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RESUMEN

Las especies de Candida sp. son los mayores patdgenos fungicos que afectan al ser humano.
Ultimamente, han descrito cambios en sus patrones de susceptibilidad a los farmacos antifiingicos
de primera linea. En vista de esto, se necesitan alternativas de tratamiento que actlen mediante
mecanismos de accion distintos. El 6xido nitrico (NO) es una molécula importante para la
inmunidad innata porgue ejerce su efecto antimicrobiano principalmente por el dafio oxidativo
que produce sobre los microorganismos. Dado que esta es una molécula labil, su administracion
es complicada por lo que investigaciones recientes han propuesto el uso de drogas donadoras de
NO. Asimismo, con el fin de incrementar su vida media, se han incluido estos compuestos en
matrices poliméricas para la liberacion controlada del NO. En el presente trabajo se determind la
actividad antifungica de nanoparticulas poliméricas de quitosano cargadas con el donador de NO,
el &cido s-nitrosomercaptosuccinico (MSA-NO) sobre las cepas clinicas Candida albicans y
Candida glabrata.

La sintesis de nanoparticulas poliméricas de quitosano cargadas con acido mercaptosuccinico
(MSA Np) se llevé a cabo mediante el método de gelacién ionotropica. Se produjeron tres lotes
a los que se les analizaron los pardmetros fisicos (diametro efectivo promedio de particula e indice
de polidispersidad) y eficiencia de encapsulacion del &cido mercaptosuccinico (MSA). Tras
agregarse una cantidad equimolar de nitrito de sodio (NaNO,), se obtuvieron nanoparticulas
poliméricas de quitosano cargadas con acido s-nitrosomercaptosuccinico (MSA-NO Np). Luego,
se determino la actividad antifingica contra Candida sp. en valores de concentracion minima
inhibitoria (CMI) por el método de Microdilucion en Caldo M27-A3 del CLSI (Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio) y se estimo el perfil de liberacion de NO a las MSA-NO
Np.

Se realizaron ensayos piloto para establecer una formulacion de MSA Np y un procedimiento de
sintesis optimos para ser reproducidos a mayor escala. Una vez alcanzado esto, se sintetizaron
tres lotes de MSA Np de un diametro efectivo (DE) promedio de 241.69 + 18.95 nm, un indice
de polidispersidad (IPD) promedio de 0.274 + 0.015 y una eficiencia de encapsulacién (EE%) del
MSA promedio de 97.52 = 0.07 %. Estos valores estuvieron de acuerdo a las especificaciones de
calidad establecidas. Respecto a la actividad antifingica, los valores CMI de las cepas clinicas
Candida glabrata y Candida albicans fueron 0.28 mg/mL y 2.25 mg/mL, respectivamente. Se
hall6 una mayor susceptibilidad de la cepa referencial ATCC (Coleccién Americana de Tipos de
Cultivo) Candida krusei al MSA-NO mientras la cepa clinica Candida albicans fue entre todas la
menos susceptible al dafio oxidativo causado por esta molécula. Si bien no hay pruebas
contundentes que indiquen que el quitosano de las MSA-NO Np ejercio alguna contribucion para
disminuir el CMI del MSA-NO, este resulta Gtil como matriz polimérica para promover la
liberacion controlada del NO.

En funcidn a lo observado se concluye que las MSA-NO Np presentan actividad antifingica sobre
el género Candida, causando inhibicién en un grado diferente de acuerdo a la especie. Esta
formulacion representa una alternativa promisoria para el tratamiento de candidiasis.

Palabras clave:

Nanoparticulas, Candidiasis, Oxido Nitrico.
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SUMMARY

The species of Candida sp. are the major fungal pathogens that affect humans. Recently, they
have undergone changes in their patterns of susceptibility to first-line antifungal drugs. In view
of this, treatment alternatives are needed that act by different mechanisms of action. Nitric oxide
(NO) is an important molecule for innate immunity because it produces its antimicrobial effect
mainly due to the oxidative damage it produces in microorganisms. Since this is a labile molecule,
its administration is complicated so researchers have also recently been used nitric oxide donors.
In order to improve its half-life, these compounds have been included in polymer matrices for
controlled release. In the present work, the antifungal activity of chitosan polymeric nanoparticles
loaded with the nitric oxide donor s-nitrosomercaptosuccinic acid against the clinical strains
Candida albicans and Candida glabrata was determined.

