesos efc., con comunicacion
independiente y también estan provistos de botones de panico para guardias y personal
permanente gue se conectan via telefonia celular con la Comisaria de la zona. _
ALARMA: E| perimetro exterior de los invernaderos contard con barreras infrarrOJgsl. el
interior de estos contara con sensores de movimiento que disparan una alarma luminica-
sonora en todo el predio y al bunker de seguridad. La alarma estara conectada con la Policia
de la zona,

AGREGADO
1.b) Cultivo modelo indoor (la empresa es la responsable de esta actividad junto con la Dra.

Fangvich)

Se procedera a armar un cultivo indoor de aprox. 60 m? en el 4to piso del INTEMA, ciudad
de Mar del Plata. El mismo tiene como objeto producir inflerescencias de Cannahis con los mas
altos estandares de calidad, controlando todas los factores ambientales de manera artificial.

Dichas instalaciones disponen de: lluminacién artificial (led y hps), sistema de filtrado de
agua por osmMosis inversa, sistema de riego por goteo, climatizacion con sistema de aire
acondicionado y ventilacion forzada a los fines de regular las condiciones de humedad y
temperatura interna, ‘

Se contara con una sala de germinacion, lugar en donde se germinaran las semillas y se
reproducirdn esquejes de plantas madre seleccionadas (repréduccién asexuada), integrada esta
dltima a una sala para crecimiento vegetativo de aprox. 20 mé, una sala de floracién de aprox. 30
m?y una sala de corte y secado de aprox. 10 m?,

Sistemas de cultivo en indoor

Por un lado, se cultivard en macetas con sustrato vivo buscando un preducto final agro-
ecologico. Para la mezcla del sustrato se utilizard humus, tierra, turba, perlita, micorrizas,
trichodermas, distintos hongos benéficos, algas marinas y microorganismos eficientes. Se
utilizaran fertilizantes orgdnicos garantizando un dptimo desarrollo de las raices y de la masa
vegetal. £f sustrato vivo favorece a desarrollar plantas mas resistentes a plagas y enfermedades,

aumenta lz expresion de los terpenos v flavenoides, se encuentra libre de quimicos y enriquece los
suelos evitando el agotamiento.
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Por otro lado, se implementard un sistema de cultivo hidropdnico por goteo con sustrato
inerte. En este sistema el agua sirve como medio de cultivo cargado de nutrientes con un pHy
electro-conductividad determinadas y controladas a diario. Para lograr esto, se partira utilizando

agua de 6smosis inversa, 3 través de la utilizacion de un filtro y depésito para estos fines. Al estar

los nutrientes disponibles inmediatamente, y controlando las necesidades nutricionales de {a
planta en forma constante se puede lograr un rendimiento mayor en relacién conia masa
{expresada en kg) x m2 de inflorescencias, en comparacion al cultivo en tierra. Adema3s, este
sistema mejora la calidad microbioldgica del producto final, ya que al estar utilizando un medio de

cultivo inerte se reducen considerablemente las infecciones por plagas y enfermedades,

garantizando un producto totalmente inocuo.

Etapa de crecimiento vegetativoy floracién

Una vez germinada la semilla y/o enraizados los esquejes seleccionados se hardn dos
trasplantes, el primero a macetas de 3 litros donde continuaran su crecimiento hasta su posterior

trasplante a maceta final de 15 litros.

- Se implementaran dos fotoperiodos distintos, uno de 18 h de luz y 6 h de oscuridad para la

etapa vegetativa, y otro de 12 h de luz y 12 h de oscuridad para fa etapa de floracion.
Se buscara conservar una temperatura entre el rango de 24 y 28 2C y una HR% de! 60 al

80% para la sala de crecimiento vegetativo y del 45 al 60 % para la sala de floracién.

a
o
8.
09<
& <9 Sala de secado
£O8 . . . .
'g Ezlﬂ. En ta misma se realizar el corte y secado del material vegetal. Serd equipado con sistemas
=z 3 de control de humedad, temperatura y flujo de aire, 3 fin de alcanzar un rango de HR entre el 45 %
;f a 55 % y una temperatura de 16 a 19 °C,

ETAPA 2

ACTIVIDAD N° 2. Recepcion del material vegetal y caracterizacion inicial
{responsable Dra. Churio, Dra. Barbini, DQBQ) .

