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Desarrollo de hidrogeles cargados con
cannabinoides para curacion de heridas

1. Resumen

Este trabajo de investigacidn esta impulsado por la vision de poder desarrollar un apdsito
tecnolégico que sea amigable con el ambiente con eso la utilizacion de polimeros naturales.
La adicion del cannabis a estos geles surge de la innovacién que tiene el cannabis dentro de
la medicina hoy en dia y su promesa para el alivio de heridas y dolores.

En el marco de esta investigacion, se logré la obtencién de hidrogeles a partir de quitosano
(Qui), goma arabiga (GA) y extracto de cannabis (Cannabis). Estos hidrogeles se obtuvieron
mediante una metodologia sencilla que involucra interacciones electrostdticas vy
entrecruzamiento mediante tripolifosfato de sodio (TPP). Posteriormente, se efectuaron
varias caracterizaciones que abarcd sus propiedades morfoldgicas, fisicas, térmicas,
mecanicas, de barrera, antimicrobianas y de liberacion de sustancias activas.

Se generaron varios tipos de hidrogeles, entre los que destacan el hidrogel de quitosano
(QuiGA), el hidrogel de quitosano cargado con cannabis (QuiGACannabis), el hidrogel de
quitosano entrecruzado con TPP (QuiGATPP) y el QuiGACannabis entrecruzado con TPP
(QuiGACannabisTPP). Se analizé el impacto tanto del extracto de cannabis como del
entrecruzamiento en las propiedades de los hidrogeles de quitosano. Se llevaron a cabo
analisis termogravimétricos (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) que
permitieron destacar la estabilidad térmica de las distintas muestras. Las propiedades
morfoldgicas, fisicas y quimicas se estudiaron a través de ensayos de Espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) y microscopia electrénica de barrido (SEM).

La evaluacién de la capacidad de hinchamiento, determinada mediante la medicion del
grado de hinchamiento y la fraccién de gel, revelé una notable aptitud de los hidrogeles
para hincharse, lo que los posiciona favorablemente para su aplicacion como vendajes en el
tratamiento de heridas, gracias a su capacidad de absorber exudados. Los ensayos de
permeabilidad de vapor (WVTR) indicaron una tasa de transmisiéon de vapor de agua
relativamente baja, lo que resulta adecuado para las aplicaciones buscadas, con la
excepcion de la muestra QuiGACannabis, que se sitla cerca del umbral admisible.

La evaluacién de la actividad antimicrobiana arrojo resultados prometedores, destacando la
capacidad de los hidrogeles para actuar como barrera contra diversos microorganismos. Los
ensayos de liberacion de sustancias activas confirmaron la capacidad de las muestras para
lograr una liberacién controlada de los compuestos. Finalmente, el andlisis dinamico

4



mecdnico (DMA) demostré que la inclusién de extracto de cannabis y el proceso de
entrecruzamiento con TPP contribuyen al mejoramiento de las propiedades mecdnicas de
los hidrogeles.

Desde una perspectiva econdmica, se llevd a cabo un anadlisis de factibilidad para la
produccién industrial del hidrogel QuiGACannabisTPP. Se emplearon dos métodos de
evaluacién: la tasa interna de retorno (TIR) en conjunto con el valor presente (VP) y el
tiempo de repago (nR). Los resultados concluyeron que el proyecto es econdmicamente
rentable.

En sintesis, los hallazgos de este estudio resaltan la prometedora utilidad de los hidrogeles
compuestos por quitosano, goma arabiga, extracto de cannabis y tripolifosfato de sodio
como materiales potenciales en la fabricacién de vendajes para el tratamiento de heridas.



2. Introduccion

La piel, al ser el 6rgano mas grande del cuerpo humano, es el mas expuesto a los dafios, ya
gue se quema o se lesiona con facilidad [1]. Las heridas cutaneas son una de las lesiones
mas frecuentes en el dmbito médico. La incidencia de enfermedades cutaneas y lesiones
accidentales ha aumentado drdsticamente en las uUltimas décadas, lo que se traduce en un
incremento del nUmero de pacientes con enfermedades en la piel [2].

La cicatrizacidon de las heridas es uno de los procesos mds complejos en los organismos
multicelulares, que implica multiples fases (es decir, hemostasia, inflamacion, proliferacion y
remodelaciéon) [1]. Aunque se han desarrollado muchos materiales para facilitar la
cicatrizacién de heridas en la piel, ain quedan muchos desafios por delante, en particular en
heridas abiertas [3]. La infeccidn bacteriana es uno de los problemas mas graves durante la
cicatrizacién de las heridas y ha supuesto una importante amenaza para la salud humana.
Por lo tanto, el tratamiento de las heridas con el fin de mitigar la infeccidon bacteriana ha
atraido mucho la atencion [2].

La respuesta inflamatoria exagerada en el lugar de la herida deberia considerarse
rigurosamente en el proceso de cicatrizacion de heridas cutdneas. Esta desencadena la
liberacion de metaloproteinasas de matriz que responden a la degradacién tisular y
aumentan significativamente el riesgo de formacidén de cicatrices fibréticas. Ademas, se
suele producir una gran cantidad de especies reactivas del oxigeno (ROS) alrededor de los
tejidos danados. Las ROS acumuladas provocan dafos en el ADN vy las proteinas, restringen
la angiogénesis y dificultan la regeneracidn tisular. Por tanto, los materiales multifuncionales
con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas y de angiogénesis
deberian favorecer en gran medida la cicatrizacion de heridas [2].

Los apdsitos para heridas se han utilizado durante mucho tiempo para ayudar a la
cicatrizacion proporcionando una barrera fisica contra la infeccion, manteniendo un entorno
himedo y absorbiendo los exudados alrededor de la herida. Un apdsito ideal para heridas
debe cumplir los siguientes criterios (i) absorber y eliminar el exudado y las toxinas, (ii)
mantener una humedad elevada en la interfaz apdsito-herida, (iii) permitir el intercambio
gaseoso, (iv) proporcionar aislamiento térmico, (v) evitar la infeccién secundaria, y (vi) no
tener citotoxicidad [1].

Por otro lado, la durabilidad, las propiedades mecdnicas, la rentabilidad e incluso la
biodegradabilidad de los materiales de los apdsitos son otras cuestiones importantes que
deben tenerse en cuenta. La aplicacidon clinica de apodsitos basados en biomateriales
también esta restringida debido a los problemas de toxicidad y a la falta de estudios clinicos.
Por lo tanto, un sistema de cicatrizacion de heridas totalmente bioactivo, biodegradable y



sostenible para la cicatrizacién de heridas es importante para garantizar los efectos
curativos positivos de las heridas, minimizar la toxicidad y la reaccién inflamatoria [1].

Los hidrogeles, como redes hidrofilicas tridimensionales (3D), pueden absorber una gran
cantidad de agua sin solubilizarse [4]. La red confiere un comportamiento insoluble al
sistema polimérico y permite que los hidrogeles absorban desde un 10-20% (un limite
inferior arbitrario) hasta miles de veces su peso equivalente en agua hasta que el proceso
alcanza un estado de equilibrio [4]. Los hidrogeles totalmente hinchados tienen una serie de
propiedades fisicas comunes a los tejidos vivos, como son la elasticidad y baja tensidn
interfacial. Las propiedades elasticas del hidrogel pueden reducir la estimulaciéon de los
tejidos circundantes. La baja tension interfacial entre la superficie del hidrogel y el cuerpo
fluido puede disminuir la absorcién de proteinas y la adhesién celular al maximo, con lo que
se reduce la posibilidad de una respuesta inmune negativa [5]. Los hidrogeles realizados a
partir de polimeros naturales, como el quitosano (Qui) y la goma ardbiga (GA), son
biomateriales y polielectrolitos especialmente prometedores para el vendaje de heridas
debido a su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad [1].

Se define como polielectrolito (PE) a cualquier material macromolecular que tiene unidades
repetitivas y se disocia en una molécula polimérica altamente cargada en cualquier
disolvente ionizante (por ejemplo, H,0), formando una molécula polimérica cargada positiva
o negativamente [6]. El quitosano es un PE con carga positiva [6], se debe a los numerosos
grupos amino de la cadena polisacarida que hacen que tenga carga positiva y se solubiliza
facilmente en una solucién acuosa de acido acético con un pH inferior a 6,5 [7]. Los PE
ofrecen un amplio espectro de aplicaciones como por ejemplo en la industria farmacéutica,
la biomedicina y la medicina. También se utilizan como polimeros hinchables, materiales de
recubrimiento y tensioactivos, debido a su biocompatibilidad y a sus propiedades
bioadhesivas [6].

El quitosano es el segundo polisacarido mas abundante en el mundo y se obtiene por N-
desacetilacion alcalina de la de la quitina. Es un polisacérido binario heterogéneo que
consiste principalmente de poly[(1->4)-B-linked 2-amino-2-deoxy-d-glucose (Figura 1),
siendo este ultimo residuo el responsable de su carga catidnica en valores de pH acidos [8].

| OH OH OH

EHO & ) Q 0

: L e

| HONATho 210 \_OH
NH3+ NH *

[ L Jn

Figura 1. Estructura quimica del quitosano protonado en pH acidos [6].
El quitosano es un polimero biodegradable y biocompatible que se ha utilizado en
biomedicina en forma de suturas, recubrimientos de heridas y como piel artificial [9]. En



general, se considera que es un producto, no antigénico, no téxico, biolégicamente
adhesivo, antimicrobiano, con actividad bioldgica y efecto hemostatico [5]. Diferentes
formulaciones de apdsitos de hidrogel a base de quitosano pueden promover la
cicatrizacién de heridas en diferentes periodos y aliviar los factores desfavorables que
afectan a la cicatrizacién. Por su capacidad de acelerar contraccidn y cicatrizacién de
heridas, los hidrogeles a base de quitosano se consideran apdsitos oclusivos para la
cicatrizacion de heridas [4].

La goma ardbiga (GA) es un polielectrolito débil cargado negativamente una vez superado el
pH 1,89 correspondiente a la disociacion de sus grupos carboxilicos [10]. Se utiliza
ampliamente en la industria debido a su alta solubilidad y baja viscosidad a altas
concentraciones [8]. La composicion de la GA se basa en una cadena principal de galactano
(con cadenas laterales de galactosa (gal)/arabinosa (ara) muy ramificadas, cdmo se muestra
en la Figura 2 [11]. Se ha sugerido que este polisacarido tiene una estructura de tipo "flor de
mimbre" con un numero unidades de polisacarido unidas a una cadena polipeptidica
comun. Esta caracteristica es responsable de su buena actividad superficial y su capacidad
viscoelastica para formar peliculas [8].

0
Gal’o

HO

\ 0
Ara/

OH OH

Figura 2. Estructura quimica de la goma arabiga [11].

Los polielectrolitos tienden a formar complejos con uno o mas iones de carga opuesta
formando complejos polielectrolitos (PECs) (Figura 3). Un PEC se forma mediante
interacciones electrostaticas cooperativas, que son predominantes entre policationes vy
polianiones, al mezclar soluciones acuosas de PEs de carga opuesta que conducen a la
formacién de una fase densa que se separa del disolvente [6]. Por consiguiente, el uso



combinado de goma arabiga, polianién, con quitosano, policatién, podria proporcionar un
material complejo que podria formar fuertes peliculas viscoeldsticas, como apdsitos,
alrededor de las heridas y proporcionarles buenas propiedades de barrera contra
infecciones [8]. Este trabajo tiene como propdsito investigar y analizar las interacciones
entre ambos polimeros naturales; como también estudiar la incorporacién del extracto de
cannabis y agentes entrecruzantes en la formacion del gel.

f\~'\ 7
Ny,
A
fﬁ\L

Quitosano Goma arabiga Complejo QuiGA

Figura 3. Unidn electrostatica de un polielectrolito complejo.

La Cannabis sativa L. es la Unica especie en el género del cannabis. Las variedades de
cannabis suelen diferir en la proporcion de los principios activos como los cannabinoides,
gue incluyen el tetrahidrocannabinol (THC), el cannabidiol (CBD) y los terpenos (Figura 4), lo
que las hace utiles para diversos fines médicos o industriales. Basandose en su relacidn
THC/CBD, las plantas de cannabis se clasifican en tres quimiotipos: quimiotipo | (alto THC),
quimiotipo Il (relacién 1:1) y quimiotipo Ill (alto CBD).[12]

CBD THC

Figura 4. Estructura quimica del CBD y THC [13].

Los cannabinoides son compuestos lipofilicos que interactian con los receptores
cannabinoides presentes en las células de los mamiferos. El cannabis es una de las
principales fuentes de fitocannabinoides y se sintetiza principalmente en la gldndula
secretora de las flores femeninas. Actualmente se conocen mas de 100 fitocannabinoides
diferentes y entre los mas importantes se encuentran el delta-9-tetrahidrocannabinol (THC),
cannabidiol (CBD), acido cannabidiol (CBDA), cannabinol (CBN) y cannabigerol (CBG) [13].



Muchas de estas moléculas sirven como agentes farmacéuticos debido a sus propiedades
anticancerigenas, antimicrobianas y antiinflamatorias. Existe un creciente cuerpo de
evidencia sobre una sinergia bioldgica entre los cannabinoides y las moléculas secundarias
extraidas de la planta de cannabis, como los terpenos. Esto también se puede extrapolar a la
actividad antimicrobiana y refuerza la idea de utilizar extractos en lugar de cannabinoides
purificados para lograr los mejores resultados. En esta linea, evidencias recientes indican
que los extractos de cannabis presentan una actividad antibacteriana selectiva,
dependiendo de su composicién quimica [14].

Para los materiales biopoliméricos, cdmo el quitosano y la goma ardbiga, es especialmente
util el uso de agentes de entrecruzamiento. Estos agentes ayudan al bajo rendimiento
mecdnico y de barrera en comparacion con los polimeros derivados del petréleo [15]. El
tripolifosfato de sodio (TPP), Figura 5, es un compuesto anidnico no tdxico capaz de formar
un gel mediante interacciones idnicas con los grupos amino cargados positivamente del
quitosano. En este trabajo se analizan los beneficios de utilizar un agente entrecruzante en
los hidrogeles.

0 0 o
Il I I
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Figura 5. Estructura quimica del tripolifosfato de sodio [15].
2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es desarrollar hidrogeles utilizando polielectrolitos
naturales con cannabinoides para obtener apdsitos con propiedades antimicrobianas y
antiinflamatorias.

2.1.2 Objetivos especificos

e Optimizar la obtencién de hidrogeles de quitosano/goma ardbiga. Se estudiaran los
efectos de concentraciones iniciales de los polimeros, pH del medio, tiempo de
secado, etc.

e Estudiar la incorporacién del extracto de cannabis durante el proceso de
construccion del hidrogel mediante su incorporacidn previa al entrecruzamiento y/o
con la red formada por hinchamiento.

e (Caracterizar fisica, quimica y estructuralmente los materiales obtenidos.
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e Evaluar el comportamiento de los materiales obtenidos en ensayos de transmisién
de vapor, antimicrobianos y propiedades mecanicas para la aplicacién como
apositos.
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3. Experimental
3.1 Materiales
- Quitosano, bajo peso molecular, Glentham Life Sciences, Mar del Plata, Argentina.
- Goma arabiga, Biopack, Mar del Plata, Argentina.

- Extracto de cannabis, provisto por la Dra Débora Nercessian, |IB (CONICET), Mar del
Plata, Argentina [12].

- Acido acético glacial, Cicarelli, Mar del Plata, Argentina.
- Bicarbonato de sodio, Q.B.S Reactivos Analiticos, Mar del Plata, Argentina.
- Tripolifosfato de Sodio, Q.B.S Reactivos Analiticos, Mar del Plata, Argentina.

- Agua destilada, provista por el Instituto de Investigaciones en Ciencia y Tecnologia
de los Materiales, Mar del Plata, Argentina.

3.1.1 Obtencion de los hidrogeles de Quitosano/Goma Arabiga
(QuiGA)

Se prepararon soluciones buffers de pH=4.5, entre el acido débil, acido acético, y la sal,
bicarbonato de sodio, que contiene su acido conjugado [16]. El pH de una solucion
amortiguadora puede calcularse segun la ecuacidon de Henderson-Hasselbach (pH=pK, +

[base] _ [bicarbonato de sodio] ..
[acido] PKq +log [acido acético] Ecuacion 1) [17].
_ [base] [bicarbonato de sodio] »
pH - pKa + lOg [acido] - pKa + lOg [acido acético] Ecuacion 1

[ ] se refiere a concentracion molar
K, constante de disociacion del acido

La concentracidon de acido acético fue de 1 M, al igual que la solucién de bicarbonato de
sodio. Con la utilizacién de la férmula para buffers, se logré medir las cantidades exactas de
ambos reactivos para realizar las soluciones amortiguadoras. Luego se midio el valor de pH
en un pHmetro para corroborar que sea 4,5, de lo contrario se podria afectar negativamente
a la precisiéon y resultado.
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Se prepararon soluciones de quitosano con una concentraciéon de 5 mg/ml y soluciones de
goma arabiga con una concentracion de 20 mg/ml ambas en buffer pH 4,5 [16].
Previamente se realizaron ajustes en las concentraciones de ambas soluciones como se
detalla en el Anexo 1, para alcanzar las concentraciones deseadas. El proceso de
homogeneizacidn se llevé a cabo mediante la adicién gota a gota de ambas soluciones en un
vaso de precipitado con agitacion magnética a 200 rpm hasta lograr los 100 ml totales. El
procedimiento se ilustra en la Figura 6.