The synthesis of polymeric nanoparticles loaded with mercaptosuccinic acid (MSA Np) was
carried out by the ionotropic gelation method. They were analyzed in function of their physical
parameters (average effective diameter and polydispersity index) and encapsulation efficiency of
mercaptosuccinic acid (MSA). Chitosan polymeric nanoparticles loaded with s-
nitrosomercaptosuccinic acid (MSA-NO Np) were obtained by adding an equimolar amount of
sodium nitrite to MSA Np. Then, antifungal activity against Candida sp. in values of minimum
concentration inhibition (CMI) by the method of microdilution in broth M27-A3 of the Clinical
and Laboratories Standards Institute (CLSI) was determined and the profile of NO release by
MSA-NO Np was estimated.

Pilot trials were conducted to establish an optimal MSA Np formulation and synthesis procedure
to be reproduced on a larger scale. Once this was achieved, three batches of chitosan polymeric
nanoparticles loaded with MSA with an average effective diameter of 241.69 + 18.95 nm, an
average polydispersity index of 0.274 + 0.015 and an average MSA encapsulation efficiency of
97.52 £ 0.07% were synthesized. These values were in accordance with the established quality
requirements. Regarding the antifungal activity, the CMI values of the clinical strains Candida
glabrata and Candida albicans were 0.28 mg / ml and 2.25 mg / ml, respectively. A greater
susceptibility of the strain ATCC Candida krusei to the MSA-NO was found whereas the clinical
strain Candida albicans was among all the less susceptible to oxidative damage caused by NO.
While there is no compelling evidence to suggest that chitosan nanoparticles would have made a
contribution in lowering the MSA-NO CMI, this biomaterial results useful as a polymeric matrix
to promote controlled release of NO.

Based on the observed, it is concluded that the MSA-NO Np present antifungal activity against
the genus Candida, causing inhibition in a different degree according to the species. This
formulation represents a promising alternative for the treatment of candidiasis.

Keywords:

Nanoparticles, Candidiasis, Nitric Oxide.
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l. INTRODUCCION

1.1.Candidiasis: Epidemiologia y Tratamiento

Debido al incremento en la poblacién de pacientes con inmunosupresion y a las practicas médicas
modernas, como el uso generalizado de catéteres o de agentes antifungicos de amplio espectro, la
frecuencia de las infecciones flingicas ha aumentado a un ritmo alarmante en las Gltimas décadas
[1-3]. Entre los agentes etioldgicos descritos por la literatura, destacan las especies del género

Candida, por ser los mayores patégenos fungicos que afectan al ser humano [4].

El género Candida comprende una variedad de hongos unicelulares levaduriformes. Estos
microorganismos se comportan como comensales al formar parte de la microbiota normal de las
mucosas de la cavidad oral, tracto gastrointestinal y vaginal en un hospedero sano, pero su
patogenicidad aumenta en un hospedero inmunocomprometido. Este género abarca mas de
doscientas especies existentes, de las cuales mas de diecisiete se han reportado como
potencialmente patdgenas para el ser humano. Para citar algunos ejemplos, estan C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis, C. haemulonii, C. guilliermondii, y la especie

mas recientemente identificada C. auris [5,6].

La especie Candida albicans es la especie mas comun en su género, siendo la causa principal de
candidiasis vulvovaginal y orofaringea. Asimismo, es el cuarto patdbgeno mas cominmente
aislado en pacientes nosocomiales en los Estados Unidos [7,8], siendo a su vez la causa
predominante de infecciones fungicas invasivas [9], lo que la convierte en un serio problema de
salud publica [1,10]. En el Perq, C. albicans representa la especie mas aislada en muestras de

sanguineas y flujo vaginal [11,12].

Dada la menor frecuencia con la que las demas especies de Candida sp. son aisladas clinicamente,
usualmente se usa el término “no albicans” para referirnos a ellas. Estas especies estan cobrando
relevancia clinica debido al ascenso en la frecuencia de sus aislamientos, fenébmeno que se viene
observando de forma similar en Norte América, Europa y Latinoamérica. Se sugiere que este
comportamiento en la epidemiologia se debe a la confluencia de varios factores como la
inmunosupresion severa, enfermedades graves en los pacientes, nacimientos prematuros,
pacientes geriatricos, asi como la exposicion a antibiéticos de amplio espectro [9]. Esta situacion
resulta preocupante debido a la resistencia que puedan desarrollar estas distintas especies a las

terapias antiflngicas convencionales.

De las especies no albicans, C. glabrata ha llamado Gltimamente la atencion de la comunidad

médica al mostrar altos niveles de resistencia a las terapias antifungicas. C. glabrata representa
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el segundo agente causal mas frecuente de candidiasis en el mundo y por las razones ya expuestas,

se asocia con una mayor mortalidad [13, 14].