El material vegetal suministrado por la empresa sera evaluado documentando su estado y

calidad. Se procedera a la caracterizacion del malerial seco previo a la cuanlificacion de

humedad.

Se analizara la composicion cuanlitativa de los principales cannabinoides (THC, CBD

THCA y CBDA) como asi también de melales pesados (plomo y cadmio) y pesticidasj

Ademé_s, se verificara que las mueslras sean aplas microbiologicamente. Se seguird la

normativa vigente: Resolucion 781/2022-MS y Disposicion 6431/2022-ANMAT.

ACTIVIDAD N° 3; Ensayos de extraccion (responsable Dra. Fanovic‘:h. INTEMA)

Se Irealizarén ensayos de extraccion a parlir del malerial vegetal (el de la empresa y el del

cultivo indoor) tratado y sin tratar termicamente en un equipo de alta presion (Pmax:500

bar, V= 500 mL) HPU500 (Eurotechnica) de INTEMA. Se realizaran tratamientos térmlicos
|

I
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a distintas temperaturas para aumentar la descarboxilacién de las formas acidas. Se

propone tratar a las muestras a 90, 110 y 140 grados, a tiempos que se optimizaran en la
practica.

Se evaluara el efecto de la presion del sistema, la temperatura, las condiciones de flujo,
como asi también el tiempo de saturacion en los diferentes compartimentos del equipo. Se
emplearan materiales con diferentes pre-tratamientos y diferentes concentraciones de co-
solvente (el cosolvente se elegira segun las normas ICH de solventes residuales) para
facilitar los procesos de extraccion con CO,-SC. Se confeccionaran protocolos de }rgbajo
para cada sistema estudiado con el objetivo de lograr la reproducibilidad de las condiciones
de operacion en el proceso establecido y de las caracteristicas del producto. Se analizaran
las cinéticas de extraccion bajo las distintas condiciones del proceso. Se optimizaran las
condiciones de extraccion teniendo en cuenta el rendimiento y la naturaleza de los
compuestos bioactivos extraldos. Se hallarén las condiciones »especificas para lograr la
extraccion de dos tipos de extraclos:i- Extractos de cannabincides y 2- Exlractos de
terpenos. Se realizaran ensayos de extraccion convencionales (Soxhtet) con etanol parfa
comparar la calidad de los productos. (INTEMA). . .
Asimismo, se realizaran ensayos de extraccion sobre el material gestionado por l_a empresa
como residuo de ta produccion (hojas y tallos) con el objeto de evaluar Iz facu.pmdad de
obtener fracciones rficas en compuestos flavonoides de potencial aplicacion como
ingredientes activos para la elaboracion de formulaciones para proteccion solar.

ACTIVIDAD N° 4: Ensayos de caracterizaciéon quimica de extractos (responsable Dra.
Churio, DQBQ)

a) Perfil quimico del extracto: Se determinara el perfil quimico del extraclo, priorizanda

f,; el analisis de componentes cannabinoides y lerpénicos, a traves del uso de cromalografias

oS oﬁ‘ liquida de alta performance (HPLC) y /o gaseosa acoplade a especlrometria de masas (GC-
Ong MS). :
Eg; b) Capacidad antioxidante de los extractos: Se evaluard ef porcentaje de inhibicion del
‘15:8:‘ radical DPPH mediante EPR en funcion de fa concentracion de extracto, a fin de determinar
g"& la concentracion efectiva 50 {(EC50), y comparar con ¢l parametro obtenido en fas mismas

_Z condiciones para antioxidanles de referencia (acido galico o acido ascérbico).

'._

c) Estabilidad de los extractos: Se evaiuard el efecto de la exposicion a iluminacién
ambiente y al aire sobre fa concentracidn de los componentes caracteristicos de los
extractos, Los analisis se realizaran mediante espectrofotomelria de agsorcion UV-visible y
HPLC.,

o) Explorar la capacidad de los extractos de conducir reacciones de
fotosensibilizacion ’

Se delerminard la formacién de especies reactivas de oxigene, lales como como oxigeno
singlele, inducidas por irradiacién de los extractos con LEDs en el azul y en el verde (por
ej. 450 y 530 nm). Para ello se utilizara EPR y la técnica de las trampas de espin. La trampa
especifica para evaluar oxigeno singlete sera el 4-TMP.