Figura 6. Imagen del proceso de obtencion de hidrogel QuiGA.
Posteriormente, se deja en agitacién durante 30 minutos hasta lograr que ambos
polielectrolitos interaccionen y formen un gel. Para obtener el gel final (compacto), se
coloca la mezcla en tubos falcon de centrifuga de 50 mL y se centrifuga a alta velocidad
(8000 rpm) durante 30 minutos. En la Figura 7 se puede observar cdmo queda el gel en
forma de coacervado y con el sobrenadante luego del proceso de centrifugado.

<
Figura 7. Gel de QuUiGA y sobrenadante.
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Por ultimo, el precipitado que se formd (Figura 7) se separa del sobrenadante (Figura 8 a) y
se deja secar al aire durante 24 horas en moldes de plastico (Figura 8 b) para regular la

formay el espesor.

Figura 8. Hidrogel QuiGA a) luego del centrifugado y b) 24 horas después del secado en molde.

Se observé que los polielectrolitos, quitosano y goma arabiga, no llegaban a interaccionar de
la manera deseada para formar un gel en todas las condiciones experimentales que se
probaron (ver anexo 1). Por esta razén se buscaron otras formas de entrecruzar a ambos
polimeros. Estudios informan que el tripolifosfato de sodio (TPP) es util como entrecruzante
idnico ya que los grupos amina del quitosano reaccionan con la negatividad del TPP. Ademas
presenta ventajas de un rendimiento estable, un control sencillo del proceso y seguridad
[18].

Algunas muestras de los geles de QuiGA se sumergieron en una solucién de tripolifosfato de
sodio (TPP) (5% p/v) durante 15 minutos [19]. Se lavaron posteriormente para sacar el
exceso de TPP y se secaron en aire durante 24 horas. [19].

El extracto de cannabis provisto por la el 1IB (CONICET-UNMdP) debidamente caracterizado.
se clasifica como quimiotipo |, de alto contenido de THC [12]. Las plantas que se utilizaron
para el extracto de este trabajo fueron cultivadas bajo condiciones controladas en una sala
de cultivo con un 60% de humedad, 25 °C y un fotoperiodo de 18/6 (luz/oscuridad) para el
crecimiento vegetativo y 12/12 para la floracion. Las inflorescencias femeninas fueron
secadas a 18 °C en la oscuridad durante 15 a 20 dias y luego fueron procesadas mediante
trituracion mecanica con etanol en una proporcién de 1:10 (p/v). Posteriormente, el
solvente fue eliminado por evaporacién rotatoria al vacio a baja temperatura. Las resinas
obtenidas fueron resuspendidas en dimetilsulfoxido (DMSO) para obtener la misma
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concentracion final (1 pg de resina/uL de DMSO) [12]. El contenido de THC en las plantas
oscila entre menos del 0,2% (en variedades fibrosas) e incluso el 30% en las flores femeninas
de otras variedades de cannabis. Los fitocannabinoides también incluyen el CBD, que, a
diferencia del THC, no activa los receptores endocannabinoides relacionados con la proteina
G, por lo que no causa psicoestimulaciéon. Ademads, el CBD puede potenciar los efectos
beneficiosos del THC aumentando su rango terapéutico [13].

Los extractos de cannabis en base alcohol, los mismos se usaron en este trabajo, fueron
sometidos a estudios de actividad antimicrobiana en varias investigaciones. Mostraron una
notable actividad de inhibicion del crecimiento bacteriano [12].

La incorporacién del extracto de cannabis al gel de QuiGA se realizd de dos maneras
diferentes. La primera forma fue por hinchamiento en el extracto de cannabis, es decir,
luego de la formacién del gel se sumergieron los hidrogeles QuiGA en el extracto de
cannabis. De esta manera no produjo cambios en el material, no se pudo apreciar cambios
en su masa, color o aspecto macroscdpico. Por lo que no se continué explorando esta
forma. Esto puede ser debido a que el extracto de cannabis esta en etanol y los hidrogeles
en general tienen menor afinidad con el alcohol por ende no se hincharon en el extracto.

El extracto de cannabis se puede incorporar antes de la formacidn del gel por incorporacion
a las soluciones originales, de esta manera se llevaron a cabo la obtencién de los hidrogeles
QuiGACannabis. Se incorpord el extracto de cannabis a la solucién de goma arabiga,
utilizando una proporcion de 5 ml de extracto en 50 ml de solucion de goma. En otras
palabras, se logré una concentracién de cannabis del 4,76% en volumen con respecto al
peso total de la muestra. Posteriormente se procediod a realizar la sintesis del mismo modo
qgue los hidrogeles de QuiGA. Asimismo, algunas muestras de los geles QuiGACannabis se
sumergieron en una solucién de TPP como se explicé anteriormente y se las menciona
durante el trabajo cémo QuiGACannabisTPP.

5 Vs

— 2 -

Figura 9. Hidrogel QuiGACannabis a) luego del centrifugado y b) después del secado en molde.
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3.2 Métodos

3.2.1 Técnicas de caracterizacion térmica, quimica, fisica y morfoldgica.

En este apartado se van a mencionar las técnicas utilizadas para caracterizar las muestras de
hidrogeles de QuiGA y QuiGACannabis con y sin TPP de forma térmica, quimica, fisica y
morfoldgica.

3.2.1.1 Ensayos termogravimétricos (TGA)

Para evaluar la estabilidad térmica de los hidrogeles, se llevaron a cabo ensayos
termogravimétricos utilizando un equipo Shimadzu TGA-DTGA50, como se muestra en la
Figura 10. Estos ensayos se realizaron en un rango de temperatura que abarcé desde 25 °C
hasta 800 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, en una atmdsfera de
nitrégeno. Previo al andlisis, las muestras se sometieron a un proceso de secado a 20 °C
durante 48 horas. Las materias primas y el extracto de cannabis, en polvo, también se
analizaron mediante esta técnica.

Figura 10. Shimadzu TGA-DTGASO.
A partir del analisis de la derivada de la masa residual en funcién de la temperatura (DTGA),

se identificaron los picos correspondientes a la temperatura de maxima velocidad de
degradacion térmica del polimero (Tdeg).

3.2.1.2 Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Se analizaron en el espectrémetro Thermo Scientific Nicolet 6700, con el accesorio de ATR
(attenuated total reflectance) Figura 11, con una resolucion de 4 cm™ realizando 32 barridos
de cada muestra, desde 4000 a 400 cm™ [16].
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Figura 11. Thermo Scientific Nicolet 6700.

Las materias primas, es decir, el quitosano y la goma arabiga, se analizaron en forma de
polvo, mientras que el extracto de cannabis fue sometido a un proceso de secado en estufa
para obtener un polvo. Como se ve en la Figura 12, el extracto se colocd en un vidrio dptico
y luego en la estufa, se repitié el proceso para obtener un buen contenido de polvo de
cannabis. Los hidrogeles, por otro lado, se analizaron después de haber sido secados
durante 48 horas.

¢ o -
Figura 12. Extracto de cannabis seco en estufa.
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3.2.1.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido se utilizé para determinar y analizar las propiedades
térmicas de los hidrogeles de QuiGA y QuiGACannabis. Se realizé en un equipo DSC Q200 TA
instruments Figura 13. Los ensayos se realizaron desde -50 °C hasta 150 °C a una velocidad
de 10 °C/min. Las muestras se secaron a 20°C durante las 48 horas previas a ser analizadas,

todas pesaron entre 5-10 mg.

Figura 13. DSC Q200 TA.

3.2.1.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electrdnica de barrido (SEM) se utilizd para obtener informacién acerca de la
morfologia y porosidad de los hidrogeles. El equipo que se empledé para ello fue el
microscopio Crossbeam 350 de la empresa ZElss, Figura 14.
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Figura 14. Equipo SEM-Crossbeam 350.

Las condiciones iniciales de operacién fueron un voltaje de aceleracion de 5 kV y la seleccion
del modo de senal SE2 para el SignalA. El término "voltaje de aceleracién" hace referencia al
potencial aplicado entre el caiién de electrones y el condensador de lentes, mientras que
"SignalA" se refiere al flujo de corriente que surge entre el cafién de electrones y el
condensador de lentes después de que los electrones han sido acelerados mediante la alta
tension.

Previamente, las muestras fueron congeladas, liofilizadas y criofracturadas con nitrégeno
liquido. Este proceso se realiza con el objetivo de que los hidrogeles no experimenten
deformacion plastica y asi poder observar su microestructura. Se expuso la parte fracturada
en el microscopio, con un metalizado para aumentar su conductividad.

3.2.2 Métodos de evaluacion de las propiedades fisicas.

3.2.2.1 Determinacion de la Fraccion de Gel

El ensayo de fraccidon (FG%) de gel se llevd a cabo en paralelo con el ensayo de grado de
hinchamiento. Inicialmente, se secaron las muestras durante un periodo de 48 horas y luego
se pesaron antes de sumergirlas en solucién fisioldgica. Estas muestras se mantuvieron en
una estufa a 37 °C durante tres dias consecutivos, garantizando que alcanzaran el equilibrio.
Una vez alcanzado el peso constante la fraccidén de gel se determina cémo:

M .
FG% = L2« 100 Ecuacién 2

inicial
dénde Minicial Y Mfinar SON las masas de la muestra seca, antes y después del hinchamiento

respectivamente. Cabe aclarar que es importante determinar la FG% ya que la misma estd
directamente relacionada con el grado de entrecruzamiento del material.
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3.2.2.2 Determinacion del grado de hinchamiento

Para analizar esta propiedad se prepararon tres muestras de cada gel a analizar, QuIGA,
QuiGATPP, QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP. En primera instancia se pesaron las
muestras de cada hidrogel completamente secas (Minicial). A continuacidn, se sumergieron
los geles en solucidn fisioldgica a 37 °C, Figura 15, la cual simula las condiciones fisioldgicas
del cuerpo humano.

Todos los geles se mantienen en una estufa de cultivo para mantener la temperatura de 37
°C, Figura 16.

T —

Figura 16. Estufa de cultivo.

Luego fueron extraidos de la solucién a diferentes tiempos, secados cuidadosamente en la
superficie del papel absorbente y pesados (M:). Este procedimiento se repitié hasta que la
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muestra alcance un peso constante (Meguiibrio). EI porcentaje de hinchamiento para cada

tiempo se calculé como:
. . . M~Minici .
Porcentaje de hinchamiento, (%) = ———2<4l x 100 Ecuacién 3

Minicial

3.2.3 Permeabilidad al Vapor de Agua (WVTR)

Estos analisis se realizaron seglin normas farmacopeas europeas [20]. Los hidrogeles fueron
adheridos con pegamento Eccole (Cianoacrilato) en forma de disco en la parte superior de
un recipiente que contenia 10 ml de agua destilada, como se muestra en la Figura 17. Los
sistemas compuestos por el hidrogel, el recipiente, el agua destilada y el pegamento fueron
pesados previamente y colocados a 37 °C en una camara de humedad constante a 90 % HR.
Pasadas 48 horas, se retiraron de la camara y se registr6 nuevamente el peso de cada
sistema en particular.

7 ", L (TGN TP ALY T D e — A F-S' bnmim'.&c P r‘ DTS (aPx o A ’
Figura 17. a) Disposicién del sistema en la cdmara de humedad. b) Cdmara de humedad.
A partir de la pérdida de masa del sistema, se calculé el indice de la tasa de transmisién de
vapor de agua segun la siguiente ecuacién:

_ Mo—M,

WVTR(——) = —

m2x h

x10° Ecuacion 4

donde A es el drea del hidrogel en contacto con vapor (mm?), My y M; son las masas del
sistema (frasco, pegamento, agua e hidrogel) antes y después de colocarlo en la camara de

humedad. Y, la permeabilidad, ER , segln la siguiente ecuacién

gxmm
h x m2

R( ) =WVTR xe Ecuacién 5

donde e es el espesor de las muestras en mm.
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3.2.4 Anadlisis dinamico mecanico (DMA)

Se procedié a evaluar el mdédulo elastico y la deformacion alcanzada por los hidrogeles, lo
que permitid6 comprender su comportamiento mecdnico en diversas condiciones de
compresion. Estos analisis se llevaron a cabo, en modo estatico, a una temperatura de 20 °C,
utilizando placas paralelas y aplicando una compresiéon de 10 mm. La fuerza inicial fue de 50
nN hasta 6000 nN, con una tasa de compresién de 50 nN/min, hasta alcanzar una fuerza
final de 8000 nN, empleando el equipo Perkin EImer DMA 7e.

Cabe mencionar que previo a estas pruebas, las muestras se prepararon en forma de discos
de 10 mm de didmetro y se hincharon en agua para garantizar las condiciones adecuadas de
ensayo.

3.2.5 Ensayos Antimicrobianos

Se llevaron a cabo precultivos de dos tipos de bacterias, tanto Gram positivas como Gram
negativas, en cultivos que contenian 3 ml de medio LB (caldo de Lisogenia) como volumen
final, con una densidad dptica inicial (DOsoonm) de 0,05. Posteriormente, los hidrogeles se
cortaron en discos de 3-4 mm de didmetro, y se agregaron o no aproximadamente 30 mg de
compuestos a los cultivos.

Las bacterias que se analizaron en este estudio fueron Bacillus thuringiensis, que es de tipo
Gram positiva, y Escherichia coli, que es de tipo Gram negativa. Los cultivos con los
hidrogeles con cannabis y sin cannabis se incubaron a diferentes temperaturas: a 30°C para
Bacillus thuringiensis y a 37 °C para Escherichia coli, ambas con agitacién controlada.

Cada 40 minutos, se realizaron mediciones de la densidad dptica a 600 nm (DOeoonm) para
registrar el crecimiento bacteriano a lo largo del tiempo. Estos experimentos fueron
realizados en colaboracién con el grupo de la Dra Débora Nercessian, como parte del
proceso de investigacion. El seguimiento de la DOgoonm permitido obtener las curvas de
crecimiento de ambas bacterias bajo la influencia de los compuestos evaluados.

3.2.6 Ensayos de liberacion

Los hidrogeles y los sobrenadantes se analizaron utilizando espectroscopia ultravioleta. Esta
metodologia nos permite determinar las concentraciones reales de cannabis en los geles
luego de la sintesis, asi se comprende la capacidad de encapsulamiento.

La capacidad de encapsulamiento se calcula primero realizando una curva de calibracion
segun la Ley de Lambert Beer [21]. Esta ley establece la relacion entre la concentracidon de
una sustancia absorbente en una solucidn y la cantidad de luz absorbida por esa solucion a
una longitud de onda especifica. A=ex* ¢ * [ [21] Ecuacidn 6 [21]
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A=¢exc*1[]21] Ecuacion 6

donde A es la absorbancia de la solucién, ¢ es la absortividad molar o coeficiente de
extincion molar, ¢ es la concentracién de la sustancia en la solucién y / es la longitud del
camino 6ptico a través de la solucidn.

Con la realizacién de la curva de calibracién de conocen los valores constantes € y /, y se
puede relacionar la concentracidon de cannabis en solucién con la absorbancia. Una vez
realizada la curva, se realizan espectroscopias ultravioletas a los sobrenadantes de los
hidrogeles para saber la concentracién que tienen y asi conocer la capacidad de
encapsulamiento.

Ademas, se realizaron ensayos con hidrogeles sumergidos en agua y solucién fisioldgica,
manteniéndolos a 37 °C durante un periodo determinado. Mediante espectroscopia
ultravioleta, se analizaron tanto el agua como la soluciéon fisiolégica para cuantificar la
cantidad de cannabis liberada en cada medio con la Ecuacién 7. Este enfoque permite
evaluar la liberacién controlada del cannabis en condiciones biomiméticas.

.. . P M Cannabis i
Ecuacion 7 Porcentaje de cannabis liberado = ————2edle =
M Cannabisge;

C Cannabismedio * Vmedio

Mmuestra * C Cannabisge;

Donde MCannabismedio la cantidad de cannabis en miligramos en el medio,
MCannabisger la cantidad de cannabis en miligramos en el gel, C Cannabismedio la
concentracion de cannabis en el medio, Vmedio €l volumen del medio que fue siempre 10 ml,
Mmuestra la cantidad de miligramos de la muestra de gel sumergida y C Cannabisge la
concentracion de cannabis en el gel.
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4. Resultados y discusion

4.1 Caracterizacion térmica

4.1.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico se realizé sobre los componentes principales de los geles, es
decir, el quitosano, la goma arabiga y el extracto de cannabis. En esta caracterizacién se
determina la pérdida o ganancia de masa en funcion de la temperatura.

El objetivo principal de la técnica es, que, al ser polimeros naturales, es preciso hacerles una
caracterizacion de las propiedades térmicas a la materia prima del hidrogel producto. Luego
poder informar sus pardmetros para que pueda ser reproducible el proceso.

También cdmo objetivo secundario, se puede evaluar la estabilidad térmica del quitosano, la
goma arabiga, el extracto de cannabis y de los hidrogeles.

A su vez podremos evaluar la temperatura de degradacién quimica para poder confirmar la
presencia de los biopolimeros. Primeramente, se realizaron los ensayos termogravimétricos
de las materias primas utilizadas para su fabricacion.
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Figura 18. Curvas de masa residual y derivada en funcién de la temperatura para quitosano y goma
arabiga.
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La curva negra de la Figura 18 muestra los datos de porcentaje de masa residual y la
derivada correspondiente del quitosano con un peso molecular medio. El primer pico en la
curva de DTGA con la maxima descomposicion es a 54,3°C. El segundo pico en la curva de
DTGA alcanza un maximo de 301,6°C relacionado con el 45,8% de pérdida de masa.