Si bien son pocos los estudios sobre la distribucién de Candida sp. en el Peru, una investigacion
realizada por Bustamante et al en nueve hospitales nacionales durante el periodo 2009- 2011
arrojé un interesante escenario. En dicho estudio se encontraron a los aislados de Candida no
albicans como agentes comunes de candidemia (92, 60.1%). Entre las especies no albicans
reportadas se encontraron C. parapsilosis (43, 28.1%), C. tropicalis (36, 23.5%), C. glabrata (8,
5.2%), C. guillermondii (3, 2%), C. krusei (1, 0.7%) y C. famata (1, 0.7%). Adicionalmente, se
encontré que el 7.8% de las cepas fueron resistentes a los antiflngicos mas frecuentemente

utilizados en Pert [15].

Otro estudio més reciente realizado por Rodriguez et al en el periodo 2013-2015 muestra
nuevamente la predominancia de las especies no albicans, representando estas un 71,9 % (C.
parapsilosis 25,3 %; C. tropicalis 24,7 %; C. glabrata 9,5 %; C. guillermondii 7,0 %; C. krusei
0,6% y otras 5,1 %), mientras C. albicans un 27,8 % de los aislados [11].

Los farmacos antiflingicos disponibles actualmente y usados frecuentemente contra Candida sp.
pueden tener un efecto fungistatico (inhiben el crecimiento de la levadura) o fungicida (matan a
la levadura) [16]. Asimismo estos se encuentran clasificados en funcién a su mecanismo de accion

sobre el patdgeno.

Los azoles (como el fluconazol, voriconazol), son farmacos fungistaticos que act(ian inhibiendo
la enzima lanosterol- 14 « desmetilasa que es crucial para la biosintesis del ergosterol,

componente de la membrana celular de la levadura [17].

Los polienos (como la anfotericina B y nistatina) tienen un efecto fungicida sobre Candida sp. al
interactuar con el ergosterol en la membrana celular. Estos, a su vez, crean canales dentro de la
membrana celular causando la fuga de moléculas (como proteinas, glucidos y cationes

monovalentes y divalentes) lo que resulta en la muerte de la levadura [16].

Las equinocandinas son los antifingicos més recientemente introducidos, estas incluyen a la
caspofungina, micofungina, representan la terapia de primera linea para la candidiasis invasiva.
Funcionan inhibiendo la enzima f- (1,3) -D-glucano sintasa que sintetiza el - (1,3) -D-glucano

esencial para la pared celular fungica [18].

Finalmente, la 5-flucitosina es un antifingico que interfiere con la sintesis de proteinas de la
levadura [18].

Las limitaciones de los farmacos comentados en el tratamiento contra la candidiasis se debe a la

resistencia o disminuida susceptibilidad que algunas especies puedan presentar hacia estos.
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La resistencia puede presentarse de dos formas: resistencia primaria, donde la especie Candida
sp. es resistente al antifungico sin que haya habido exposicion previa a la droga y resistencia
secundaria, donde la especie adquiere resistencia después de la exposicion al agente antiflingico
[17]. Comentar sobre C. glabrata es quizas usar uno de los mejores ejemplos para ilustrar el tema
de resistencia en sus distintas formas. Esta especie posee la méas alta incidencia de resistencia a
farmacos azoles entre los aislados de Candida sp., exhibiendo una intrinseca susceptibilidad
disminuida a este tipo de antifungicos [19,20] incluyendo al nuevo farmaco isavuconazol, por lo

gue podria decirse que presenta una resistencia primaria [21].

Asimismo, C. glabrata ha mostrado su capacidad de desarrollar una alta resistencia a los azoles
tras ser expuesta a la droga, es decir, una resistencia secundaria [22, 23]. De hecho, se sabe que
C. glabrata es la especie més frecuentemente aislada en infecciones de pacientes que recibieron
anteriormente profilaxis con azoles [24-26]. La proporcion de C. glabrata resistente a azoles en
aislados clinicos en varios paises ha mostrado un incremento en el periodo de 2001 a 2007 [27].
Ademas, esta especie ha mostrado resistencia a equinocandinas en aislados resistentes al
fluconazol. La incidencia de estos casos ha aumentado de ningln caso observado entre el periodo
2001-2004 a un 9.3% en el periodo de 2006-2010, apoyando la idea de que la resistencia a los
farmacos en C. glabrata esta en rapido ascenso [28]. Por Gltimo, si bien C. glabrata ha mostrado
susceptibilidad a los polienos, su uso generalizado como antiflingico se ve reducido debido a los

efectos toxicos de este farmaco, el mas resaltante: su nefrotoxicidad [16].