ACTIVIDAD N° 6: Ensayos de caracterizacion bioldgica de extractos (responsable
Dra. Barbini, DQBQ)

. , . . !
Todos los protocelos a utilizar eslan puestos a punto y disponibles en el Laboratorio. Los
detalles melodolégicos se describen a conlinuacion.
Estudiv de la actividad citotoxica.

Los extractos oblenidos seran empleados en ensayos bioguimicos que permitan determinar
fa aclividad citotdxica sobre células tumorales hepaticas v ademas estudiar el mecanismo
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de muerte (apoplosis/autofagia) mediante el cual se ejerce la actividad. Asimismo, se

ropone esludiar las vias intracelulares de transduccién de sen i -
. . sefales involucrada
muerte celular inducida. :radas en la

Se estudiaran \ineas celulares de hepatocarcinoma humano (HepG2, Hep3B, Huh-7). Las
células HepG2 y Hep3B, derivadas de hepatomas humanos, se obtuvieron de “American
Type Tissue Collection (ATCC, HB 8065 and HB 8064, respectivamente). Se cullivaran en
medio minimo esencial (MEM) suplementado con 100 mliL de suero fetal bovino, 2 mmolil
de glutamina, 1,5 g/L de bicarbonato de sodio, 1,0 mmol/L de aminoacidos no esenciales,
1.0 mmolL de piruvato de sodio. Las células Hunh-7, también derivadas de hepaloma
humano se cultivaran en medio base D-MEM suplementado €omo lse describe
anteriormente. Todas las células se incubaran a 37 °C y 5 % de CO2.
a.- Deteccion de viabilidad. Se analizara la viabilidad de las lineas celulares tratadas con
los diferentes extractos. Se analizara el efecto loxico de las mismas sobre las lineas
celulares de hepatoma. Para eslo s€ analizara la viabilidad de las celulas traladas con
giferentes cancentraciones de los exiractos, mediante el ensayo de MTS(3-(4,5-
dime\hyllhiazol-2-yi)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfqphenyl)-2H-tetrazolrurn- .
compuesto de tetrazolio) (Promega), durante distintos  liempos. Este ensayo mide la
aclividad de dehidrogenasas milocondriales en las células viables, basandose en una
reaccion colorimétrica que permite medir la bioreduccion de un compueslo de tetrazolio
(MTS) a formazan. La formacion de esle produclo s€ mide a 490 nm en un
espectrofolometro de piaca multiwell, El valor de absorbancia es proporcional al nUmero de
células viables. Se incluiran controles de células sin lratar y el porcenlaje de viabilidad
celular se normalizard a los valores de absorbancia de estos conlroles. El porcentaje de
viabilidad celular se normalizara a los valores de absorbancia de las células controles sin
\ratar. Se delerminard la concentracion citoloxica 50 % y 80 % (CCS0 vy CC90,
respectivamente) para los distintos exlractos y lineas celulares. _
b - Deleccion de la muerte programada por apoplosis. Tincion con naranja de acridina y
bromuro de elidio. Una suspension celular se tefird con naranja de acridina/bromuro de
elidio (4 pg/ml, Sigma). Se observara bajo microscopia de fluorescencia {Nikon Eclipse 400)
y se folografiara {Nikon Coolpix 4500). Se calculara el porcenlaje de celulas viables {verde
brillante), células apoplolicas tempranas (nucleo verde compacto), células apoptoticas
tardias (nucleo naranjafrojo brillante) y ceélulas necroticas (nucieo naranjalrojo difuso).
bi.- Deteccion del ADN fragmentado. Se extraera el ADN gendmico de las células tratadas
con el kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega), segun las instrucciones del
fabricante. Los ADNs exiraidos se almacenaran a 4 'C hasla su uso, y se separaran por

electroforesis en un gel de agarosa &l 1 %. Las bandas o ladder del DNA clivado se
visualizar&n en un transiluminador, mediante la tincidn del gel con bromuro de etidio (0.5
pg/mL, BioRad).