Para la goma arabiga el grafico de termogravimetria corresponde a la curva roja, donde se
puede también diferenciar la masa residual y la derivada correspondiente. La primera
pérdida de masa representativa es de 7,2% y el pico maximo de velocidad de
descomposicion es de 71,1°C. La segunda pérdida de masa es de 54,1%, y el pico maximo de
velocidad de descomposicion es de 311,5°C.

La primera pérdida de masa tanto en el quitosano cémo en la goma arabiga corresponde a
la liberacion de agua residual [22]. En el andlisis termogravimétrico del quitosano, la
segunda pérdida de masa corresponde a la descomposicién térmica y oxidativa del
quitosano, vaporizacién y eliminacidon de volatiles. El polimero natural quitosano sufre la
pirélisis de los polisacaridos con una primera ruptura aleatoria de los enlaces glicosidicos
seguida de una descomposicién posterior formando acidos acético y butirico y una serie de
acidos grasos inferiores [23].

En la goma ardbiga, el segundo cambio en el porcentaje de masa corresponde a la
deshidratacién y descarboxilacidn del polimero, lo que conduce a la formacién de anhidrido
inter e intramolecular [24]. Se atribuye la pérdida de masa a la degradaciéon de los
polisacaridos [25].

La Figura 19 corresponde a la termogravimetria del extracto de cannabis, la curva negra

muestra los datos de pérdida de masa y la curva verde la muestra los datos de la velocidad
de degradacion.
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Figura 19. Curvas de masa residual y derivada en funcién de la temperatura para el extracto de
cannabis.

La primera disminucién de masa corresponde al 45,6% y el pico de la velocidad de
degradacion es 182,2°C. La primera pérdida de masa se da a una temperatura similar a la
temperatura de ebullicién del cannabis.

Las Figura 20 y Figura 21 corresponden a los analisis termogravimétricos de los cuatro geles
analizados durante este trabajo, QuiGA, QUiGATPP, QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP. La
Figura 20 corresponde a los graficos de pérdida de masa durante el ensayo para las cuatro
muestras. La derivada de la masa residual en funcién de la temperatura para los cuatro
geles se muestra en la Figura 21.
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El hidrogel conformado por quitosano y goma arabiga Unicamente (QuiGA) muestra tres
pérdidas de masas significativas durante el proceso (Figura 20). La primera transicion es de
13% y el pico de velocidad de degradacién se da a 143,2°C. El segundo pico significativo en
la derivada de la temperatura es a 286,4°C y corresponde a la pérdida de masa mas
importante de 42,9%. La ultima pérdida de masa que se puede observar en la (Figura 20) es
de 14,5% y se asocia a un pico de velocidad de degradacion a 437,7°C.

Para el gel compuesto por quitosano, goma ardbiga y entrecruzado con tripolifosfato de
sodio (QuUiGATPP) se pueden observar tres cambios en la pérdida de masa. La primera
pérdida de masa es de 14,7% y el pico de velocidad de degradacion es a la temperatura de
106,4°C. El pico mas significativo en la velocidad de degradacién se da a 287,9°C vy la pérdida
de masa asociada a este pico es de 42,2%.

En el caso de la muestra QuiGACannabis, el hidrogel compuesto por quitosano, goma
arabiga y cargado con extracto de cannabis muestra en la Figura 20 que tiene tres pérdidas
de masa significativas durante el proceso. La primera transicion en el porcentaje de masa
residual es de 14,2% y se relaciona con el pico de velocidad de degradacién a 121,5°C. El
pico mas representativo en la derivada de la temperatura es a 283,7°C y se asocia a la
pérdida de masa del 43,7%. La ultima transicion es de un 13,1% de pérdida de masa y se da
a una temperatura de 451°C.

El dltimo gel analizado por termogravimetria es el conformado por quitosano, goma arabiga,
cargado con extracto de cannabis y entrecruzado con tripolifosfato de sodio
(QuiGACannabisTPP). Este muestra tres transiciones de pérdida de masa, éstas son 13,6%,
41,7%, 16,1%. Las tres pérdidas estan relacionadas con tres picos en la velocidad de
degradacion que se dan a tres temperaturas diferentes. Estas son 164,6°C, 286°C, 434,2°C.

Cémo se dijo previamente para el analisis de las materias primas de estas muestras, la
primera pérdida de masa siempre esta asociada a la liberacion de agua libre. Ademas,
estamos hablando de hidrogeles, materiales con una gran capacidad de retener agua [26].

Los geles que incorporan extracto de cannabis exhiben un comportamiento andlogo al de
matrices que contienen quitosano y goma ardbiga. Se ha observado que la adicidon de
extracto de cannabis a geles que carecen de entrecruzamiento con tripolifosfato de sodio no
resulta en un aumento de la estabilidad térmica. En el caso de geles entrecruzados con
tripolifosfato de sodio, la inclusion de extracto de cannabis tampoco tiene un incremento de
la estabilidad térmica.
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En conclusion, los cambios entre ellos no son significativos los cuatro geles se encuentran en
el mismo rango de temperatura de descomposicién y tienen una buena resistencia térmica,
esto es un buen indicio para el uso en aplicaciones biomédicas [27].

4.1.2 Analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido se realizé en principio sobre las materias primas de los
hidrogeles, es decir, quitosano y goma arabiga. También se analizé el extracto de cannabis
por DSC. Luego, se llevaron a cabo las calorimetrias de los cuatro hidrogeles analizados
durante todo el trabajo, estos son QuiGA, QuiGATPP, QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP.

La técnica empleada se utilizdé para realizar las curvas DSC de cada materia prima y cada
hidrogel. Con ello se pueden mostrar las transiciones térmicas de los materiales y asi
relacionarlas con cada proceso fisico o quimico de cada material en particular. En primer
lugar, se llevaron a cabo las curvas DSC del quitosano y la goma ardbiga, cuya
representacion grafica se presenta en la Figura 22.
[
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Figura 22. Flujo de calor por unidad de masa en funcion de la temperatura (DSC) para el quitosano y
la goma arabiga.

En esta curva DSC del quitosano, se observa un pico endotérmico que se manifiesta a una
temperatura de 103°Cy tiene una entalpia de 208,3 J/g.
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Segun la bibliografia [28], este pico endotérmico a 103°C se atribuye a la pérdida de agua
presente en el quitosano. La calorimetria diferencial de barrido se limitd hasta los 150 °C en
este analisis, y no se registré ninguna otra transicién térmica. Sin embargo, es relevante
sefialar que, si la corrida se hubiera extendido, posiblemente se habria observado un pico
exotérmico alrededor de los 300°C, correspondiente a la descomposicion del polimero [28].
No se prosiguid la corrida hasta los 400°C debido a que, durante la degradacién del
polimero, se liberan compuestos volatiles que podrian dafar el equipo utilizado en el
analisis.

En relacién a la temperatura de transicidn vitrea, es importante destacar que el quitosano
es un polimero natural que presenta ciertas controversias en esta propiedad. Estas
discrepancias suelen estar vinculadas a la fuente de origen del quitosano y al método de
extraccidén utilizado, factores que pueden influir significativamente en la determinacién de la
temperatura de transicién vitrea [29].

En el contexto de este estudio, es relevante mencionar que en la curva de DSC del quitosano
analizado, no se observd la aparicion de la temperatura de transicién vitrea. Esto podria
atribuirse a las particularidades de la muestra especifica de quitosano utilizada en este
trabajo, que puede diferir en sus propiedades térmicas con respecto a otras fuentes o
métodos de extraccion.

La Figura 22, también, exhibe la curva DSC de la goma arabiga, en la cual se aprecia un pico
endotérmico que se manifiesta a una temperatura de 106°C, con una entalpia registrada de
127,1)/g.

De acuerdo con la literatura cientifica [30], este pico endotérmico a 106°C se atribuye al
proceso de deshidratacion de la goma ardbiga. Similar al caso del quitosano, Ia
descomposicion de la goma arabiga suele ocurrir alrededor de los 300°C, lo cual impide la
observacion del correspondiente pico exotérmico en la Figura 22, tal como se menciond
previamente.

Es relevante destacar que en el andlisis termogravimétrico y en la calorimetria diferencial de
barrido, ambos polimeros naturales, el quitosano y la goma ardbiga, muestran valores
coincidentes. Esto se refleja en las temperaturas donde ocurre la deshidratacion, que son
muy similares en ambas técnicas, mientras que la descomposicién no pudo ser visualizada
en el DSC debido a las razones mencionadas anteriormente.

La Figura 23 exhibe la curva DSC del extracto de cannabis, en la cual se destaca la presencia

de un pico endotérmico que se manifiesta a una temperatura de 71°C, con una entalpia
correspondiente de 142,3 J/g.
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Figura 23. Flujo de calor por unidad de masa en funcion de la temperatura (DSC) para el extracto de
cannabis.

Este pico endotérmico se asocia con el proceso de fusién del extracto de cannabis, y esta
interpretacién concuerda con los datos encontrados en la literatura cientifica [31]. Esto
podria indicarnos que el extracto de cannabis tiene una fase cristalina con un punto de
fusién a 70 °C aproximadamente.

La Figura 24 presenta las curvas de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
correspondientes a todas las muestras analizadas en este estudio, resaltando caracteristicas
distintivas para cada hidrogel.
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Figura 24. Flujo de calor por unidad de masa en funcion de la temperatura para las muestras
QuiGA,QuiGATPP, QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP.
En el caso de QuiGA, se aprecian dos picos endotérmicos notables, uno a 59°C y otro a
110°C. Por otro lado, QuiGATPP muestra un primer pico endotérmico a 59°C y un segundo
pico a 89 °C. Sin embargo, en el caso de QuiGACannabisTPP, la Figura 24 no revela picos
significativos, excepto por un pico abrupto endotérmico a 132°C.

En primer lugar, es importante sefialar que el gel formado a partir de las materias primas
(QuiGA) exhibe dos picos endotérmicos, los cuales se pueden atribuir a la presencia de agua
en la red. Estos picos presentan un drea menor que la encontrada en el DSC de la goma
arabiga y el quitosano. Lo que nos esta indicando una interaccién mas intensa con el agua.
La formacidn de la red y la disminucién de la estructura ordenada, debido a la modificacion
guimica, pueden contribuir de manera significativa al aumento en la absorcién de agua [23].

El hidrogel cargado con extracto de cannabis y entrecruzado con tripolifosfato de sodio
(QuiGACannabisTPP), muestra la ausencia del pico de cristalinidad caracteristico del
extracto de cannabis. Esto sugiere que el cannabis estd unido formando enlaces con el
polimero en lugar de mantenerse en su estado cristalino [31].

Respecto a los hidrogeles entrecruzados con tripolifosfato de sodio (TPP), se aprecia una
disminucion en los picos asociados a la deshidratacion. En el hidrogel de quitosano
(QuiGATPP) se refleja una ausencia de picos caracteristicos, indicando un estado
completamente amorfo para este gel. Es importante decir que el tripolifosfato de sodio
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modifica la naturaleza cristalina del quitosano [32]. En contraste, el gel cargado con extracto
de cannabis (QuiGACannabisTPP) no exhibe una reduccién total en los picos endotérmicos,
lo que sugiere una posible falta de completa compatibilidad con el TPP.

Los analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC) revelan comportamientos térmicos
consistentes con las observaciones obtenidas a través de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) y analisis termogravimétrico (TGA) para todas las muestras.

4.2 Caracterizacion fisica, quimica y morfoldgica

4.2.1 Analisis por espectroscopia infrarroja por transformada de fourier (FTIR)

Los espectros FTIR se utilizaron para confirmar los grupos funcionales y las interacciones
quitosano, goma ardbiga y cannabidiol. A continuacién se estudiaron y analizaron los
espectros de todos los hidrogeles, QuiGA, QuiGATPP, QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP.

En primer lugar, en la Figura 25, se muestran las espectroscopias de los polimeros iniciales,
qguitosano y goma arabiga, utilizados para formar la matriz de todas las muestras que se
estudiaron durante este trabajo.
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Figura 25. Espectro FTIR de quitosano y goma arabiga.
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Se resaltan para cada polimero los picos principales, que se compararon con los picos de
bibliografia. En la Tabla 1 se muestran los valores obtenidos por bibliografia para el

quitosano y aquellos obtenidos durante la espectroscopia por Transformada de Fourier.

Tabla 1. picos caracteristicos del quitosano.

Numero de onda segun

NUmero de onda obtenido

Grupos funcionales

bibliografia (cm™) (cm™)
3400-3450 [33][34] 3291 Vibracion del estiramiento de -OH- y -NH-
2880-2923 [33][34] 2867 Estiramiento del enlace -CH-
1655 [34] 1655 Absorbancia del enlace C=0 del grupo
amida
1560-1590 [34] 1560 Absorbancia del enlace -NH- con una
disminucion de la intensidad del pico en la
banda correspondiente al el grupo amino -
NH;2-
1320-1415 [34] 1419 Flexion de -CH;- en el anillo
1380 [34] 1318 Deformacién del enlace CH3
1040-1150 [34] 1021 Vibracién del enlace -C-O-C- para los

grupos amino y amida

Se muestran, en la Tabla 2, los valores obtenidos por bibliografia para la goma ardbiga y

aquellos obtenidos durante la espectroscopia por Transformada de Fourier.

Tabla 2. Picos caracteristicos de la goma arabiga.

Numero de onda segun

Numero de onda obtenido

Grupos funcionales

bibliografia (cm™) (em™)
3000-3500 [35][36] 3322 Vibracién del estiramiento de -OH- del
anillo glicosidico
2889-2922 [35][36] 2898 Vibracién del enlace -CH-
1586-1612[36][35] 1598 Vibracién del estiramiento de -C=0-0O- de
los grupos carboxilo y de la vibracion de
la flexion de -NH-
1424 [35] 1375 Flexién del enlace -OH- del grupo acido
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1074 [35] 1021

OH- en la molécula de polisacéarido

En la Figura 26, se muestran las espectroscopias de los hidrogeles QuiGA y QuiGATPP, el
primero se trata de la matriz de todas las muestras y el segundo es el entrecruzado con
tripolifosfato de sodio. Se resaltan para cada muestra los picos principales, que se
compararon con los picos de bibliografia.
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Figura 26. Espectro FTIR de las muestras QuiGA y QuiGATPP.

En la Tabla 3 se indican los valores obtenidos por bibliografia para el sistema QuiGA vy
aquellos obtenidos durante la espectroscopia por Transformada de Fourier, ambas fueron
analizadas en su estado sdlido y seco.

Tabla 3. Picos caracteristicos del QuiGA.

Vibracion asignada al estiramiento de -C-

NUmero de onda

Numero de onda obtenido (cm™)

Grupos funcionales

segun bibliografia para
QuIGA (cm™Y) QUIGA QUIGATPP
3295 [37] 3249 3282 Vibracién de estiramiento de los
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grupos -NH;- y -OH-
2889-2922 [35][36] 2927 2929 Vibracién del enlace -CH-
1550-1635 [37] 1559 1602 Interaccidn electrostatica entre los
grupos amina del quitosano y los
1405 [37] 1405 1411 grupos carboxilo de la goma ardbiga
1020 [37] 1018 1014 Estiramiento del enlace -C-O-

A partir de lo observado en las espectroscopias de la Figura 25 y la Figura 26, podemos decir
que la muestra de QuiGA posee un cambio significativo en la zona entre 1400 cm™ y 1600
cm. Este rango de longitudes de onda corresponde a la regidon carboxilo-amida, de los
grupos carboxilo de la goma ardbiga y los grupos amina del quitosano [37]. La variacion
percibida es el resultado de la interacciéon de los biopolimeros respectivamente, indicaria
una interaccidn electrostatica entre ellos.

En continuidad con lo anteriormente analizado, en la Figura 26 se puede evidenciar la
comparacion de espectros FTIR entre las muestras QuiGA y QuiGATPP. En todo el intervalo
de longitudes de onda se observa la disminucion de la intensidad de los picos en el
espécimen QuUiGATPP con respecto al espécimen de QuiGA. Esta variacién en la absorcion se
relaciona con la interaccién entre los grupos amino del quitosano y las moléculas del
tripolifosfato de sodio [37]. Podriamos deducir que el tripolifosfato de sodio interacciona
con todo el QuiGA.

En la Figura 27 se muestra la espectroscopia del extracto de cannabis, el cual fue secado en
estufa previamente para hacer el analisis de la muestra en polvo. A continuacién, en la Tabla
4, se enseian los valores por bibliografia para el extracto de cannabis y aquellos obtenidos
durante la espectroscopia por Transformada de Fourier.
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Figura 27. Espectro FTIR de la muestra de extracto de cannabis.

Tabla 4. Picos caracteristicos del extracto de cannabis.

Numero de onda segun
bibliografia (cm™)

Numero de onda obtenido
(cm™)

Grupos funcionales

2900-2926 [38]

2925

Vibracién de los grupos -OH-

1653 [39]

1614

Vibracion del enlace C=C de
los grupos acilicos
insaturados

1582-1627 [38]

1563

Vibracion del enlace -CH-
pertenecientes as los grupos
alifaticos

1300-1000 [39]

1365

Vibracion de los ésteres

1250 [38]

1249

Vibracion del estiramiento
asimétrico de -C-O-C-

1120-1090 [39]

1118

Vibracion del estiramiento
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del enlace -C-O-

Se grafican en la Figura 28 las espectroscopias de las muestras QuiGACannabis y
QuiGACannabisTPP, aquellos geles formados con extracto de cannabis y entrecruzados con

tripolifosfato de sodio.
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Figura 28. Espectro FTIR de QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP.
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Figura 29. Espectro FTIR de Cannabis, QuiGA, QuiGACannabis, QUiGATPP y QuiGACannabisTPP.