En funcion a las limitaciones en el tratamiento contra la candidiasis es que cada dia se realizan
nuevos esfuerzos en la investigacion de alternativas terapéuticas que puedan contrarrestar los

problemas de resistencia de las especies de Candida sp. a los antifingicos convencionales.

1.2. Oxido Nitrico (NO)

En la busqueda de alternativas terapéuticas que trabajen a través de mecanismos de accion
distintos a los antifingicos convencionales, se ha observado detenidamente la relacion que

guardan las especies del género Candida y la molécula 6xido nitrico (NO).

1.2.1. Presencia a Condiciones Fisiologicas

EI NO es una molécula gaseosa con una vida media corta en el organismo. Esta molécula participa
en diversos procesos fisiologicos, se produce de forma enddgena y se deriva en gran parte de las
vias enzimaticas. La formacién del NO es catalizada por la NO sintasa (NOS) a través de una

serie de reacciones redox, con degradacion de L-arginina a L-citrulina y NO. Se reconocen tres
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isoformas de NOS: NOS endotelial (eNOS o NOS3), NOS neuronal (nNOS o NOS1) y NOS
inducible (INOS o0 NOS2), esta tltima se halla primeramente en los macrofagos [29-30].

1.2.2. Actividad Antifungica sobre Candida sp.

Una vez que el NO es sintetizado por la iNOS, este es liberado por los macréfagos para producir

su efecto antimicrobiano sobre diversos tipos de microorganismos entre ellos Candida sp.

El NO trabaja a través de multiples mecanismos de toxicidad. A nivel del ADN (&cido
desoxirribonucléico) del patégeno, produce dafio oxidativo y nitrosativo, asi como ejerce la
nitrosilacién de enzimas que intervienen en su reparacién. También promueve la peroxidacion de
los lipidos de su membrana celular y se une a los grupos heme de ciertas proteinas necesarias
para el crecimiento o supervivencia del microorganismo [31]. Ademaés de esto, en Candida sp.
induce la represion de la enzima flavohemoglobina YHBL1, cuya funcion es desintoxicar a la
levadura del NO [32]. También se sabe que el NO induce la fagocitosis de los microorganismos

patdgenos por las células del sistema inmune del hospedero [33].

Resulta interesante saber que si bien el NO provoca un dafio oxidativo al ejercer su accién
antimicrobiana sobre los agentes patdgenos, a su vez puede proteger de este dafio a las células del
hospedero. De hecho, se ha hallado que el NO tiene la capacidad de terminar las reacciones de
peroxidacion lipidica que ocurren en la membrana de las células huésped, protegiéndolas del
estrés oxidativo [34]. Asimismo, los hongos y procariontes presentan una mayor susceptibilidad
al NO ya que estos microorganismos dependen de proteinas cllsteres de azufre y hierro en mayor
medida que las células de mamiferos. La degradacién de estas proteinas cluster por accion del
NO o especies reactivas de nitrdgeno provocan que el hierro sea liberado y se una al ADN. Esta
fraccion de hierro libre cataliza la formacion de radicales libres que dafian las membranas y ADN
del patégeno [35-38].

Se ha comprobado que uno de los mecanismos patogénicos de C. albicans se encuentra la
supresién de la generacién de NO en los macrofagos [39]. En funcion a este hallazgo, diversos
estudios han experimentado con la aplicacion exégena de NO en miras de inhibir el crecimiento

de la levadura, obteniendo resultados positivos [40-42].

En vista que la resistencia microbiana a los antifiingicos se encuentra en ascenso, es importante
preguntarse sobre la existencia de mecanismos de Candida sp. que le confieran resistencia al
NO. Hasta el momento se conoce que C. albicans cuenta con una enzima desintoxicante del NO,
que es la proteina flavohemoglobina YHB1 [43], asimismo, se han encontrado proteinas
homologas a YHB1 en las cepas C. glabrata, C.parapsilosis y C. dubliniensis [44]. Sin embargo,

se ha observado que a elevadas concentraciones de NO, como las que se suministran mediante el
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uso de una droga donadora de NO, los mecanismos compensatorios de los microoorganismos

se tornan ineficaces [31].

La utilizacion de drogas donadoras de NO permite sobrellevar el problema de la corta vida
media de la molécula. Es por eso que en la actualidad, diversos trabajos de investigacion prefieren

suministrar NO de esta forma y aprovechar sus diversas aplicaciones biomédicas.