bii.- Andlisis del ciclo celular. Se cosecharan las células lraladas, se tenira el ADN con
ioduro de propidio (Sigma, 50 ug/mL) y sé digerird con RNAsa (Sigma, 0.5 mg/mL). Se
analizaran por citomelria de [llujo. deteclando fluorescencia roja (488 nm de excitacién y
detector de paso de banda de 620 & 15 nm), proporcional al contenido de ADN. Se
colectaran un minimo de 10000 células por mueslra. En los histogramas de ADN se
detectaran los picos de fluorescencia, correspondientes al contenido de ADN en las
dislintas fases del ciclo celular (GW/G1, Sy G2/M) y a las celulas apopléticas con un pico
“subG0", el cual representa al ADN degradado. '

¢c.- Delerminacion de vias intracelulares de transduccion de sehales implicadas en fa
apoptosis. Se esludiaran los posibles efeclos sobre las siguientes vias: i) activacion de
caspasas, i) diferencias de expresion de proleinas regulatorias de la apoplosis. los
miembros de ia familia de Bel-2 [inhibidares (Bcl-2 y Bel-XL) o estimuladores (Bad, Bid, Bax)
de la apoplosis). Para analizar los niveles de expresion de las proteinas se L'mnzéra la
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técnica de Western Blot. Para ello, las células seran lisadas con un buffer de lisis
conteniendo inhibidores de proteasas. La concentracion de proteinas totales se determinara
mediante el método de Bradford. Se realizaran SDS-Page de distintos porcentajes, en los
que se cargaran cantidades iguales de protelnas totales por calle. Estos geles se
electrotransferiran a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore), las cuales seran
bloqueadas y posteriormente inmunodetectadas (anticuerpos primarios Santa Cruz
Biotechnology, segundo aniicuerpo-peroxidasa Dako, revelgdo . por
electroquimicluminiscencia ECL Amersham), utilizando distintos anticuerpos primarios. Las
bandas resultantes de la inmunodeteccidn v del peso molecular correspondiente a cada una
de ellas se cuantificaran mediante densitomelria de estas utilizando el programa Image-J.
Los valores de la cuantificacion se normalizaran & un control de carga de proteinas totales
(beta-actina). _

d.- Deteccion de autofagia: En las células lratadas con los extractos se determinara la
induccion de autofagia como consecuencia de los tratamientos. Los conlroles negativos
seran las celulas sin tratar. Los controles positivos de fa induccidn de autofagia se obtendran
mediante la deprivacion de nulrientes en los cultivos celulares. A) Mediante microscopia
elecironica de transmision. En las células traladas se esludiara la aparicion de
ultraestructuras caracterislicas de {a autofagia (vesiculas aulofégicas: autofagosomas,
aulolisosomas), visualizadas como vesiculas doble membrana. B) Deteccion de autofagia
mediante microscopia confocal, £n las células transfectadas se estudiara la presencia de
LC3 asociada al autofagosoma, pcr marcacion con anticuerpo anlti-LC3 flucrescente. La co-
localizacion de esta proteina con LAMP-1 (lysosome associated membrane protein-1),
delectada medianie un anticuerpo marcado con ofre flucroforo, permitira demostrar la fusion
del lisosoma con el autofagosoma para formar los autolisosomas. C} Estudic de la
expresion de ias proteinas asociadas al proceso de autofagia: LC3, beclina-1, p62 por
Western Blot. Se utilizaran anticuerpes  especificos (Santa Cruz Biotechnology).

membranas PVDF (Immobilon-P, Millipore), segundo anticuerpo-peroxidasa {Dako).

revelado por electroguimicluminiscencia (ECL GE Healthcare). Se usara bela-actina para

normalizar la carga de proteina total en los geles].

Estudio de fa actividad antiviral,

Se estudiara [a actividad antiviral frente a los siglienles virus: hepatitis 8, herpes simplex-

1 (HSV-1}, sincicial respiratorio (RSV) y adenovirus-7 {ADV-7).