La observacién que se puede hacer en la Figura 28, es que los valores picos de longitud de
onda se pueden comparar con la Tabla 3. Cdmo se dijo anteriormente, la variacidn percibida
en el rango entre 1400 cm™ y 1600 cm™ es el resultado de la interaccion de los biopolimeros
respectivamente [37].

Al incorporar el extracto de cannabis al hidrogel de quitosano y goma arabiga, las bandas
caracteristicas del extracto de cannabis 2925cm™, 1614cm™, 1563cm™ y 1118cm™ se
pueden notar en las dos muestras de la Figura 29. Algunos de estos picos caracteristicos del
extracto de cannabis estdn desplazados en las muestras de QuiGACannabis y
QuiGACannabisTPP debido a la interaccién molecular entre el extracto y el quitosano [27].

4.2.2 Analisis por microscopia electronica de barrido (SEM)

La porosidad, la estructura de los poros y las caracteristicas de las paredes internas son
elementos de vital importancia que ejercen una influencia significativa sobre las
propiedades fundamentales de los hidrogeles. Estas propiedades clave, como la capacidad
de absorcion de agua, la velocidad de liberacion de sustancias y la permeabilidad, entre
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otras, estan directamente vinculadas a la microestructura del material. Un analisis detallado
de esta microestructura resulta esencial para comprender a fondo la posible aplicabilidad
biomédica del hidrogel.

Las propiedades mecdanicas estan relacionadas con la interconexién y las particularidades de
las paredes internas. Estas interrelaciones se manifestaran claramente durante la realizacién
de ensayos mecanicos dinamicos. A partir de las imagenes SEM se analizaron la morfologia y
el tamafio de poros, como también la adicidn de extracto de cannabis y TPP a los hidrogeles.
Todas las muestras fueron liofilizadas y criofracturadas previo a la microscopia electrénica
de barrido con el motivo de evitar la deformacion plastica.
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Figura 31. Micrografia SEM de la muestra QuiGACannabis a) 800X b) 2000X.
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Figura 33. Micrografia SEM de la muestra QuiGATPP a) 800X b) 2000X.

Las imdgenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) revelaron que todos los
hidrogeles presentan una estructura tridimensional de poros interconectados con una
disposicidn regular. Estos poros se caracterizan por tener una configuracion abierta y un
tamafio reducido, similar a una estructura tipo esponja. Especificamente, los resultados
muestran que la muestra QuiGA tiene un tamafo de poro de 0,26 micrones, mientras que la
cargada con extracto de cannabis, QuiGACannabis, un tamafio de poro de 0,27 micrones.
Agregando a lo anterior, el hidrogel QuUIGATPP presenta un tamaifio de poro de
0,42 micrones y el que contiene cannabis, QuiGACannabisTPP tiene un tamafio de poro de
0,2 micrones.

Los hidrogeles que contienen el agente entrecruzante, tripolifosfato de sodio, exhibieron
una microestructura mas uniforme de poros que aquellos que no lo contienen. En el caso
particular del hidrogel de quitosano (QuiGA), Figura 30 a), se puede apreciar la presencia de
algunos poros de mayor tamafio en comparaciéon con los demds. Estos poros de mayor
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tamafio pueden traer consecuencias negativas en la resistencia mecanica del material,
generando una concentracion de tensiones y ruptura en esas zonas.

Por otro lado, la muestra de hidrogel de quitosano cargado con extracto de cannabis
(QuiGACannabis), Figura 31, evidencié una microestructura homogénea. Pero en el lado
izquierdo de la imagen se puede ver como estd deformada plasticamente. La estructura se
ve barrida, esto se debe a que la criofractura no fue del todo precisa y condujo a la
deformacion plastica del hidrogel durante el proceso de corte.

Se puede afirmar, observando los resultados y las imagenes, que el agregado de extracto de
cannabis y tripolifosfato de sodio influyeron en la microestructura de los hidrogeles de
quitosano.

Ademas, utilizando el software Imagel, se procedié a medir los espesores de las paredes en
las cuatro muestras analizadas. Inicialmente, el hidrogel de quitosano (QuiGA) exhibe un
espesor de pared de 620,6 nm, mientras que el gel cargado con extracto de cannabis
(QuiGACannabis) presenta un espesor de 954 nm. En cuanto a los hidrogeles entrecruzados
con tripolifosfato de sodio, la muestra cargada con cannabis (QuiGACannabisTPP) muestra
un espesor de pared de aproximadamente 172,2 nm, mientras que el que no contiene
cannabis (QuiGATPP) tiene un espesor de pared cercano a los 400 nm.

4.3 Evaluacion de la capacidad de hinchamiento

4.3.1 Determinacion del grado de hinchamiento

Los hidrogeles tienen la habilidad de hincharse en agua o en cualquier sistema que contenga
una solucién acuosa. La estructura del polimero tiene como caracteristica retener solventes
formando una fase de gel hinchado y, en estos sistemas entrecruzados, es capaz de no
disolverse [40].

En la siguiente figura (Figura 34) se muestran las curvas de swelling para los cuatro tipos de
hidrogeles.
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Figura 34. Grafica de swelling para QuiGA, QuiGATPP, QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP.

Se puede observar de la Figura 34 que los geles QuUIGATPP, QuiGACannabisTPP y
QuiGACannabis alcanzan el equilibrio a las 28 horas, aproximadamente un dia después del
inicio del ensayo. En cambio, el gel llamado matriz de quitosano y goma ardbiga (QuiGA)
alcanzd el equilibrio a los 6500 segundos, aproximadamente 2 horas.

La caracteristica que también se puede observar del grafico de swelling es que todos los
hidrogeles cargados con extracto de cannabis (QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP)
alcanzan un menor porcentaje de hinchamiento que los geles sin Cannabis. Otra cualidad de
este grafico a resaltar es que los geles que no estan entrecruzados con tripolifosfato de
sodio tienen un mayor porcentaje de entrecruzamiento.

Los grupos carboxilicos y amino desempefian un papel importante en la absorcién de agua,
un papel importante en la captaciéon de agua debido a su naturaleza hidrofilica. En los
hidrogeles basados en combinaciones entre polimeros de carga opuesta, los grupos amino
del quitosano interactian con los grupos carboxilicos de los polimeros anidnicos, goma
arabiga en este caso. Estas interacciones probablemente redujeron el nimero de grupos
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amino y grupos carboxilicos libres, disminuyendo la capacidad de retencidn de agua de estas
matrices [41].

A continuacién en la Tabla 5 se ensefian los porcentajes de hinchamiento maximos para los
hidrogeles analizados en el trabajo, QuiGA, QuiGACannabis, QuiGATPP vy
QuiGACannabisTPP.

Tabla 5. Porcentajes de hinchamiento en el equilibrio para todas las muestras.

QuiGA QuiGATPP QuiGACannabis QuiGACannabisTPP

236,7 + 10,8 % 93,0+ 14,5% 55,6 £ 5,9% 80,8 + 20,2%

Las diferencias en el porcentaje de hinchamiento entre los geles sin cannabis (QuiGA vy
QuiGATPP) y los geles con cannabis (QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP) se supone que se
debe principalmente a la densidad de entrecruzamiento y la composicion del gel [42].

En el caso de los hidrogeles de quitosano entrecruzados con tripolifosfato de sodio, el grado
de hinchamiento fue menor. Esto se relaciona ya que el tripolifosfato de sodio es el agente
entrecruzante. El comportamiento de swelling disminuye porque el entrecruzamiento es
mayor por ende la capacidad de absorber solucién fisioldgica disminuye.

Sin embargo, para los geles de cannabis el comportamiento con tripolifosfato de sodio no
fue similar a los geles de quitosano. El afiadido de agente entrecruzante no mostré una
diferencia importante con respecto al gel sin tripolifosfato de sodio. El grado de
entrecruzamiento en un material polimérico puede estar vinculado al uso de tripolifosfato
de sodio como agente entrecruzante, y la modificaciéon del tiempo de entrecruzamiento
tiene un efecto directo en la variacién del grado de entrecruzamiento [43]. Por ello no se
encuentra una diferencia marcada en el grado de hinchamiento de los geles QuiGACannabis
y QuiGACannabisTPP.

4.3.2 Determinacion de la fraccion de gel

Los resultados de la determinacién de la fraccidon de gel para las cuatro muestras analizadas
durante el trabajo se representan en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de la fraccion de gel para los hidrogeles en estudio.

QuiGATPP QuiGACannabis QuiGACannabisTPP

4214 % 41+1 % 4717 %
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La fraccion de gel se encuentra directamente correlacionada con el grado de
entrecruzamiento del material, aunque con una relacién inversa con el mdaximo
hinchamiento. Se observa que el hidrogel de quitosano (QuiGA), no presenta resultados de
fraccién de gel, es importante sefialar que no se pudieron obtener resultados precisos para
el ensayo debido a las dificultades encontradas durante el ensayo. La muestra mostré una
tendencia a romperse y demostré ser especialmente dificil de manipular. Por lo tanto,
cualquier resultado obtenido de las pruebas con esta muestra no seria representativo ni
confiable, los resultados se muestran en Figura 35.
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Figura 35. Fraccién de gel para todos los geles en estudio.

Se observa que los hidrogeles cargados con cannabis y el hidrogel de quitosano con
tripolifosfato de sodio presentan una fracciéon de gel similar, asi como un grado de
hinchamiento parecido. Esto respalda la validez del célculo y la comparacion de la fraccién
de gel entre estas tres muestras, sugiriendo que la metodologia utilizada es adecuada para
estos casos.

4.4 Permeabilidad al vapor (WVTR)

Un vendaje ideal debe controlar la pérdida de agua de una herida a un ritmo dptimo, por
ello es importante evaluar la tasa de permeabilidad al vapor [44]. La pérdida de agua por
evaporacion para la piel normal es menor que la tasa para la piel lesionada, que puede ser
de 279 g/m?por dia para una herida granulada. Si la piel se encuentra quemada, la tasa de
pérdida puede ser de hasta 20 veces mayor que la de la piel normal [44]. El apdsito debe
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evitar tanto la deshidratacion como la acumulacién de exudado, sino éste puede facilitar la
infeccién microbiana lo que puede perjudicar el proceso de cicatrizacion [7].

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la tasa de transmisiéon de vapor de agua

dependiente (WVTR) e independiente ( R ) del espesor.

Tabla 7. Valores de permeabilidad al vapor dependiente e independiente del espesor.

g xmm
Muestra WVTR (m2 X h) R (grnZ x h
QuiGA 3,0+0,7 4,5+2,0
QuiGATPP 3,9+1,1 5,9+2,5
QuiGACannabis 5,1+1,2 7,65+3,0
QuiGACannabisTPP 2,7+0,8 4,05+1,9
51
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Figura 36. Tasa de transmision de vapor de los hidrogeles en estudio.

Segln lo mencionado anteriormente en relacién con la tasa de transmisidon de vapor de
agua (WVTR) en la piel normal y la piel lesionada, se observa que estos hidrogeles no
alcanzan la WVTR necesaria para la piel normal y mucho menos para la piel lesionada. De
todos los hidrogeles evaluados, el hidrogel cargado con cannabis muestra la tasa mas alta a
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lo largo del ensayo y se acerca a la tasa deseada. En un apdsito ideal, se espera que la WVTR
se encuentre en un rango especifico entre 8,33 y 10,42 g/m?*h para favorecer la
cicatrizacién de heridas [27].

Es importante destacar que la incorporaciéon del extracto de cannabis parece haber
aumentado la permeabilidad al vapor de agua de los hidrogeles de quitosano. Este
fendmeno se ha investigado y podria estar relacionado con la interaccién del extracto de
cannabis con las cadenas poliméricas. Este proceso podria haber reducido la interaccion
entre las cadenas poliméricas y las moléculas de agua, generando un aumento en la
interaccion interfacial entre la matriz y el extracto [27].

4.5 Caracterizacion mecanica

4.5.1 Analisis mecdanico dindmico (DMA)

Las propiedades mecdnicas de los hidrogeles se definen principalmente usando las teorias
de elasticidad de la goma y la viscoelasticidad dependiente del tiempo para analizar la
estructura de los hidrogeles y estimar la densidad efectiva de reticulacién. Los hidrogeles
pueden actuar como goma en su estado hinchado, en el que sus propiedades mecdnicas
dependen del tiempo y de la recuperacidon de las cadenas poliméricas en la red. Lo que
permite deducir que los hidrogeles en su estado gomoso responden a las tensiones
instantdneamente, con una recuperacién completa tras la retirada de carga [45]. Sin
embargo, en determinadas ocasiones pueden mostrar comportamientos viscoelasticos
debido a sus propiedades mecanicas intrinsecas o a la naturaleza del movimiento mecanico
impuesto.

Las técnicas mas utilizadas para medir propiedades mecanicas de los hidrogeles son los
ensayos de tensidn para caracterizar los comportamientos eldsticos y el analisis mecanico
dindmico para estimar los comportamientos viscoeldsticos [45]. En esta seccién del trabajo
se evaluara el médulo de Young y la deformacién alcanzada por los hidrogeles; esto permite
conocer el comportamiento mecdnico bajo diferentes condiciones de compresién.

En las Figura 37 a) y b) se presentan las curvas tensién-deformacién correspondientes a los
cuatro geles analizados en este estudio: QUiGA, QUiGATPP, QuiGACannabis y QuiGATPP.
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Figura 37. a) Curva tension deformacion en compresién para todos los hidrogeles b) Curva tension

deformacion hasta discontinuidades.
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Tension (Pa)

La diferencia principal entre las Figuras a) y b) radica en que, en la primera imagen, las
curvas del gel de quitosano (QuiGA) y del gel cargado con cannabis (QuiGACannabis)
exhiben escalones distintivos. Estos escalones son consecuencia de una discontinuidad en la
mezcla, un efecto de compresiéon llamado squeeze o una ruptura en la misma. Cabe destacar
gue el ensayo de compresién es valido unicamente hasta el punto donde aparece el primer
escalén. Por esta razon, en la Figura 37 b), se han truncado las curvas de estos dos geles
hasta los puntos de discontinuidad correspondientes.

A simple vista se puede observar que tienen comportamientos distintos, la muestra QuiGA y
el hidrogel cargado con extracto de cannabis (QuiGACannabis) muestran bajas propiedades
mecdanicas comparado con los entrecruzados con tripolifosfato de sodio (TPP). En las
siguientes figuras, Figura 38 a), b), c) y d) se mostraran en detalles las curvas tension-
deformacion especificas para cada hidrogel.

80000
70000 H
80000 -
50000 -
40000 —-
30000 -
20000 -

10000 ~

80000 —

QuiGA | —— QuiGACannabis
70000 |
60000 -
50000 -
T |
o
= 40000 -
3]
S |
& 30000
[t
20000 |
o 10000
0 ;_'_T'T’T'l""'l‘l"l"l'T"T'T"'l 0 T . T ; T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 5 8 .3 84 4 3 il

Deformacion (%)

Deformacion (%)

49

70



Tension (Pa)

8
E.

80000

0

3

:

- — QuIGATPP

10000 e

Deformacion (%)

Tension (Pa)

80000 -
70000
60000

50000

[ £
=2 =}
2 [=]

(=}
(=] (=}
1 1

20000

10000 o

+ QuiGACannabisTPP

Deformacion (%)

Figura 38. Curvas tensién deformacién a) QuiGA b) QuiGACannabis c) QUiGATPP d)

QuiGACannabisTPP.

La Tabla 8 presenta el resumen de las propiedades mecanicas de los cuatro hidrogeles
analizados, QuiGA, QuiGACannabis, QuiGATPP y QuiGACannabisTPP.

Tabla 8. Resumen de propiedades mecdnicas.

Propiedad

QuiGA

QuiGACannabis

QuiGATPP

QuiGACannabisTPP

Mddulo de
compresion(Pa)

30.390+7.802

20.894+1.735

22.842 +4.664

30.619+1.266

maxima (%)

Resistenciaala | 10.0344+2.191,7 | 16.1401+3.415 76.387+1,2 76.389+6,1
compresion (Pa)
Deformacién 25,44+0,3 56,8+2,6 61,0+3,22 57,440,4

El modulo de compresion es una medida de la resistencia de un material elastico a la
compresion y se define como la relaciéon entre la tensién aplicada y la deformacion
resultante [45]. El cdlculo del médulo de compresion se realizé con la pendiente de la curva
en la zona de mayor linealidad, entre 0-20% de deformacidn. Segun bibliografia consultada,
los hidrogeles tienen mdédulos de aproximadamente 100-200 kPa [47,48]. En el contexto de
biomateriales viscoelasticos, la resistencia a la compresion se refiere a la capacidad del

material para soportar cargas que reducen su tamario [45].
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La rigidez se define como la resistencia del material a deformarse cuando se somete a una
carga mecdnica. En el caso de los hidrogeles, la rigidez se determina mediante la pendiente
de la region lineal en la curva de tensidn-deformacion. Es importante destacar que la
resistencia, a diferencia de la rigidez, representa la capacidad del material para resistir la
fractura o rotura debido a deformaciones excesivas. Estos pardmetros son fundamentales
en la caracterizacién y comprensiéon de los materiales biomédicos y su comportamiento
mecanico [45].

De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 8, se observa que la muestra de QuiGA
exhibe el menor valor de médulo de Young, mientras que QuiGACannabis muestra el valor
mas alto. Estos resultados sugieren que el hidrogel que contiene extracto de cannabis sin
tripolifosfato de sodio posee una mayor elasticidad intrinseca en comparacién con las
demds muestras. Ademds, se pudo constatar esta caracteristica luego del proceso de
secado, donde estos geles demostraron una notable capacidad de recuperacion elastica y
maleabilidad. Estos hallazgos respaldan la hipdtesis de que la inclusién de extracto de
cannabis en la matriz del hidrogel contribuye a su mayor elasticidad y flexibilidad.