1.2.3. Drogas Donadoras de NO: S-nitrosotioles

Entre los tipos de drogas donadoras de NO se encuentran el nitrito acidificado, los nitratos
organicos, el nitroprusiato de sodio, los diazeniumdiolados, los s-nitrosotioles y las zeolitas. Sin
embargo, ciertos tipos de donadores tienen un uso restringido por problemas de toxicidad, tal es
el caso del nitrito acidificado y los diazeniumdiolados. Los nitratos orgénicos y el nitroprusiato
de sodio al presentar efectos cardiovasculares potentes (disminuyen la presion arterial), se
desaconsejan para su uso como antibidtico. Las zeolitas, por su liberacion rapida de NO, tienen

una mayor utilidad como desinfectantes [31, 45,46].

Los s-nitrosotioles (RSNO) son moléculas que contienen NO unido a un grupo sulfhidrilo [31].
Son compuestos féciles de sintetizar, dado que su formacién radica en la reaccion de un
compuesto en cuya estructura se hallen grupos sulfhidrilo o tioles (como cisteina, glutation o
acido mercaptosuccinico) con nitrito de sodio (NaNOz) en un medio acidificado. La
descomposicién del RSNO formado y por tanto, la liberacion del NO, es promovida por accién
de la temperatura, luz, metales divalentes como el cobre y acido ascérbico [47-49]. Los RSNO
son térmicamente inestables en soluciones acuosas, conllevando a la liberacién espontanea del
NO [31]. Sin embargo, en miras de contrarrestar este inconveniente, cada vez més trabajos optan
por incorporar estos compuestos en polimeros biocompatibles los que promueven su liberacién
controlada [50].

1.2.4. Toxicidad

A pesar que el NO se encuentra presente en el ser humano a condiciones fisioldgicas, es

importante conocer el perfil de seguridad de esta molécula y sus drogas donadoras.

Estudios realizados en fibroblastos y keratinocitos han mostrado una disminucién en la viabilidad
de estas lineas celulares tras la aplicacion de donadores de NO. No obstante, se observd que a

mayor concentracion del compuesto, la viabilidad celular incrementaba. Se sugiere que la
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disminucion de la proliferacion de estas células no se deba a la muerte de las mismas sino al freno

de su crecimiento por un mecanismo de sefializacion ejercido por el NO [51-54].

En la actualidad se encuentran disponibles diversos ensayos pre-clinicos y clinicos que respaldan
la seguridad del NO y los s-nitrosotioles. Por ejemplo, tras administracién topica del s-
nitrosoglutation (GSNO) en modelos animales se ha llegado a la conclusién que concentraciones
de hasta 3.36 mg/ mL no generan irritacion ni alteraciones en la histologia de la piel ni en la
cornea [55,56].

Se asume que la via de administracion tdpica deberia reducir los efectos secundarios sistémicos
de una droga donadora de NO como son el estado hemodinamico alterado y
metahemoglobinemia [55]. No obstante, existen trabajos donde se reporta la inclusion de s-
nitrosotioles en glébulos rojos, los que luego son devueltos al torrente sanguineo de un modelo
animal por transfusion de sangre. Se reporta que cuando la hemoglobina (Hb) se oxigena, los
cambios estructurales que se producen en ella promueven la reaccion del NO vy el residuo cysp93
de la Hb (que contiene grupos sulfuro), dando lugar a la s-nitroso-hemoglobina (SNO-HDb). La
SNO-Hb ha mostrado tener aplicaciones terapéuticas, su desoxigenacion provoca la liberacion
del NO, que ejerce un control de la respiracion celular a nivel mitocondrial, de manera que se
promueve una utilizacion eficiente de O2. Dicho trabajo hecho por Stamler et al (1997) no reporta
resultados adversos, sino por lo contrario estimula a la investigacién de las propiedades

terapéuticas de los s-nitrosotioles [57].

Por otro lado, un ensayo clinico fase | describe la aplicacion de una dosis terapéutica
antibacteriana de NO gaseoso (0.16 mg/ml) en pacientes con fibrosis quistica [58-59]. Asimismo,
en pacientes embarazadas con pre-eclampsia se realizd la infusién de GSNO [60]. En ambos

estudios se encontraron resultados favorables sobre la patologia a tratar sin dafios colaterales.

Habiendo contemplado las propiedades antifungicas del NO, se considera promisoria para el
tratamiento de la candidiasis la encapsulacién de una droga donadora de NO tipo s-nitrosotiol en
un biopolimero que favorezca la liberacion controlada del NO. Esto se debe a que la molécula

NO actla bajo un mecanismo de accidn distinto a los antifungicos convencionales.

1.3.Biopolimeros

En la actualidad, matrices como los biopolimeros son propuestas para el disefio de vehiculos
inteligentes destinados a la liberacion de farmacos, esto debido a sus propiedades fisicas como

biologicas [61]. En la naturaleza pueden hallarse una variedad de biopolimeros tales como el
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colageno, quitina, seda, alginato, celulosa, entre otros. De estos, la quitina es el biopolimero més
abundante después de la celulosa, esta se halla en el exoesqueleto de los crustaceos, insectos,

moluscos asi como en la pared celular de algunos microorganismos [61-62].