Para HBV se emplearan las células HepGZ 2.15 (lransfectadas de manera estable con

HBV, productoras de viriones infectivos), las cuales se cullivaran en medio base D-MEM

suplementado como se describe anteriormente y se incubaran a 37 °C y 5 % de CO2. Para

los otros virus se usaran células Vero vy HEp-2, que se cultivaran en medio MEM

suplementado y en las mismas condiciones de incubacion. _
a.- Determinacion de la maxima concentracion no cilotéxica (MCNC) de los exlractos en las

“diferentes lineas celufares. Se analizara el efecto téxico de los exlractos mediante MTS

(descriplo anteriormente) y se determinard la MCNC de cada exlraclo para cada linea
celular, -

b.- Estudio de la inhibicion en la replicacion viral (actividd antiviral). Para HBV (virus no
cultivable)} se determinara la inhibicion de la secrecion de anligenos virales. Las células se
trataran con distintas concentraciones a partir de la MCNGC y se cuantificard la produccion
de HBsAg (antigeno de superficie) y HBeAg (anligeno e) en los sobrenadantes de cultivos
tratados, mediante ensayos de ELISA. Ademas, se cuanlificara del ADN viral por PCR en
tiempo rea!, lanlo en los sobrenadantes como en las celulas tratadas.

Para los otros virus {que son cullivables) se realizaran ensayos de cuantificacion viral.
Primero se hara un screening de actividad antiviral en los extractos. Para ello, diluciones
seriadas en base 10 se sembraran sobre las monocapas celulares crecidas en placas de
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pocillos con diferentes concenlracior_wes de_'los extraptos: ulilizando .Ia MCNC como la
concentracion mas alta. Un control de la infeccion se realizara en ausencia de;l.os extraclos.
Las placas se incubaréna 37 °C y 5 % de CO2 durantg 72 horas. Luego. se njarén., teRiran
con cristal violeta y se observara el efecto citopalico. Los e;tractos se consideraran
positivos cuando el titulo viral se reduzca un 99 % en su presencia con respecto al control
de la infeccion. ”
En segundo lugar, se determinara la DE 50% {dosis efectiva 50 %) por el método de placas,
determinando la reduccion en el titulo viral o en 1as unidades formadorasvde placas por
mililitro (UFP/mL) en presencia de los extractos. Para ello, monocapas crecnqas en g!acas
de 24 pocillos se infectaran con diluciones de los stocks wrale_g en presencia de
concentraciones crecientes de los exiractos. Luego de una incubacion de una hora, se
agregara medio de placa (medio de infeccién con metilcelulosa) y la mcgba'mon Qqn'lsnuara
en presencia de los extractos, Luego de 72 horas, las monocapas se fijaran, teniran y se
contaran las placas de lisis generadas. La DESO se calculard como la concentracion del
extracto que reduce a un 50 % el numero de placas formadas {UFP)jen comparacion a 13s
placas generadas en el control de |a infeccidn {en ausencia del extracto).

ETAPA 3 |
ACTIVIDAD N° 6: Desarrollo de prototipos como productos medicinales derivados de
Cannabis :

Protocolo de preparacion de aceites: Se elaborara un protocolo para la preparacion de
aceiles de Cannabis con concentraciones conlroladas de l0s principios aclivos mayoritarios
y se conirastara su bioequivalencia con productos cerlificados internacionales. (DQBQ-
IFIMAR) :

Evaluacién de otros productos con Cannabis: Se desarrollaran microparticulas a partir
de la encapsulacion de exlraclos utilizando polfmeros biocompalibles Ccomo
policaprolactona o quitosano comerciales mediante técnicas convencionales. Se estudiara
la liberacion de los principios activos encapsulados mediante ensayos in vilro, Los ensayos
se llevaran a cabo empleando 100 mg de muestra (para cada material), los cuales seran
suspendidos en fiuido corporal simulado (SBF)a 37 £ 1° C bajo agitacidn constanle de!
sistema (90 rpm). Para cada ensayo, las microparliculas seran colocadas dentro de
membranas inertes de acetato de celulosa de 0.22 ym de tamano de poro (Gamafil®). A
tiempos preestablecidos se tomaran alicuotas de la solucion (3 mL}, reponiendo el volumen
extraido con SBF fresco. Las alicuotas exlraidas seran finalmente analizadas empleando
la solucion SBF como blanco, a fin de delerminar la cantidad maxima de principio activo
liberado. Se determinard la cantidad lotal de principio aclivo incorporado evaluando la
cantidad de sustancia liberada a tiempo "infinilo” (eslo es, hasta oblener un valor constante
liberado). y la cantidad retenida en cada sistema luego del ensayo a tiempo infinito. El
conlenido de sustancia activa liberada a partir de una masa conocida de microparticulas se
determinara por espectrofolomelria UV-visible y por HPLC. La evaluacion del contenido de
sustancia activa retenida se llevara a cabo'a partir de la disolucion de las microparliculas
en solvente organico y la medicion de las sustancias aclivas como en el caso del contenido
liberado. De acuerdo con la masa total obtenida (liberada + relenida), se delerminara el
porcentaje en peso de suslancia acliva en cada sistema de microparticulas.(lNTEMA)