Se observé que los hidrogeles que incluyen el agente entrecruzante tripolifosfato de sodio
mostraron una mayor resistencia a la compresion, con un valor de 80000 Pa
aproximadamente. Esto indica que las muestras QuUiGATPP y QuiGACannabisTPP presentan
una capacidad destacada para soportar cargas que inducen una reduccién en su tamano.
Estos resultados demuestran la eficacia del tripolifosfato de sodio como agente
entrecruzante en la mejora de las propiedades mecanicas de los hidrogeles. La tendencia de
la elongacién a la rotura es similar, con un valor entre 55% y 65%, para las muestras
QuiGACannabis, QuiGACannabisTPP y QuiGATPP. Pero no es asi para la muestra de QuiGA
qgue con un valor de elongacién menor de 25,14%.

Las conclusiones indican que la adicién inicial de extracto de cannabis parece haber
generado una mejora en las propiedades mecanicas de los hidrogeles de quitosano, en
consonancia con los hallazgos de otros estudios previamente reportados en la literatura
[27]. Adema3s, el proceso de entrecruzamiento utilizando tripolifosfato de sodio ha tenido un
impacto significativo en la mejora de las propiedades mecanicas, aunque es importante
sefialar que los geles resultantes, una vez secos, presentan una mayor fragilidad en
comparacion con aquellos que no han sido entrecruzados. De acuerdo con la literatura, se
destaca que la concentracion del agente entrecruzante tiene una influencia crucial en la
morfologia del gel, lo que repercute directamente en sus propiedades mecanicas [47].

Los resultados obtenidos en el ensayo dinamico mecanico pueden correlacionarse con las
observaciones realizadas mediante microscopia electronica de barrido. En el caso de los
hidrogeles de quitosano (QuiGA), la microscopia reveld una microestructura heterogénea y
la presencia de algunos poros de mayor tamafio. Estos poros pueden actuar como
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concentradores de tensidn y, como se observé en el ensayo de compresion, pueden llevar a
una disminucidn en las propiedades mecanicas del material. Por otro lado, los hidrogeles
cargados con extracto de cannabis (QuiGACannabis) mostraron propiedades mecanicas
superiores, lo que sugiere que su menor tamafio de poro y mayor homogeneidad pueden
haber contribuido a este resultado.

En el caso de los geles que contenian tripolifosfato de sodio (TPP), tanto QuiGATPP como
QuiGACannabisTPP exhibieron un comportamiento mecanico muy similar. Ademas, su
microestructura es analoga, con diferencias minimas en la estructura de las paredes de los
poros.

En resumen, los hidrogeles de quitosano y sus variantes cargadas con extracto de cannabis y
entrecruzadas con tripolifosfato de sodio presentan propiedades mecdanicas prometedoras
para el uso como apdsitos en el tratamiento de heridas.

4.6 Ensayos microbianos

El quitosano se considera uno de los materiales preferidos a la hora de elegir un polimero
base para apdsito para la piel debido a sus excelentes propiedades, entre ellas su actividad
antimicrobiana [27]. Sin embargo, sigue existiendo el riesgo de infeccion y existen muchas
sustancias activas naturales que revelan propiedades antibacterianas que podrian tener un
uso potencial en el tratamiento de infecciones de heridas. El extracto de cannabis es
conocido por su comportamiento antimicrobiano natural [12]. En esta seccidn, se presentan
los resultados de los ensayos realizados con hidrogeles que contienen extracto de cannabis
en bacterias Gram positivas y Gram negativas. Si bien, no son las bacterias patdgenas
comunmente encontradas en heridas, se utilizaron como modelo y por la disponibilidad de
cepario que se tenia.

La figura siguiente, Figura 39, muestra la curva de crecimiento en medio LB de Bacillus
thuringiensis con muestras de hidrogeles y sin ellas.

52



2,0+

-&— Control LB
-~ Control QuiGA
1,5
—4— Control QuiGATPP
=
5 -¥— QuiGACannabis
o
2 1,0 4 —— QuiGACannabisTPP
O
0,5 -
= 5
0,0 T 1I' 1
0 100 200 300
Tiempo (min)

Figura 39. Curva de crecimiento en medio LB de Bacillus thuringiensis con o sin hidrogeles.

La curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis en el medio de cultivo se representa en
color negro como el Control LB de referencia. Cuando cualquiera de las curvas de
crecimiento en el medio LB se aleja de este Control LB, indica un efecto antimicrobiano. Se
destaca en esta Figura que la muestra de control QuiGA, resaltada en color naranja, revela
un efecto antibacteriano notable del hidrogel de quitosano por si solo, sin necesidad de
afiadir extracto de cannabis.

Por otro lado, la curva resaltada en color rojo en la Figura 39 del hidrogel QuUiGATPP, no
muestra diferencias significativas en comparacion con el Control LB, que es el cultivo
estandar. En otras palabras, este compuesto no presenta un efecto antibacteriano marcado.

La Figura 40 muestra la curva de crecimiento en medio LB del ensayo disefiado con el

propdsito de determinar la concentracién minima necesaria de hidrogel cargado con
cannabis para lograr un efecto bactericida.
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Figura 40. Curva de crecimiento en medio LB de Bacillus thuringiensis de los hidrogeles cargados con
cannabis en diferentes cantidades.

El experimento fue realizado por el grupo de la Dra. Nercessian utilizando aproximadamente
15 mg de los hidrogeles, y en esta etapa, se observd un efecto bactericida total.
Posteriormente, se dividié las cantidades de compuestos que se incorporaron al medio LB
en cuatro grupos:

- La muestra A contenia 7 mg de hidrogel.
- La muestra B tenia 3.5 mg de hidrogel.
- La muestra C poseia 2 mg de hidrogel.
- La muestra D incluia 1 mg de hidrogel.

Como se aprecia en la Figura 40, el hidrogel de quitosano, en las cuatro cantidades
analizadas, presenta un comportamiento similar al del Control LB. En otras palabras, no
exhibe un efecto bactericida. Es fundamental resaltar que estas muestras, designadas como
QuiGA (N), se elaboraron utilizando goma arabiga de un lote recién adquirido, siendo el
término "(N)" una referencia al nuevo lote de goma arabiga.

En el caso de los hidrogeles cargados con cannabis, se observan distintos comportamientos
a medida que varia la cantidad en el medio LB. Las muestras A y B, que contienen cannabis,
muestran curvas de crecimiento practicamente idénticas, lo que sugiere que su efecto
bactericida se mantiene constante incluso al duplicar la cantidad de hidrogel.

Por otro lado, las muestras Cy D presentan un comportamiento significativamente diferente
entre 1 mgy 2 mg. La curva correspondiente a la muestra D se asemeja al comportamiento
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del medio LB, lo que sugiere una falta de efecto bactericida. Sin embargo, al aumentar la
cantidad de muestra a 2 mg, se observa un efecto marcado. Esto podria indicar que nos
acercamos a la concentracidn minima requerida para lograr un efecto bactericida.

La Figura 41 muestra la curva de crecimiento en medio LB de Bacillus thuringiensis con
muestras de hidrogeles entrecruzados con TPP y sin ellas.
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Figura 41. Curva de crecimiento en medio LB de Bacillus thuringiensis con o sin el agregado de los
geles con TPP, en diferentes cantidades.

La curva en color rojo representa la muestra QuiGATPP, tal como se menciona a lo largo de
este trabajo. Esta muestra consiste en un hidrogel de quitosano entrecruzado con
tripolifosfato de sodio. Se observa que este hidrogel exhibe un comportamiento similar al
del medio LB, lo que significa que no presenta un efecto antimicrobiano apreciable.

Sin embargo, se observa una diferencia significativa al comparar esta muestra QuiGATPP (D)
con otras tres (A, B, y C). En el primer hidrogel (D), se aprecia un efecto antimicrobiano, ya
que la curva de crecimiento se aleja del comportamiento del medio LB. No obstante, este
efecto es relativamente menor en comparacion con las muestras A, B y C, donde la
diferencia con el control es mucho mas marcada.

Cuando se compara la Figura 41 con la Figura 40, se observa que las curvas de crecimiento
para la misma cantidad de 1 mg en los hidrogeles de quitosano, con TPP y sin TPP, arrojan
resultados diversos. Los hidrogeles sin TPP no presentan un efecto antibacteriano
significativo, a diferencia de los hidrogeles entrecruzados con TPP, que muestran un efecto
antibacteriano mas pronunciado. También se destaca que, en las concentraciones C, el
hidrogel QuiGA, sin TPP exhibe un menor efecto antimicrobiano que el hidrogel con TPP.
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Esto sugiere que la concentracidn minima necesaria para observar un efecto bactericida es
menor en el caso de los hidrogeles entrecruzados con tripolifosfato de sodio.

La Figura 42 muestra las curvas de crecimiento en medio LB de Escherichia coli con muestras
de hidrogeles cargados con cannabis y sin ellas.

-8— Control LB
Control QuiGA

—4&— Control QuiGA (N)

=¥ QuiGACannabis (1)
QuiGACannabis (2)
QuiGACannabis (N) (3)

OD 600nm

090 | 1 ] | ] 1 1

0 100 200 300 400 500
Tiempo (min)

Figura 42. Curva de crecimiento en medio LB de Escherichia coli con o sin el agregado de diferentes
compuestos.

Para analizar el crecimiento de la bacteria Escherichia coli se evaluaron tres concentraciones
diferentes, que corresponden a las curvas en color verde QuiGACannabis.

- QuiGACannabis (1) = 0,65 mg/ml
- QuiGACannabis (2) = 0,89 mg/ml
- QuiGACannabis (N) (3) = 1,55 mg/ml

La observacién general en la Figura 42 es la relacién entre la concentracién de extracto de
cannabis y el efecto bactericida de los hidrogeles de quitosano, cuanto mayor es la
concentracion de cannabis mayor es el efecto. Ademas, se puede concluir que se requiere
una concentracion mayor de extracto de cannabis para lograr un efecto bactericida en
Escherichia coli en comparacién con Bacillus thuringiensis.

En la Figura 43 se ensefia la curva de crecimiento en medio9 LB de Escherichia coli con el
agregado de muestras de hidrogeles entrecruzados con tripolifosfato de sodio y sin ellas.
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Figura 43. Curva de crecimiento en medio LB de Escherichia coli con o sin el agregado de diferentes
compuestos con hidrogeles entrecruzados con TPP.

La curva en color rojo representa el control de los hidrogeles de quitosano entrecruzados
con tripolifosfato de sodio, QUiGATPP. Sin embargo, no se observa un efecto bactericida en
esta muestra, y lo mismo ocurre en la muestra de QuiGACannabisTPP, que es un hidrogel de
quitosano entrecruzado con tripolifosfato de sodio cargado con cannabis.

El aumento de la concentracidn de cannabis en los hidrogeles de quitosano entrecruzados
con tripolifosfato de sodio es notable, ya que el efecto antimicrobiano se incrementa. Las
concentraciones dos (QuiGACannabisTPP (2)) y tres (QuiGACannabisTPP (3)) muestran
resultados similares, no obstante, esta tendencia no se observa en el caso de los hidrogeles
gue no estdn entrecruzados con tripolifosfato de sodio (QuiGACannabis (2) y
QuiGACannabis (3)).

El aumento de concentracidon de cannabis en los hidrogeles de quitosano entrecruzados con
tripolifosfato de sodio se ve notorio ya que el efecto antimicrobiano aumenta. La
concentracion dos y tres se mantienen cerca con respecto al efecto sobre la bacteria
Escherichia coli, no es asi para el caso de los hidrogeles que no estan entrecruzados con
tripolifosfato de sodio.

Cdémo resultados generales se pueden decir que el efecto antimicrobiano de los hidrogeles
cargados con cannabis es muy marcado y presenta un comportamiento dosis dependiente.
Su efecto es mas notorio sobre Bacillus thuringiensis que sobre Escherichia coli. Se observan
en algunos ensayos un efecto sinérgico con el quitosano.
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4.7 Ensayos de liberacion

Los hidrogeles basados en quitosano son adecuados para la liberacién de agentes, que
pueden ser agentes antimicrobianos, factores de crecimiento, células madre y demas. El
rendimiento de estos geles depende no sélo de las propiedades fisicas y quimicas, sino
también de las vias de carga entre los agentes y el hidrogel. Existen tres métodos principales
de carga farmacos: permeacion (difusion), encapsulamiento y unién quimica [8].

Los hidrogeles con propiedades antibacterianas tienen un gran potencial de aplicacién
clinica, en este caso los geles estdn cargados con extracto de cannabis. En el ensayo de
liberacion se examind la potencial liberacién del extracto de cannabis con el propdsito de
aliviar cualquier dolor o inflamacién, ya que cada vez hay mas pruebas de que los
cannabinoides son beneficiosos para distintas afecciones [49].

Una vez calculada la curva de calibracién y medidos los sobrenadantes por espectroscopia
ultravioleta, se estimaron las concentraciones de los hidrogeles después de la sintesis, que
se ensefian en la Tabla 9.

Tabla 9. Medidas de concentracidn de cannabis en sobrenadantes de hidrogeles de cannabis.

N Absorcion Concentracion (mg/ml)
1 0,57 0,024
2 0,423 0,014
3 0,585 0,025
4 0,523 0,021

Tal como se indicdé anteriormente, en la etapa inicial de la sintesis, las concentraciones
iniciales de extracto de cannabis en los geles se establecieron en un 4,76% V/V antes del
proceso de centrifugado. Ademds, gracias a la informacién proporcionada por Dr
Nercessian, sabemos que el extracto de cannabis tiene una concentracion de 14 mg/ml.
Basandonos en estos datos, podemos deducir que los hidrogeles tienen una concentracién
de 0,67 mg/ml antes de la etapa de centrifugado.

De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 9, la concentraciéon promedio de los
cuatro sobrenadantes que se obtienen de una sintesis es de 0,0214+0,004 mg/ml. En este
contexto, podemos asegurar que la concentracién final de extracto de cannabis en el
hidrogel es de 0,649 mg/ml. Esto implica que se ha encapsulado el 97% del extracto de
cannabis que se introdujo durante la mezcla inicial.
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Posteriormente, se analizé por espectroscopia ultravioleta el agua y la solucion fisioldgica
donde estuvieron sumergidos los hidrogeles de cannabis durante distintos tiempos. Los
resultados se muestran en las siguientes tablas, Tabla 10 y Tabla 11.

Tabla 10. Medidas de concentracidn de cannabis liberado en agua destilada.

Muestra Tiempo de Absorbancia Concentracién Porcentaje de
inmersion (mg/ml) cannabis
en agua liberado
destilada

QuiGACannabis 8 semanas 0,919 0,046 17%
QuiGACannabis 4 semanas 0,86 0,043 16%
QuiGACannabis* 3 semanas 0,877 0,044 14%
QuiGACannabisTPP | 8 semanas 1,032 0,053 19%

Tabla 11. Medidas de concentracidn de cannabis liberado en solucién fisioldgica.

Muestra Tiempo de Absorbancia Concentracién Porcentaje de
inmersion (mg/ml) cannabis
en solucién liberado
fisioldgica
QuiGACannabis 16 semanas 0,936 0,047 17,4%
QuiGACannabis 8 semanas 0,938 0,047 17,5%
QuiGACannabis 4 semanas 0,832 0,041 15,2%
QuiGACannabis* 3 semanas 0,925 0,047 10%
QuiGACannabis (3)* | 3 semanas 1,071 0,055 5,8%
QuiGACannabisTPP | 8 semanas 0,76 0,037 13,7%
QuiGACannabisTPP* | 3 semanas 1,15 0,059 14,5%

Antes de analizar los resultados, es importante aclarar que las muestras marcadas con un
asterisco (*) fueron realizadas utilizando una goma arabiga diferente. Ademas, la muestras
gue contiene el nimero (3) en su nombre fue cargada con una cantidad superior de extracto
de cannabis, lo que significa que su concentracion de extracto es mayor, alcanzando los
1,552 mg/ml. Esto se logré después de que el gel seco encapsulara el 97% del cannabis
agregado inicialmente a la mezcla.

59



Utilizando el equipo de espectroscopia UV, se pudo observar una presencia leve de lo que
podria interpretarse como polimero en el agua. Todo el grafico de absorcién en relacién a la
longitud de onda se encontraba por encima de un valor de 0,3 de absorbancia.

B QuiGACannabisTPP ® QuiGACannabis
17,5% 17,4%

15,2%
14,5%
13,7%
I 10,0% I
3 4 8 16

Tiempo de permanencia en solucidn fisioldfica (semanas)

Porcentaje de cannabis liberado en solucién
fisioldgica

Figura 44. Grafico comparativo de liberacién para QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP en agua
destilada.
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Porcentaje liberado o de cannabis en agua destilada

Figura 45. Grafico comparativo de liberacidn para QuiGACannabis y QuiGACannabisTPP en solucién
fisioldgica.

Segun la Tabla 10, se puede decir que el porcentaje maximo de liberacién de los hidrogeles
fue de 26,8% aproximadamente de extracto de cannabis en 8 semanas en agua destilada,
sin experimentar desintegracidon. Estos resultados son aplicables para los hidrogeles que
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estan entrecruzados con tripolifosfato de sodio. El porcentaje de liberacidn maxima de estos
hidrogeles en solucién fisioldgica resulté de 14,5%.