La quitina es un co-polimero de unidades N-acetil-D-glucosamina unidas por un enlace 3-(1,4)
glucosidico. Naturalmente, la quitina se encuentra en tres formas polimorficas cristalinas las que
presentan diferentes orientaciones en sus microfibrillas. La a-quitina tiene cadenas antiparalelas,
la B-quitina tiene cadenas paralelas, y la y-quitina tiene una mezcla de cadenas paralelas y
antiparalelas [63, 64]. Si bien la a-quitina ha sido utilizada ampliamente en diversos campos
bioldgicos y biomédicos por su abundancia y facil acceso, la B-quitina podria ser una alternativa
prometedora con caracteristicas especiales debido a la peculiar interaccién molecular entre sus

cadenas poliméricas [65]

1.3.1. Quitosano

Dada la pobre solubilidad de la quitina, es su forma desacetilada mejor conocida como el
quitosano, la que encuentra mayor futuro en las aplicaciones biomédicas. Su biocompatibilidad,
biodegradabilidad, baja toxicidad (DL50: >10 g/ kg), asi como sus propiedades antimicrobianas,
cicatrizantes, inmunoadyuvantes, por solo citar algunas, tornan atractivo a este polimero [61].
Las propiedades fisicoquimicas del quitosano se atribuyen en gran medida al grupo amino en su

estructura, el cual a un pH menor a 6.5 se encuentra protonado y es muy reactivo [66].

Se encuentra ampliamente descrito en la literatura el potencial antifangico del quitosano. Uno
de los mecanismos bajo los que actlia es la interaccion de su grupo amino con los componentes
anidnicos de la pared celular, provocando la lisis del hongo [67]. También puede interactuar con
fosfolipidos de membrana, causando la fuga de componentes celulares y con esto, la muerte
celular. Asimismo, puede interactuar con el ADN - dado que este se encuentra cargado
negativamente -, inhibiendo la sintesis de acido ribonucleico mensajero (MRNA) y con ello la
sintesis de proteinas y enzimas esenciales para el microorganismo. Por Gltimo, puede unirse a

elementos traza esenciales para la nutricion del hongo [68].

Al trabajar con polimeros como el gquitosano, es conveniente reparar en la forma polimérfica a
utilizar, ya que la disposicién espacial de las cadenas en la region cristalina del polimero influira
en sus propiedades fisicoquimicas y biologicas. Se sabe que un quitosano tipo beta (p)
proveniente de la pluma de calamar presenta una disposicion paralela de sus cadenas. Las
interacciones tipo puente de hidrdgeno intracatenarias e intercatenarias del B-quitosano son
débiles a comparacion al alfa (o) quitosano, de disposicidn antiparalela, dotando a este primero

de una naturaleza flexible [69].
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La flexibilidad experimentada por el B-quitosano permite que haya un incremento de regiones
de contacto con la superficie del microorganismo patdgeno en solucién acuosa. Asimismo, otra
ventaja de la disposicion espacial de esta forma polimérfica, es que sus grupos aminos libres
seran protonados facilmente a comparacion del a-quitosano. Este Gltimo tendrd pocos grupos
aminos protonados debido a los fuertes enlaces puente de hidrogeno intermoleculares con los

grupos amino intermoleculares [70].

Ademas de la disposicidn espacial de las cadenas poliméricas del quitosano, existen otras dos
caracteristicas que deben ser contempladas antes de iniciar cualquier investigacion: el peso

molecular (PM) y el grado de desacetilacion (GD).

El PM determina la fuerza de las fibras de quitosano asi como su viscosidad en solucién. Se
sabe que condiciones severas de temperatura y la alta concentracion de reactivos utilizados en la
desacetilacion provocan un acortamiento de la cadena [66, 71]. No obstante, existen aplicaciones
donde una cadena corta es favorable y otras en las que se requiere una cadena de mayor tamafio
para lograr con mayor eficacia el efecto deseado. EI GD es la relacion entre las unidades
glucosamina y la N-acetil glucosamina en el quitosano. Esta relacién refleja la cantidad de
grupos amino, que determinan la solubilidad y actividad del quitosano como material funcional,
generalmente en el rango de 60-100% [72, 73]. Este valor representa una especificacion de calidad

en el momento de analizar el quitosano como materia prima.