D. RESULTADOS ESPERADOS Y CAMPO DE APLICACION DE LOS RESULTADOS
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a) Resultados esperados: Con la ejecucidn de este proyecto se espera lograr una eficiente

sinergia entre el seclor productivo y el sector académico en un area de relevancia socio-
economica como lo es el Cannabis medicinal.

Se plantea obtener:
1- Informe de resultados de caracterizacicn inicial,

2.

3- Informe de caracterizacion qui

4.
5.

Informe de résultados sobre oblencién de extractos de Cannabis.
mica de extractos.

Informe de caracterizacion bioldgica de los extractos.
Informe interno - entre las UE que contenga los protocolos desarroliados

considerados como know-how.

b) Campo de aplicacién de los resuttados: Se espera que los resultados puedan ser aplicados a
la industria farmacéutica.

E. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tarea | MESES
ty2f3fafsloiaIs]oTwnl 2T alisTw]i7]s
I Sivivivlivlvv |
2 v Ivv v
3 v {7 |~
94 v ivivy v |v v | v
5 A BV IV IV AV
6 v I v v v ]V
7 o ’/ v
8 SR
F. GRUPO DE TRABAJO
APELLIDOY INSTITUCION | CUIL CATEGORIA | FUNCION
NOMBRE
BARBINI - CONICET 27-21802692-9 | Investigadora Responsable técnica [
Luciana Fernanda
" {CHURIO CONICET 27-16226888-6 | Investigadora | Investigadora
Maria Sandra : :
GRANONE CONICET 20-343440654-4 | CPA Técnico
Luis lgnacio
FANOVICH CONICET  }27-20062416-0 | Investigadora | Responsable éenicq 11
Maria Alejandra ¢
LERE CONICET 20-25265226-5 | CPA Teécnico
Martin . J
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G. PERSONAL DE LA CONTRAPARTE

]
APELLIDO Y NOMBRE INSTITUCION CU[lr
RACCA CANNTEK 20-34134268-7
Martin _
BELTRAN DEPONTI CANNTEK 20-314768496-2'
Matias Nicolas . o
PAROD! CANNTEK 20-35621343-3
Tomas )
; _—]
GARRIGA LACAZE CANNTEK 20-36617008-2 :
Justo ' ]
, i .
ALVAREZ CANNTEK 20-37379830-5
Ignacio Luis -
i’/!
L /) .
{;’ ’r-—_‘
Dr. Guillermo Elicabe Luciana Barbin.i .
Dircctor de INTEMA y Director de CCT Mar del Plata, RCfPO“Sﬂb'f 'chmco I (por DQBQ)
Mail: gelicabe@gmatl.com Mail: {barbinifémdp.edu.ar
Teléfono: +549 223 579 8037
J/ )
__{J/{_”'“f «SL
M.A. Fanovich
Responsable Téenico 11 (por INTEMA )
Mail: matanovigditmdp.edu.ag . _ Jos¢ Luis fguain
Teléfono: +54 9 223 578 7169 Director del IFIMAR
|
Maria Sandra Churlio
. _ i
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M.Sandra Churio

E-mail; schurio@@mdp.edu.ar

Telélony: +54 9 223 522 2390

Luis.l. Granone

Lwis.]. Granone
Telélono: +54 9 223 456 8200

Martin Enrique Lere

Marlin \E, Lere

E-mail: mleref2 l.mdp edu.ar
Teléfunu: +34 9 223 681 6949
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