En el caso de los hidrogeles sin entrecruzar, QuiGACannabis, se registré un porcentaje de
liberacion maximo mayor, alcanzando un valor de 17,5% en solucion fisiolégica. Resulté de
la misma manera cambiando de medio a agua destilada, siendo su maximo porcentaje de
liberacidon un valor de 17,1% de cannabis.

Lo que se observa principalmente en los geles de QuiGACannabisTPP es que a medida que
aumenta el tiempo de permanencia en el medio disminuye el porcentaje liberado. Esto
puede relacionarse a que no se trata de la misma muestra analizada a distintos intervalos de
tiempo, lo que podria introducir un error debido a la falta de homogeneidad en las
muestras. Puntualmente con esta muestra, en ambos medios, se observa que en el tiempo
de permanencia de 3 semanas la muestra posee un valor de porcentaje de cannabis liberado
mayor que en el tiempo de 4 semanas. Esto podria estar directamente relacionado con el
cambio de goma arabiga que se mencioné previamente. Al realizar los geles con la nueva
materia prima se observé que el gel a simple vista mostraba propiedades diferentes, se
podria decir que su grado de entrecruzamiento es menor por ende facilitaria la difusion del
farmaco al medio.

En relacidn a los hidrogeles cargados con cannabis, QuiGACannabis, se observa un aumento
en el porcentaje de liberacién a medida que aumenta el tiempo de permanencia en el
medio. Este aumento es evidente tanto en agua como en solucidn fisiolégica. Finalmente, se
observd que el aumento de concentracion de extracto de cannabis en el hidrogel,
QuiGACannabis (3), resultd en una disminucién en el porcentaje de liberacién en
comparacion con la concentracion inicial analizada.

Resulta importante destacar que las concentraciones maximas de cannabis mostradas no
son insignificantes ni demasiado altas. En la literatura, se ha observado que los hidrogeles
cargados con cannabis han liberado hasta un 19% de la concentracién en tan sélo 85 horas
[50]. Lo que representa un porcentaje mayor en un periodo de tiempo mas corto en
comparacion a lo observado en nuestro estudio.

La liberacién depende de la unidn polimero y farmaco, en este caso extracto de cannabis, y
debe tenerse en cuenta a la hora de analizar la liberacion [5]. En este escenario el extracto
de cannabis se encuentra unido quimicamente a las cadenas poliméricas antes de la
formacidn del gel. En este tipo de enlaces entre polimeros y farmacos, el grado de liberacién
de producto puede extenderse desde dias hasta meses. El mecanismo de liberacion se basa
en la degradacion o disolucion gradual del polimero [5]. Sin embargo, cabe cuestionar si este
enfoque es el mas adecuado para su uso como material de apdsito, dado que la funcidn

61



deseada seria liberar la maxima concentracién en un periodo breve para aliviar el dolor o la
inflamacién en una herida especifica del cuerpo.
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5. Estudio de la factibilidad econdmica

5.1 Resumen ejecutivo

El estudio de factibilidad analiza la rentabilidad de la producciéon nacional de hidrogeles
basados en polimeros naturales para la utilizacion cémo apdsitos con el agregado de la
liberacion de cannabis. Este proyecto se enfoca en el prometedor mercado de los apdsitos
médicos, un sector de vital importancia en el dmbito de la salud. Estos apdsitos, con un
precio de venta de 5,3 USD por unidad y una capacidad anual de 1,260,500 unidades en el
primer afo y luego aumentard un 5,9% a cada afio. Esto responde a una demanda constante
y creciente en el mercado sanitario. Para evaluar su viabilidad, se ha llevado a cabo un
analisis de factibilidad econémica de la produccién.

El andlisis requirid del calculo de costos fijos, variables, ventas del producto y estimaciones
del precio de venta para que sea lo suficientemente competitivo en el mercado. El proyecto
demuestra un potencial sélido en términos de rentabilidad, se estimé una vida util de 5
afios. La inversion total inicial de 308856,41 USD se recupera en un tiempo menor a la mitad
de vida del proyecto, sélo 2 afios y 2 meses. El Valor Presente, que asciende a 32,119.78
USD, junto con una Tasa Interna de Retorno del 24%, indican una alta rentabilidad en
relacion con la inversidn. Sin embargo, el analisis de sensibilidad resalta la importancia del
costo de las materias primas, como el extracto de cannabis y el tripolifosfato de sodio, y
sugiere la posibilidad de producirlo internamente para reducir costos o eliminarlo de su
produccidn. En resumen, este proyecto se erige como una oportunidad sélida respaldada
por su rentabilidad, con un potencial para mejorar ain mas la eficiencia y los costos a través
de una gestioén de las materias primas.

5.2 Antecedentes

La produccién de hidrogeles a base de polimeros naturales para su utilizaciéon en vendajes
para heridas, surgié de la clara necesidad de desarrollar este mercado a nivel nacional. En la
actualidad, el pais importa vendajes avanzados y no capitaliza los avances tecnolégicos
disponibles en la investigacion [51].

Estos hidrogeles basados en polimeros naturales representan una alternativa inteligente y
sostenible a los vendajes convencionales. Su uso tiene el potencial de mejorar la salud de
numerosas personas gracias a sus multiples ventajas en la curacién de heridas. Ademas,
contribuiria a mitigar los impactos ambientales negativos derivados del uso de insumos
provenientes de fuentes fdsiles. Es importante destacar que la goma arabiga, el quitosanoy
su carga con cannabis pueden obtenerse a partir de recursos naturales altamente
renovables disponibles en Argentina. Por lo tanto, justifica esta inversion en el pais,
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especialmente en el contexto del creciente interés en la investigacion del uso del cannabis
medicinal y el valor afiadido que esta carga puede aportar en el tratamiento de heridas.

5.3 Estudio de mercado

Antes de adentrarnos en un analisis exhaustivo de rentabilidad, es esencial realizar un
analisis de mercado para determinar la viabilidad de llevar a cabo la idea inicial de inversion.
Este andlisis implica cuantificar la demanda que respalde la implementacién del proceso
productivo del producto, considerando sus especificaciones [52]. Asimismo, se evalua la
oferta y se realiza un analisis de los precios.

El objetivo primordial es confirmar la viabilidad de introducir el producto en el mercado al
verificar la existencia de una necesidad no satisfecha que justifique su produccién y
comercializacion.

5.3.1 Producto

El producto a comercializar es un apdsito de hidrogel con extracto de cannabis disefiado
para su liberacidn controlada. Un apésito se refiere a cualquier producto sanitario utilizado
para cubrir y proteger una herida, con el objetivo de fomentar la reepitelizacion del tejido
dafiado vy, por ende, la cicatrizacién de la herida.

Los biopolimeros, como el quitosano y la goma arabiga, se utilizan para encapsular farmacos
con beneficios para la dermis del usuario. En el caso del apdsito propuesto, al entrar en
contacto con la piel, permite la liberacién controlada de cannabis, actuando como un agente
antiinflamatorio que proporciona alivio en la zona afectada. Este producto estara disponible
en forma de discos de 10 cm x 10 cm.

5.3.2 Mercado objetivo

El producto esta dirigido a las industrias de apdsitos avanzados, que busquen un vendaje
tecnolégico y con funcionalidad. Se buscara que las empresas asociadas compartan valores
ambientales, con el fin de evitar o mitigar el dafio ambiental. El mercado de vendajes se
divide en dos segmentos principales, los apésitos tradicionales y los avanzados. Los
productos convencionales llevan un largo tiempo en el mercado, habiendo surgido con la
expansién de la produccién textil en los tiempos de la revolucidn industrial. En la actualidad
se consideran productos de bajo desarrollo tecnoldgico, o que no se sigue investigando
dentro de ese campo quedaron estancados. A diferencia de los apdsitos avanzados, no
interactuan con la herida ni ayudan a acelerar el proceso de curacion. Su funcion se reduce a
proporcionar un ambiente seco para la proteccidén de factores externos. Se caracterizan por
tener bajos costos y alta disponibilidad [1,64].
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La estrategia clave adoptada se centra en la diferenciacién, con la empresa aspirando a
posicionarse como lider exclusiva en su sector industrial, valorada por la integracion de
tecnologia en sus productos. La distincién del producto frente a la competencia radica en su
capacidad para proporcionar tecnologia al consumidor.

En el contexto de los vendajes avanzados, que surgieron en la ultima década como
respuesta a la necesidad de innovacién en un mercado estancado, estos se destacan por
brindar un ambiente activo a la herida, interactuar y acelerar el proceso de curaciéon y
cicatrizacién, ademads de implicar la sustitucidon de insumos derivados de fuentes fdsiles [54].
A pesar de sus multiples ventajas, este mercado aun estd en crecimiento, no siendo
ampliamente adoptado por los profesionales de la salud debido a costos elevados y limitado
conocimiento sobre estos avances. No obstante, esta posicidon refleja un potencial de
crecimiento significativo, sefialando la posibilidad de penetrar en este mercado si se ejecuta
una adecuada promocion y distribucién, aprovechando su ventaja superior respecto al
mercado tradicional [53].

En Argentina, el mercado de apdsitos avanzados esta dominado por empresas europeas y
estadounidenses, y la produccion local de apdsitos estd aun en sus primeras etapas de
desarrollo [55].

En América Latina, el crecimiento del mercado es moderado. En 2017, la region representé
solo el 10,2% de los ingresos del mercado mundial de productos para el cuidado de heridas.
Sin embargo, se prevé que crecera a una tasa compuesta anual del 6,4%, alcanzando un
valor de USD 2400 millones para 2045 [53]. En Argentina, se estima que el mercado de
gestion del cuidado de heridas experimentard una tasa compuesta anual de crecimiento del
5,9% durante el periodo 2023-2028 [56].

Algunas de las empresas que actualmente dominan el mercado argentino son 3M Company,
Medtronic PLC, Smith & Nephew, Johnson and Johnson, ConvaTec Group PLC, B. Braun
Melsungen AG, Coloplast A/S y Molnlycke Health Care [56]. Estos productos se
comercializan y distribuyen a mayoristas y minoristas (droguerias, ortopedias y farmacias)
segln la demanda de la zona, y estos a su vez abastecen a otras empresas o centros de
salud (clinicas y hospitales) y a clientes finales.

5.3.3 Oferta y demanda

Debido a que el mercado en el pais aun esta en una etapa inicial de desarrollo, la obtencién
de datos e informacion especifica sobre la demanda de este producto ha sido un desafio.
Por esta razdn, para estimar el tamafio del mercado objetivo, se han empleado enfoques
aproximados.
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De acuerdo con datos proporcionados por dos empresas lideres en la distribucién de
apositos de hidrocoloides en Argentina, se identific6 un promedio de demanda de 12
millones de unidades en 2017 [57]. Teniendo en cuenta que entre 2017 y 2022 hubo un
CAGR de 8,1% a nivel mundial, se estima que la demanda nacional de vendajes actualmente
es de 16.860.000 unidades anuales.

Segun las estadisticas oficiales de un grupo de empresas se espera que el mercado
argentino de tratamiento de heridas registre una tasa de crecimiento compuesta del 5,9%
durante el periodo 2023-2028. Es importante tener en cuenta que en el mercado existen
vendajes de diversos tamanos, y esta cifra no discrimina entre las diferentes medidas. De
acuerdo con las mismas fuentes de la industria [58], el 50% de la demanda de los
consumidores corresponde a vendajes de 10 cm x 10 cm.

Se puede concluir que, en el afio 2023, el mercado anual de apésitos avanzados de 10 cm x
10 cm fue de aproximadamente 8,430,000 unidades anuales. Para este proyecto, se busca
capturar el 15% de este mercado nacional, lo que equivale a una estimacién de ventas
anuales de aproximadamente 1,264,500 unidades en el primer afio. Considerando la Tasa de
Crecimiento Anual Compuesta (CAGR) estimada del 5,9% para el periodo de 2023-2028 [3],
se proyecta el volumen de ventas a lo largo de los 5 afos de inversién. La Tabla 12 detalla
las ventas anuales estimadas durante la vida util de 5 afios del proyecto.

Tabla 12. Cantidad de ventas por cada afio de vida util del proyecto.

Afio de proyecto 1 2 3 4 5

Cantidad de ventas | 1,264,500 | 1,339,635 | 1,418,674 | 1,502,375 | 1,591,015
anuales (millén de
unidades/afio)

5.3.4 Precio de venta

La determinacién del precio de venta se basd en datos de referencia del mercado,
reflejando la cantidad monetaria a la que los productores estdn dispuestos a vender un bien
y los consumidores a adquirirlo, logrando asi un equilibrio en el mercado [52]. El objetivo
principal era alinear el precio con los parametros del mercado para satisfacer las
necesidades y expectativas del comprador, considerandose el elemento mads crucial en Ia
estrategia comercial para determinar la rentabilidad del proyecto. La informacién obtenida
del mercado proporciona la perspectiva del precio que el consumidor estd dispuesto a pagar
por un bien. Sin embargo, el precio al que la empresa vendera el producto dependera de los
intermediarios presentes en la cadena de comercializacion y de la combinacién de tacticas
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de la mezcla de marketing. Esta ultima se refiere al conjunto de herramientas tacticas que la
empresa integra para obtener la respuesta deseada en su mercado objetivo.

Los precios observados en el mercado oscilan entre aproximadamente $1500 a $3500
(equivalente a USD 4-10). Considerando que la comercializacién del producto se enfocara en
mayoristas, tales como farmacias, droguerias y ortopedias, se debe reducir el precio en un
porcentaje (ya que se vende al por mayor y luego los mayoristas obtienen cierta ganancia).
Ademas, se optd por utilizar una estrategia de marketing que consiste en reducir el costo en
comparacion con los precios de mercado, dada la novedad del producto en la industria
nacional. Finalmente, esto resultd en un precio de 5,3 USD por unidad.

5.3.5 Comercializacion

El principal objetivo es alinear el producto con los pardmetros del mercado para satisfacer
plenamente las necesidades y expectativas de los compradores.

Dado que el mercado es limitado y altamente selecto, se ha considerado implementar un
canal de distribucién directo, es decir, sin intermediarios, que implica la venta directa de los
apositos a las farmacias. Esta estrategia se fundamenta en la premisa de que al reducir la
cantidad de intermediarios, se lograra un mayor control sobre el producto y su precio.

5.4 Ingenieria de produccion

La ingenieria de la produccién contempla todas las acciones que llevan a la operacion del
proyecto. Ademas, cuantifica todas las variables involucradas [52].

5.4.1 Capacidad de la planta

La capacidad de la planta se refiere a la capacidad instalada al 100% y se expresa en
unidades de produccidon por afio. Posteriormente, la planta podria operar a diferentes
porcentajes de utilizacién. Esta capacidad estimada se fundamenta en la demanda prevista
del producto, la disponibilidad de insumos, la ubicacién de la planta y el plan de ventas
proyectado. Es esencial dimensionar la planta con una capacidad superior al punto maximo
de operacion, que se estima en 1.59 millones de unidades por afio. Esto se debe a la
presencia de ciertos procesos y técnicas que requieren una escala minima de produccidn
para evitar costos excesivos. A su vez, se deben considerar posibles eventualidades y picos
de demanda imprevistos [52]. Por consiguiente, la capacidad de la planta se fija en 2
millones de unidades por afio, asumiendo una operacién durante 16 horas al dia, 28 dias al
mes y durante los 12 meses del afio.
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5.4.2 Proceso de produccion

El proceso de produccién de hidrogeles inicia con la preparacion de soluciones de quitosano
al 5 mg/ml y goma ardbiga al 20 mg/ml, ambas en soluciones buffer con un pH de 4,5. En
primer lugar, se preparan las soluciones buffer utilizando acido acético al 1% (v/v) y
bicarbonato de sodio al 1% (v/v) para facilitar la disolucién de los biopolimeros.
Posteriormente, se agregan las materias primas en forma de polvo y se mantienen en
constante agitacién a temperatura ambiente hasta que se disuelvan por completo en las
soluciones mencionadas. Este proceso de disolucion de las materias primas lleva
aproximadamente 5 horas, por lo que se recomienda comenzar la dilucién al inicio de la
jornada para asegurar una produccion continua.

Una vez que las soluciones estdn homogéneas, se afiade el extracto de cannabis a la
solucién de goma arabiga en una proporcion del 9% (v/v) y se agita vigorosamente para
asegurar una adecuada mezcla. Luego, estas soluciones se vierten gota a gota en un
recipiente con agitacién a aproximadamente 200 rpm. Permanecen en agitacién durante
media hora y luego se someten a centrifugacién. A continuacion, se colocan en una cinta
transportadora para llevar a cabo el secado industrial. Posteriormente, los hidrogeles secos
se sumergen en una solucion de tripolifosfato de sodio al 5% (p/v) para aumentar su grado
de entrecruzamiento y finalmente se lavan con agua destilada.

En la etapa siguiente, después del entrecruzamiento, se procede al corte para obtener
vendajes de dimensiones de 10 cm x 10 cm. Luego, se lleva a cabo un lavado industrial para
eliminar el agua superficial. Finalmente, los vendajes se almacenan en lugares frescos,
protegidos de la radiacién solar.

Es importante mencionar que la esterilizacidn de los productos envasados se terceriza [59],
ya que requiere el uso de un autoclave especializado y representa un costo elevado en
maquinaria para llevarlo a cabo.

5.4.3 Localizacion

La planta estara ubicada en el Parque Industrial General Manuel Salvio, situado sobre la
Ruta Provincial N°88 en Mar del Plata, Provincia de Buenos Aires, Argentina.