Diversos estudios han mostrado que la actividad bioldgica del quitosano depende
significativamente de su PM y GD. Ambos parametros afectan la actividad antimicrobiana del
quitosano independientemente, a pesar que se ha sugerido que la influencia del PM en la actividad

antimicrobiana es mayor a la influencia del GD [74,75].

Se ha observado que a menor PM del quitosano utilizado, mayor es la inhibicién del
crecimiento de microorganismos [76-81]. Por tanto, esta variable, el peso molecular, aparenta
ser fundamental para entender la efectividad de una formulacion donde se incluya quitosano. La
movilidad, atraccion e interaccion ionica de las cadenas pequefias se da con menor dificultad que
en las cadenas largas, facilitando la adopcion de conformaciones extendidas y una union efectiva

a la superficie de las membranas celulares [74,82].

Un hecho similar pero que ocurre a una menor intensidad es que la actividad antimicrobiana del
quitosano se potencia a la par que el GD aumenta [80, 83]. Estudios realizados utilizando quitina
y quitosano de diferentes GD contra distintos microorganismos entre ellos C. albicans, mostraron
en todos los casos que la actividad antimicrobiana se veia incrementada a la par que el GD
aumentaba [74, 83-85].
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Otra propiedad del quitosano es su inherente mucoadhesividad, que es resultado de la interaccion
electrostatica de los grupos amino propios del polimero con los grupos sialicos de la mucina en
la barrera mucosa. Esto resulta favorable para la liberacion de drogas dirigidas a zonas como la

cavidad oral, el eséfago, los dngulos de la boca y los genitales [86-87].

Por lo expuesto, para incorporar un principio activo en un biopolimero, deben de estudiarse las
caracteristicas de este Ultimo para poder optimizar el efecto terapéutico de la formulacion. En el
caso que se quiera optimizar las propiedades antimicrobianas de una formulacion basada en
quitosano, resulta una muy buena opcion el uso de la forma polimérfica g con un alto GD y un
bajo PM.

1.4.Nanoparticulas Poliméricas

La aplicacion de la nanotecnologia en el &ambito de la salud se encuentra cada vez en aumento y
las nanoparticulas polimericas (Np) actualmente estan siendo ampliamente investigadas en el area
farmacéutica como sistemas de liberacion de principios activos. Esto es debido a que pueden
mejoran la estabilidad y biodisponibilidad de los farmacos, asi como ofrecen su direccionamiento

al sitio diana, de manera que se obtenga el efecto terapéutico deseado [88].

1.4.1. Parametros Fisicos

Para poder analizar una solucién de nanoparticulas, es necesario conocer ciertos parametros
fisicos que nos den informacion acerca del tamafio de las mismas. Para esto, se suele recurrir a la
técnica de Dispersion de Luz Dindmica, que es una técnica no invasiva y bien establecida para
medir el tamafio y distribucién de tamafio de moléculas y particulas en la region submicrométrica
[89]. Con la finalidad de realizar un control de calidad a la formulacion de nanoparticulas es
necesario fijar una especificacion para ambos parametros fisicos que nos brinda el equipo como

son el diametro efectivo (DE) y el indice de polidispersidad (IPD).

Segun la literatura, una particula con dimensiones en el orden inferior a 1000 nm puede
considerarse nanoparticula [90]; y para que los datos obtenidos en el equipo de dispersién de luz

dindmica tengan validez, es necesario que el indice de polidispersidad no exceda el valor 0.3 [91].

1.4.2. Método de Sintesis

Es necesario reflexionar sobre la estructura quimica de la matriz polimérica para poder determinar

el método adecuado de sintesis de nanoparticulas. En el caso del quitosano, al solubilizarse en un
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medio &cido, sus grupos amino se protonan internamente dando lugar a un polimero catiénico que
tiene la capacidad de interactuar con iones cargados negativamente [92]. La reaccion de dos
agentes ionicos cargados opuestamente representa el fundamento del método de gelacion
ionotrépica, cuyo resultado es la obtencidn de un hidrogel. Se define hidrogel como el conjunto

de redes macromoleculares caracterizadas por su capacidad de absorber agua [93].

Los hidrogeles fisicos producidos en la gelacion ionotrépica, a diferencia de los hidrogeles
quimicos, se encuentran formados por varios enlaces reversibles establecidos entre el polimero y
el agente reticulante. Entre estos tipos de enlaces predominan las interacciones electrostaticas
sobre los enlaces puente de hidrogeno y de Van der Waals. Por otro lado, la sola solubilizacion
del quitosano en un medio acuoso acido, da origen a un tipo de hidrogel fisico, mejor conocido
como hidrogel entrelazado (entangled hydrogel) [94]. La reversibilidad de estas interacciones
dota a los hidrogeles fisicos con una ventaja sobre los hidrogeles quimicos: su
biocompatibilidad [69].