La eleccién estratégica de esta ubicacion responde principalmente a consideraciones
comerciales. Estar cerca de terminales de trenes, el puerto y el aeropuerto facilitara la
conectividad con mercados locales e internacionales. El propio Parque Industrial ya dispone
de servicios que aseguran una rapida puesta en marcha y operacion de las instalaciones, lo
gue crea condiciones iniciales altamente favorables. Ademas, en el Parque se ofrecen lotes
de distintas superficies, adecuados para satisfacer cualquier requerimiento especifico.
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Ademas de las consideraciones comerciales, se ha tenido en cuenta la proximidad a fuentes
de abastecimiento relevantes. Es importante resaltar que en este mismo Parque Industrial
se esta llevando a cabo el desarrollo de una planta para la obtenciéon de Quitosano en
GIHON - Laboratorios Quimicos SRL, lo cual afiade un valor estratégico adicional a la
ubicacién de nuestra planta.

En la Figura 46, se muestra el diagrama de flujo del proceso de fabricacion de los apdsitos de
cannabis.

Diagrama de flujo:
HIDROGELES CON LIBERACION DE CANNABIS
—> [ L] L]

Tripolifosfate de Esterilizacion
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¥
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Figura 46. Diagrama de flujo del proceso.

5.4.4 Especificaciones de los equipos

En esta seccidn, se detallan los equipos necesarios para la produccién de hidrogeles a escala
industrial con el objetivo de abastecer el mercado previamente mencionado:

Reactor Industrial Tipo Batch:

Tres reactores con una capacidad de 500 litros cada uno y agitacién de flujo radial a
diferentes velocidades.
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a. Capacidad de 500 litros y agitacién a 700 rpm: para la preparacion de las
soluciones buffer de acido acético y bicarbonato de sodio, y la incorporacién del 5% (p/v) de
quitosano.

b. Capacidad de 500 litros y agitacion a 700 rpm: para la preparacién de las
soluciones buffer de acido acético y bicarbonato de sodio, la incorporacién del 20% (p/v) de
goma ardbiga, y el 9% (v/v) de extracto de cannabis.

c. Capacidad de 500 litros y agitacién a 200 rpm: para la incorporacién de las
soluciones homogeneizadas de quitosano y goma arabiga con extracto de cannabis,
simulando el goteo realizado a escala de laboratorio con pipetas Pasteur.

d. Capacidad de 500 litros y agitacion a 100 rpm: para la preparacién de la solucién
de tripolifosfato de sodio utilizada en la etapa de entrecruzamiento.

Figura 47. Reactor tipo Batch.

Centrifugadora Industrial:
Una centrifugadora con capacidad suficiente que centrifugarda a 8,000 rpm durante 30

minutos, 30 minutos después de mezclar gota a gota las soluciones de quitosano y goma
arabiga con extracto de cannabis.
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Figura 48. Centrifuga industrial.
Cintas Transportadoras:
Cuatro cintas transportadoras serdn utilizadas para el transporte de los hidrogeles desde la

centrifugadora hacia el secador industrial, luego hacia la etapa de entrecruzamiento, al
secador industrial nuevamente y, por ultimo, a la maquina empaquetadora.

Figura 49. Cinta transportadora industrial.

Secadora Industrial:

Se emplea una secadora industrial de bandeja para las primeras etapas de secado.
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Figura 50. Secadora de bandejas.

Cortadora Industrial:

Una cortadora industrial serd utilizada para transformar los hidrogeles en vendajes
individuales de 10 cm x 10 cm.
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Figura 51. Cortadora industrial.

Maquina Empaquetadora:

Se encargard de sellar los vendajes en bolsas individuales de polietileno para su posterior
distribucién. Es importante mencionar que se requiere la esterilizacién de los sistemas de
vendaje-empaque posteriormente.

s RN TN

<

Figura 52. Maquina de embalaje de polietileno.
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Esta configuracidon de equipos permitird llevar a cabo eficientemente todas las etapas del
proceso de produccién de los hidrogeles a escala industrial, desde la preparacion de las
soluciones hasta el empaquetado final de los vendajes para su distribucidn.

5.4.5 Impacto social y ambiental

En los ultimos afos, ha surgido un interés creciente en materiales derivados de fuentes
renovables y sostenibles, impulsado por la creciente conciencia ambiental, la problematica
de la acumulacién y gestion de residuos, asi como la inminente disminucién de los recursos
fésiles. Este proyecto propone la utilizacién de quitosano y goma arabiga como polimeros
biodegradables, sostenibles, facilmente disponibles y de bajo costo, confiriendo asi un valor
y utilidad significativos al producto final. El quitosano se extrae de residuos provenientes de
los exoesqueletos de crustaceos, lo que representa un enfoque motivador para la
produccién al reducir la cantidad de desechos generados en la industria pesquera.

Este producto se destaca por su avanzada aplicacion en la curacion de heridas,
contribuyendo asi a mejorar la salud y el bienestar de los pacientes. La biocompatibilidad de
los biopolimeros utilizados como materias primas y la adicién de extracto de cannabis
amplifican los beneficios para la salud y el bienestar de los consumidores.

Se proyecta que en los proximos afios, los consumidores aumentaran su apreciacion por el
consumo de materiales mds biodegradables y tecnolégicamente avanzados, como es el caso
de los apdsitos propuestos en este estudio. Este cambio refleja una evolucién en las
preferencias del consumidor hacia productos que no solo sean efectivos en su funcidn, sino
gue también minimicen su impacto ambiental y contribuyan a un futuro mas sostenible.

5.4.6 Marco legal

La fabricacién de apdsitos debe llevarse a cabo en instalaciones que cumplan con los
requisitos legales establecidos por el ente regulador correspondiente en Argentina, la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT). Es
fundamental que estas instalaciones estén debidamente aprobadas y cumplan con todos los
requisitos legales aplicables para garantizar la calidad, seguridad y eficacia de los productos
médicos fabricados.

5.5 Evaluacion econdmica

5.5.1 Analisis de la inversion requerida

La inversidn total (IT) requerida representa la cantidad de capital necesaria para poner en
operacion un proyecto. Se compone de dos componentes principales: la inversion fija total
(IFT) y la inversidn en capital de trabajo (IW). La férmula para calcular la inversién total es la
siguiente:
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IT = IFT + IW Ecuacién 8

La inversion fija total comprende la cantidad de fondos necesarios para la construccién
completa de una planta de procesamiento, incluyendo sus servicios auxiliares, con el
objetivo de comenzar la produccion. Se desglosa en la inversidn fija (IF) y el valor del
terreno. La inversion fija se determina mediante el Método de Estimacién por Factores:

IF = IEx(1+2f)«~A+2fy) Ecuacion 9

Donde:

- IE es el valor de los equipos instalados.

- fi son los factores de multiplicacién para estimar los componentes de la inversién
directa, como caferias e instrumentacion.

- fii son los factores de multiplicacién para estimar los componentes de la inversiéon
indirecta, como ingenieria, supervisidon y contingencias.

En la Tabla 13 se detallan los costos de los equipos instalados (IE). Es importante mencionar
gue no se considerd la variabilidad del tipo de cambio en ninguno de los costos del analisis

econdmico.

Tabla 13. Costos de los equipos de la planta sin instalacién.

Equipo Marca Unidades Costo por unidad (USD)
Reactor industrial 500 L PKW [60] 4 6.090
tipo batch
Centrifuga industrial GEA [61] 1 3.600
Cinta transportadora ULTIMATION 4 1.670
[62]
Secadora industrial FIMAR [63] 1 3.500
Cortadora industrial STYLENC [64] 1 9.500
Maquina empaquetadora | CORETAMP [65] 1 5.200
Inversion total de equipos sin instalar (USD) 52.840

Ademas, se tomod en cuenta un costo adicional del 20% del valor de los equipos para cubrir
los gastos de instalacién, dado que se trata de equipos que requieren ingenieria inmediata
[52]. En ultima instancia, la inversion total en equipos instalados (IE) asciende a USD 63.408.
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En la Tabla 14 se detallan los factores considerados para calcular la inversion fija, junto con

sus respectivos valores.

Tabla 14. Factores directos e indirectos asumidos para el cdlculo de la inversién fija.

Componentes directos Criterio de eleccidén Factor f;
Tuberias de proceso Proceso mixto 0,2
Instrumentacion Control parcialmente 0,075
automatizado
Edificios de fabricacion Construccion cerrada 0,8
Plantas de servicios Plantas de servicio 0,625
totalmente nuevas
Conexiones entre unidades Entre las unidades de 0,025
servicios
If, 1,725
Componentes indirectos Criterio de eleccion Factor fi;
Ingenieria y construccion Ingenieria inmediata 0,275
Factores de tamafio Unidad comercial pequefiia 0,1
Contingencias Variaciones imprevistas 0,25
Zf 0,625

Posteriormente, basandonos en la IF =IE « (1 + Xf;)) * (1 + 2 f};)

Ecuacién 9 y los

datos de la Tabla 14, se determind que la inversion fija asciende a USD 280.778,6

Con respecto al terreno, el Municipio de General Pueyrredén otorga lotes en el Parque

Industrial General Savio de forma gratuita para proyectos que contribuyan al desarrollo

econdmico de la regién [67]. Por esta razon, se considera que el terreno no implica costos

adicionales, y la inversion fija total equivale a la inversion fija.

En la etapa final, es esencial calcular la inversién en capital de trabajo (IW), también

conocida como "capital de giro". Este capital comprende los fondos necesarios para que,

una vez que la planta esté instalada y operando en régimen normal, pueda funcionar segln

los niveles planificados en los estudios técnico-econdmicos. Los principales componentes de

la IW incluyen materias primas, repuestos, créditos a compradores y proveedores, entre
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otros. Para una estimacidn aproximada en industrias quimicas, se suele considerar el 10% de
la inversion fija total. Este calculo se realiza dado la falta de otros datos disponibles. En
conclusion, el valor estimado de la IW es de USD 28.077,9 y la inversion total alcanza los
USD 308.856,4.

5.5.2 Analisis de costos

5.5.2.1 Costos variables

Materia prima

Para la produccién de los hidrogeles, se necesitan los siguientes materiales y sustancias:
qguitosano, goma arabiga, extracto de cannabis, acido acético, bicarbonato de sodio,
tripolifosfato de sodio y agua destilada. En la Tabla 15 se encuentran especificadas las
cantidades requeridas de cada uno de estos elementos, asi como sus respectivos precios.

Tabla 15. Materias primas utilizadas, cantidades requeridas y sus costos.

Materia prima Costo Costo por unidad de vendaje
(USD)
Quitosano 8474 USD/kg 0,71
Goma arabiga 106 USD/kg 0,04
Extracto de cannabis 1103,1 USD/kg 1,84
Acido acético 36,4 USD/L 0,04
Bicarbonato de sodio 26,9 USD/kg 0,03
Tripolifosfato de sodio 4079 USD/kg 2,04
Agua destilada 0,13 USD/L 0,05

El costo de materia prima por unidad de vendaje asciende a USD 4,74. Es importante sefalar
que se ha contemplado la posibilidad de reutilizar el agua destilada y/o llevar a cabo un
proceso de destilacidn utilizando agua corriente.

Envases/empaque

Los envoltorios para los apdsitos consisten en bolsas de polietileno, con un costo individual
de 2,6 USD/m?.[68] Se estima que se emplea aproximadamente 0,15 m? de polietileno por
cada unidad de vendaje, lo que da como resultado un costo por unidad de vendaje de USD
0,13. Adicionalmente, se incluye el costo correspondiente a la esterilizacién de los sistemas
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de vendaje y empaque, que es subcontratada. El costo por unidad para este proceso es de
aproximadamente USD 0,03.

En resumen, el costo total por unidad, considerando empaquetado y esterilizacién, se situa
en USD 0,16.

Mano de obra

El costo de la mano de obra abarca los sueldos de los operarios y/o empleados que
desempefian tareas directamente relacionadas con la fabricaciéon del producto. En
situaciones en las que la empresa esta operando al 100% de su capacidad, se requieren 3
operarios por turno, con una jornada laboral de 8 horas diarias y 2 jornadas diarias. La
planta, en estas condiciones, funciona durante 20 dias al mes y durante los 12 meses del
ano. Con base en los datos proporcionados por la Unién de Obreros y Empleados Plasticos
[66], se determina el costo de la hora hombre de un operario calificado, incluyendo las
cargas sociales, siendo este de USD 4,26. El calculo del costo anual de la mano de obra,
considerando la planta operando a su maxima capacidad de diseifo, asciende a USD
68.731,27. Por consiguiente, el costo unitario se establece en USD 0,034.

Supervisién

El costo de supervisidon se considera como el 20% de la mano de obra directa [52],
resultando asi 0,007 USD/unidad.

Servicios

Los costos variables de servicios, contempla los necesarios para realizar la produccién del
bien, incluyendo energia eléctrica, agua y gas natural. Los ultimos dos mencionados se
consideran para el consumo personal de la empresa, por lo cual se asemeja al tipico de una
vivienda. El consumo eléctrico de los equipos utilizados se calculd a partir del cuadro
tarifario de Edea para medianas demandas. Se debe pagar un cargo fijo mensual de 7,49
USD y uno variable de 0,04 USD/kW [69]. En la Tabla 16 se detallan las potencias de las
magquinarias utilizadas durante el proceso de confeccidén del vendaje.

Tabla 16. Potencia de los equipos utilizados

Equipo Potencia [kW/h]

Reactor industrial tipo batch 25

Centrifuga industrial 10
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Cinta transportadora 2
Secadora industrial 1,5
Cortadora industrial 0,15
Maquina empaquetadora 2,2
Total de consumo equipos por hora 40,85 kw
Total de consumo de equipos por afo 219.609,6 kW

Ademas del costo de energia eléctrica, se suman los costos de gas y agua, estimados en
linea con el consumo tipico de una vivienda. Asi, se obtiene un costo total por servicios
cuando la planta opera a su maxima capacidad de disefio de USD 1.157,06. Seguidamente, el
costo por unidad de vendaje se establece en 0,0006 USD.

Mantenimiento

Los costos de mantenimiento para la planta operando a su capacidad de disefio, es decir al
100%, se estiman como el 5% de la inversion fija. Por lo tanto, el costo de mantenimiento es
de 0,007 USD/unidad.

Suministros

Los suministros estdn compuestos por los materiales utilizados por la planta excluyendo las
materias primas y demas, que fueron mencionados anteriormente. Se puede estimar el
costo de suministros como un 0,75% de la inversién fija para la planta operando a su
maxima capacidad [52]. Por ende, el costo variable de suministros resulta de USD 2.105,84 y
de 0,001 USD/unidad.

Laboratorio

Dentro de estos costos variables se consideran los ensayos de laboratorios necesarios para
el control de calidad y operaciones. Se pueden estimar como un 11% de la mano de obra
directa, [52] y el costo resulta de USD 7.560,44 para la maxima capacidad de la planta. El
costo unitario del laboratorio es de 0,004 USD. En la Tabla 17 se detallan los costos variables
en cada afio de produccion.

Tabla 17. Costos variables de produccién en USD.

Costos variables (USD)
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Afio 1 2 3 4 5
Cantidad de 1.264.500,00 | 1.339.635,00 | 1.418.674,00 | 1.502.375,00 1.591.015,00
ventas anuales
(USD / afio)
Materia prima | 5.997.564,00 | 6.353.932,21 | 6.728.816,75 | 7.125.813,30 7.546.235,69
Empaque 201.683,2 213.666,96 226.273,40 239.623,41 253.761,17
Mano de obra 43.455,35 46.037,41 48.753,63 51.630,07 54.676,24
Supervision 8.691,07 9.207,48 9.750,73 10.326,01 10.935,25
Servicios 731,55 775,02 820,75 869,17 920,45
Mantenimiento 8.876,11 9.403,52 9.958,33 10.545,87 11.168,07
Suministros 1.331,42 1.410,53 1.493,75 1.581,88 1.675,21
Laboratorio 4.780,1 5.064,11 5.362,9 5.679,31 6.014,39
CV TOTALES 6.267.113,25 | 6.639.497,24 | 7.031.230,23 7.446.069,02 7.885.386,47

5.5.2.2 Costos fijos

Costos de inversion

Estos costos incluyen depreciacidén, impuestos y seguro.

o Depreciacién: En cuanto a la depreciacién, se emplea el método de la linea recta

para su calculo, siendo este el método mas ampliamente utilizado y simple. La
férmula que rige este cdlculo es la siguiente:

1
Costo de la depreciacion anual = - *(IF—-L) (X)

Donde "n" representa la vida util del proyecto, establecida en 5 afios en este caso, y
"L" es el valor residual al final de la vida util, estimado en un 30% de la inversion fija.
Por ende, el costo resultante por depreciacion es de 39.309 USD/afio.

Impuestos: Se estiman en un 1,5% de la inversion fija, lo que da como resultado
4.211,68 USD/afio.

Seguros: Respecto a los seguros, estos abarcan la propiedad, el personal y las
mercaderias. Se estima su costo en un 0,75% de la inversidn fija, totalizando
2.105,84 USD/ano.

En resumen, estos componentes contribuyen a los costos generales que componen

la inversidn fija.
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Ventas y distribucion

Los costos relacionados con la venta y distribucion comprenden los salarios, gastos
generales de oficinas de ventas, comisiones, gastos de viaje, embarque y otros gastos
asociados. Este costo se estima como el 3% de los ingresos anuales por ventas a la
capacidad de disefio [52]. Considerando un precio de venta de 5,3 USD, el costo
correspondiente se calcula en USD 318.000.

Direccién y administracion

Los gastos administrativos de la empresa, que incluyen salarios del personal administrativo y
gastos generales de la direccidn, pueden estimarse como el 30% del costo de mano de obra
directa. Dado que este valor es variable, se utiliza el correspondiente a la capacidad de
disefio de la planta. En conclusidn, este calculo arroja un resultado de USD 20.619,38.

La Tabla 12 muestra los valores de los costos fijos para solventar por la empresa.

Tabla 18. Costos fijos de produccién en USD.

COSTOS FIJOS (USD)
Costos de inversion Depreciacién 39.309
Impuestos 4.211,68
Seguros 2.105,84
Ventas y distribucion 318.000
Administracion y direccion 20.619,38
CF TOTALES 384.245,90

En la Tabla 19 se puede concluir con los costos de produccién por afio del proyecto.

Tabla 19. Costos de produccion por aio del proyecto.
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Costos de 6.651.359,15 | 7.023.743,14 7.415.476,12 | 7.830.314,91 | 8.269.632,36
Produccion (USD)

5.5.3 Analisis de rentabilidad

La rentabilidad se mide a través de la ganancia generada por una actividad en relacién con la
inversion de capital requerida para llevarla a cabo. Para evaluarla, se emplean tanto un
enfoque estatico como un enfoque dinamico, utilizando métodos como el valor presente
(VP), la tasa interna de retorno (TIR) y el tiempo de repago (nR).

El valor presente representa la cantidad de dinero necesaria al inicio del proyecto, ademas
de la inversion total. Esta suma, invertida a una tasa de interés predefinida, debe generar el
mismo ingreso que el flujo de caja del proyecto en un periodo dado. Para que el proyecto
sea considerado rentable, el VP debe ser mayor a cero, indicando que genera un monto
remanente sobre el minimo exigido. Se calcula utilizando la siguiente féormula:

VP(%) = Xj-y %— IT Ecuacién 10

Donde n es la vida util del proyecto y FC; es el flujo de caja correspondiente a cada afio del
proyecto.

La tasa interna de retorno (TIR) representa la tasa de interés anual que deberia aplicarse al
flujo de efectivo de manera que la inversidn inicial se reduzca a cero al final de la vida util
del proyecto. Es esencialmente la maxima tasa de interés que podria pagarse anualmente
para financiar la inversién y liquidar por completo al término del proyecto. La TIR es un
indicador de rentabilidad y confirma que un proyecto es rentable cuando supera la tasa de
rentabilidad minima aceptable (TRMA) establecida por la empresa. En este caso, se ha
considerado una TRMA del 20%. Para calcularla, se emplea la férmula:

n FC;

=1 (1+r)l.—IT =0 Ecuacion 11

Finalmente, el tiempo de repago (nR) se define como el periodo minimo tedrico necesario
para recuperar la inversion fija depreciable (IFd) a través de los flujos de efectivo generados
por el proyecto. La IFd se calcula restando el valor residual o de reventa al final de la vida
util de un bien a la inversidén fija. Segun el criterio utilizado, se considera que el proyecto es
rentable cuando este valor es menor a la mitad de la vida atil del proyecto. La férmula para

calcularlo es la siguiente:

IFd ..
nkR = TC Ecuacion 12

Para realizar la evaluacion, se cred el cuadro de fuentes y uso de fondos que se puede
observar en la Tabla 20. Se tomd en cuenta una tasa impositiva del 35% y se establecié una
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Tasa de Rentabilidad Minima Aceptable (TRMA) del 20%. A su vez, se

tiempo de repago que se puede observar en la Figura 53.

Tabla 20. Cuadro de fuentes y uso de fondos.

realizé el analisis de

Afo
0 1 2 3 4 5
Fuentes
Ingreso por 6.701.850,00 | 7.100.065,50 | 7.518.972,20 | 7.962.587,50 | 8.432.379,50
ventas
Costos de 6.651.359,15 | 7.023.743,14 | 7.415.476,12 | 7.830.314,91 | 8.269.632,36
produccién (CP)
Usos
BNAI 50.490,85 76.322,36 103.496,08 132.272,59 162.747,14
Impuesto a las -17.671,80 -26.712,83 -36.223,63 -46.295,41 -56.961,50
ganancias
Beneficio neto 32.819,05 49.609,54 67.272,45 85.977,18 105.785,64
Depreciacion 39.309,00 39.309,00 39.309,00 39.309,00 39.309,00
Egresos iniciales
Inversidn fija -
280.778,5
5
Terreno -
Capital de -28.077,86
trabajo
Recuperacion S
de capital 112.311,42
Flujo de caja - 72.128,05 88.918,53 106.581,45 125.286,18 257.406,06
308.856,4
1
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Tiempo de repago

$ 500.000,00
$ 400.000,00
$ 300.000,00
$ 200.000,00

$ 100.000,00

-$ 100.000,00

Flujos de caja acumulados

-$200.000,00 &

-$300.000,00 —
Anos de vida del proyecto

Figura 53. Analisis del tiempo de repago del proyecto.

Concluyendo con el andlisis de rentabilidad, se obtuvo un valor presente de USD 32.119,78,
un tiempo de repago de 2 afos y 2 meses y una tasa interna de retorno de 24%. Cémo el
valor presente es mayor a cero, el tiempo de repago es menor a la mitad de la vida del
proyecto y la TIR es mayor a la TRMA, por todo esto se puede afirmar que el proyecto es
rentable.

5.5.4 Analisis de sensibilidad

El analisis de sensibilidad es una técnica que permite evaluar cémo las modificaciones en los
valores de variables criticas pueden impactar la rentabilidad de un proyecto [52]. Al variar
una variable mientras se mantienen las demas constantes, se generan nuevos resultados en
términos de rentabilidad. Para evaluar esta sensibilidad, se ha desarrollado una estructura
de costos de produccién durante el primer afo de vida util del proyecto.
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‘ Mano de obra; 0,65%| q Laboratorio; 0,07%| q Goma arabiga; 0,7%

ﬂ Bicarbonato de sodio; ﬂ_.Acido acético; 0,9%.‘
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Quitosano; 14,2%

Tripolifosfato de
sodio; 41,2%

Extracto de
cannabis; 37,1%

Figura 54. Estructura de costos de produccién en el primer afo de la vida util del proyecto.

Al observar la Figura 54, queda claro que existen tres materias primas principales que
representan la mayor parte de los costos de producciéon. Estas materias primas son el
tripolifosfato de sodio, el quitosano y el extracto de cannabis. De estas tres, el quitosano
tiene el mayor costo, pero el tripolifosfato de sodio se utiliza en una mayor cantidad por
cada gel en comparacién con el quitosano.

Una estrategia para reducir los costos de produccion podria ser considerar la eliminacién del
proceso de entrecruzamiento de los geles. A lo largo del estudio, se comparé el rendimiento
de los geles entrecruzados con los que no lo estaban. El entrecruzamiento aporta valor
agregado al mejorar la durabilidad y la capacidad de ruptura de los geles, pero es un aspecto
gue se podria reconsiderar.
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Figura 55. Estructura de costos sin el costo de tripolifosfato de sodio.

Si se decide reducir los costos de produccion y eliminar la etapa de entrecruzamiento, los
costos asociados al tripolifosfato de sodio se reducirian al 0%. Sin embargo, el costo del
extracto de cannabis aumentaria hasta un 63%, (Figura 55) lo que indica una alta
sensibilidad del proyecto a las fluctuaciones en el precio del extracto de cannabis. Es
importante destacar que no se puede prescindir del extracto de cannabis, ya que es el
componente diferenciador del apdsito. En este sentido, se podria analizar la posibilidad de
producir el extracto de cannabis dentro de la misma planta para reducir los costos por
unidad de extracto de cannabis.

Por ultimo, el quitosano también influye significativamente en el analisis de sensibilidad del
proyecto, representando inicialmente un 14,2% de los costos y posiblemente un 24,2% si se
decide no entrecruzar los geles. Para abordar este costo elevado de quitosano, se podria
considerar la implementacién de una planta de procesamiento de quitosano, un proyecto
gue GIHON - Laboratorios Quimicos SRL estd llevando a cabo, lo que podria reducir estos
porcentajes elevados y mejorar la rentabilidad del proyecto.
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6. Conclusiones y consideraciones finales

En este estudio fue posible obtener hidrogeles a partir de quitosano, goma ardbiga y
extracto de cannabis de forma exitosa a partir de un proceso simple, que incluye
interacciones electrostaticas. Ademas, se probd el entrecruzamiento a partir de
tripolifosfato de sodio y también fue exitoso. Se llevé a cabo la caracterizacién completa y se
analizaron las propiedades térmicas, morfolégicas, mecanicas, antimicrobianas y de
liberacidn a partir de diversas técnicas.

Los analisis FTIR brindaron informacién acerca de la composicidén y vibracién de los enlaces
tipicos de cada polimero y confirmaron la interaccion entre los polisacdridos utilizados para
la fabricacion de los hidrogeles. . Las imagenes SEM posibilitaron la visualizaciéon de la
estructura porosa, tanto homogénea cdmo heterogénea, con poros de diversos tamafios
interconectados. Esta morfologia es esencial para permitir propiedades de hinchamiento
adecuadas en los vendajes, lo que facilita la absorcién de los exudados provenientes de las
heridas. Esto se confirma luego al realizar el ensayo de grado de hinchamiento donde se
obtuvieron valores entre 150-250%.

Aunque los valores de permeabilidad al valor resultaron bajos, aspecto importante para
absorber exudados y mantener la humedad adecuada en los vendajes, el hidrogel de
guitosano cargado con cannabis se acercé a los valores deseados para un apésito ideal. Se
determind la fraccidn de gel de los hidrogeles la cual varia entre 41-74%.

En los analisis mecanicos se logrd capturar la respuesta de los hidrogeles, se observd que
siguen un comportamiento elastomérico, que sugiere un grado muy bajo de cristalinidad. La
maxima deformacién alcanzada de los geles se situé en el rango 50-60% en las muestras
cargadas con extracto de cannabis y entrecruzadas con TPP. El hidrogel de quitosano, por su
parte, exhibié una deformacién maxima de 23%. Ademas, se obtuvieron los valores de
modulos de compresidon que oscilaron entre 30000-80000 Pa. La adicién de extracto de
cannabis y el entrecruzamiento contribuyeron a un aumento en las propiedades mecanicas
de los hidrogeles.

Los ensayos de liberacion reflejaron una liberacidon controlada del farmaco, tanto en los
hidrogeles que fueron cargados con cannabis como en los que fueron cargados y
entrecruzados con TPP. Los porcentajes liberados se situaron en torno del 12% al 18% en un
periodo de aproximadamente 8 semanas. De acuerdo con los ensayos de actividad
antimicrobiana, todos los hidrogeles mostraron efecto bactericida a las bacterias Bacillus
thuringiensis y Escherichia coli, aunque en mayor medida a la primera. La adicién de
extracto de cannabis mostro un efecto significativo en esta propiedad, y se demostré que es
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correlativo con la concentracién. Los hidrogeles mostraron propiedades de proteccién de
heridas muy adecuadas para su potencial utilizacion como vendajes.

Por ultimo, el estudio de rentabilidad para la instalacién y puesta en marcha de una planta
qgue produzca hidrogeles a base de quitosano, goma ardbiga, extracto de cannabis y
tripolifosfato de sodio fue prometedora. La inversion total se estimé USD 308.856,41
considerando una vida util de proyecto de 5 afios. El precio de venta de los vendajes se fijé
en USD 5,3. Se escogié esta manera como una estrategia de marketing para influir en Ia
demanda, considerando que se trata de un mercado con desarrollo nacional casi nulo. Se
analizd la rentabilidad y finalmente el proyecto resultd rentable al obtener una TIR de 24%,
un tiempo de repago de 2 afios y 2 meses y un valor presente de USD 32.119,78. Estos
indicadores econémicos corroboran la viabilidad y atractivo del proyecto en el mercado.
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7. Trabajo a futuro

Una vez finalizado el Trabajo Final en el contexto de la Beca EVC-CIN que he obtenido, se
pueden enumerar las actividades a realizar para profundizar el conocimiento del material y
mejorarlo.

1. Realizar un estudio exhaustivo de la liberacidn controlada del extracto de cannabis
con el fin de poder manipular mejor el tiempo de liberacion y sus consecuencias en
las heridas.

2. Analizar el efecto del extracto de cannabis con respecto al alivio del dolor en el
cuerpo.

3.  Profundizar el estudio antimicrobiano de los hidrogeles en estudio, los resultados
fueron éptimos, pero se podria seguir estudiando el efecto en otras bacterias.

4.  Analizar el posible uso del extracto de cannabis cémo entrecruzante ya que podria
cumplir dos funciones en el material analizado.

5. Realizar una comparacion de las propiedades de los hidrogeles de quitosano
teniendo en cuenta la variacién en los lotes de goma arabiga.

6. Investigar si la adiciéon de etanol influye en el proceso de entrecruzamiento del
hidrogel y su impacto en las propiedades bactericidas del material.
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Anexo 1

Las dificultades que se encontraron durante el trabajo fueron primeramente en el
entrecruzamiento del hidrogel de Quitosano. Inicialmente, se sintetizé el hidrogel con un
Quitosano que no era de alta pureza. Durante los ensayos iniciales, se observd una falta
notable de entrecruzamiento en los geles resultantes. Se planted la hipotesis de una posible
inadecuada relacidn entre el quitosano y la goma ardbiga, lo que estaria obstaculizando la
union efectiva entre ambos componentes. La segunda hipotesis de este bajo
entrecruzamiento fue pensar que la materia prima no era lo suficientemente pura y esa
seria la causa de la escasa red de gel que se veia en los resultados. Por ende, se eligié
cambiar el Quitosano por una marca que presente mayor pureza y asi lograr los hidrogeles
deseados. En la Figura 56 a) y b) se muestra la diferencia luego del centrifugado entre

ambos quitosanos.

Figura 56. Tubos Falcon a) hidrogel de quitosano de baja pureza b) hidrogel de quitosano de alta
pureza.

Cémo se puede observar en la Figura 56 hay una clara diferencia de color entre los
hidrogeles de quitosano de diferente pureza. Luego, segun la primera hipdtesis se procedid
a cambiar las concentraciones iniciales, la relacion entre quitosano y goma arabiga, se fue
aumentando inicialmente con una relacidn 1:4 y por Gltimo con una relacién 1:1. En la Tabla
siguiente, Tabla 21, se observan las concentraciones probadas previamente a la
concentracion final utilizada.

Tabla 21. Concentraciones analizadas previamente.

Concentracion Qui (mg/ml) | Concentracién GA (mg/ml) Relacién (Qui/GA)
5 20 1:4
10 30 1.3
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10 20 1:2

20 20 1:1

Al salir de la centrifuga, se pesaron y se colocaron en agua destilada para observar si no se
desintegraban en agua. También, se fue cambiando el tiempo de mezclado y centrifugado
con el objetivo de evidenciar si esta variable afectaba en la consistencia final del gel. Se
probaron 3 corridas distintas en la centrifuga, primero 10 minutos a 3000 rpm, luego 5 min a
6500 rpm dos veces y por ultimo 30 min a 8000 rpm. Todos los hidrogeles resultantes de
estas corridas se desintegraron muy rdpidamente en agua, Figura 57, por lo que se realizé
una segunda hipotesis.
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Figura 57. a) Hidrogel de quitosano r1:4 sumergido en agua b) Tres dias después de sumergido
totalmente desintegrado.

Los hidrogeles de quitosano se desintegraron muy rapidamente en agua. La consistencia de
hidrogel que se buscaba no logré ser dptima.
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Entonces, se realizd la posible idea de agregar un agente entrecruzante para conseguir la
consistencia deseada. Se logrd conseguir el agente entrecruzante que iba bien para el
sistema, en este caso fue el tripolifosfato de sodio (TPP). Segun la bibliografia, se sumergian
los hidrogeles en una solucién de agente entrecruzante y aumentaba su grado de
entrecruzamiento. Se probd lo encontrado en papers, con una solucion de 5g/ml de TPP
sumergir los geles 15 minutos y dejarlos secar [70]. Una vez secos, se dejaron en agua y no
se presencié degradacion por 72 horas, Figura 58 a) y b). Esto fue un gran descubrimiento

luego de un mes haciendo otras pruebas.
S

Figura 58. a) Hidrogel de quitosano entrecruzado con TPP b) Sumergido en agua durante tres dias.

100



A su vez, en bibliografia se mostré que secar los geles de quitosano una vez salidos de la
centrifuga podria ayudar a tener una consistencia mejor y una disminucién del tiempo de
degradacidn en agua [71]. Por ello, luego de utilizar el agente entrecruzante se probd secar
los hidrogeles luego de la centrifuga. Esto resultd beneficioso ya que los hidrogeles de
quitosano no se desintegraron en agua.

Finalmente, tras realizar todas las pruebas las concentraciones iniciales quedaron de
quitosano 5 mg/ml y goma ardbiga 20mg/ml. Se podria analizar la comparativa entre los
geles con agente entrecruzante y los que no lo tenian. También, se realizé la incorporacién
del extracto de cannabis a la solucién de goma ardbiga y luego a los geles. La adicion de
extracto de cannabis resultd darles a los hidrogeles de quitosano una consistencia mas
flexible y mayor maleabilidad. Lo que procedié a decirse que el extracto de cannabis
también cumple la funcidén de agente entrecruzante en el sistema planteado.

La planta de cannabis contiene una variedad de compuestos quimicos, incluyendo
polifenoles. Entre estos, algunos polifenoles se entrecruzan fisicamente a través de
interacciones hidrofdbicas y enlaces de hidrégeno [72]. Ademas, se han registrado peliculas
de biopolimeros que contienen extracto de oliva, mostrando un aumento en la tensién de
fluencia, una disminucién en la permeabilidad al vapor y la optimizacién de otras
propiedades. Por consiguiente, se puede afirmar que el extracto de cannabis actia como un
agente entrecruzante.
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