El método de gelacion ionotrdpica, que fue inicialmente desarrollado por Calvo et al (1997),
involucraba basicamente la disolucidn de quitosano en acido acético y la adicion de tripolifosfato
de sodio (TPP) como agente reticulante, experimentandose la formacidén espontanea de
nanoparticulas tras agitacién mecanica a temperatura ambiente [95]. Resulta relevante ahondar
en los acontecimientos a nivel molecular involucrados en la sintesis de nanoparticulas

poliméricas por dicho método:

1) Protonacion
Al solubilizarse el quitosano a un pH bajo, los grupos amino libres del polimero se
protonan. Esto provoca una repulsion electrostatica entre sus cadenas poliméricas, lo que
permite que una mayor area superficial se exponga al medio acuoso, permitiendo la

solvatacion del polimero [96].

2) Hinchamiento
El solvente entra en contacto con el quitosano, penetrando dentro de la red polimérica
debido a la diferencia de potencial quimico del solvente dentro y fuera del gel, lo que
genera un flujo osmético que provoca el hinchamiento. A este proceso se le opone una
fuerza eléstica de parte de las cadenas del polimero, hasta que ambos procesos se igualan
y se establece un equilibrio [69]. EI hinchamiento estd influenciado por el peso

molecular, carga eléctrica del quitosano, asi como sus interacciones fisicas [97].

Durante el hinchamiento, es mandatorio evitar que el sistema alcance un “régimen de

entrelazamiento” (entanglement regime). Dicho régimen se caracteriza por una elevada
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viscosidad del sistema, la pérdida de movilidad de los oligomeros de quitosano en
solucion, los que han empezado a juntarse unos a otros. Debido a esto, se desaconseja el
uso de altas concentraciones de quitosano, pesos moleculares altos y polimorfos rigidos.
Alcanzar un régimen de entrelazamiento impide la formacion de particulas, lo que

resultaria desfavorable para el método de sintesis [71,98].

3) Reticulacion

La reticulacion implica la formacion de una red tridimensional formada por la union de
las diferentes cadenas poliméricas. EI TPP es el agente reticulante mas utilizado en la
obtencién de hidrogeles fisicos. Los hidrogeles obtenidos a partir de TPP presentaran
mejores propiedades mecénicas a comparacion de los obtenidos con iones citrato o

sulfato, debido a la fuerte interaccion del quitosano con el TPP [99].

El mecanismo de reticulacion del quitosano con el TPP puede darse por deprotonacién
y/o por interacciones ionicas, segun el pH de la solucion. Al solubilizarse, el TPP se
disocia en el agua formando iones hidroxilo e iones fosforicos. A un pH acido, solo se
encuentran presentes los iones fosfaricos, por lo que predomina la reticulacion idnica; a
un pH basico, coexisten ambos iones los que compiten por los grupos amino. La unioén

de un grupo hidroxilo a un grupo amino da lugar a la deprotonacion del quitosano [100].

La sintesis de nanoparticulas de quitosano mediante el método de gelacion ionotrdpica
resulta ventajosa debido a que es un proceso simple y evita el uso de solventes organicos
asi como altas temperaturas, lo que permite la encapsulacion exitosa de moléculas fragiles
[101].

1.4.3. Toxicidad

Si bien el quitosano es un material reconocido generalmente como seguro (GRAS) por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA), esta condicidbn no puede
extrapolarse a su forma nanoparticulada. Esta afirmacion se basa en que las propiedades
farmacocinéticas de un medicamento o excipiente cambian de forma considerable al
encontrarse en una escala nanométrica. Factores como el tamafio, la carga y las
modificaciones superficiales de las nanoparticulas, asi como el grado de desacetilacion y peso
molecular del quitosano pueden influir en el perfil de toxicidad de la formulacion ya que

afectan la forma en cdmo las nanoparticulas interacttian con las células [102].

Una prueba de citotoxicidad in vitro realizada en células bucales (TR-146) demostrd que las

nanoparticulas de quitosano fueron menos citotdxicas en comparacion con el quitosano solo.
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Esto podria deberse a la presencia del agente reticulante TPP, pues al aumentar su
concentracion dicha citotoxicidad se reducia, un hecho similar ocurria al disminuir el grado
de desacetilacion. También cabe la posibilidad que exista una respuesta intracelular

diferencial a la escala nanométrica [103].

Este hallazgo se refuerza con el estudio en peces zebra hecho por Wang et al (2016), donde
se observo una mayor incidencia de malformaciones en los embriones de peces zebra ejercida
por el quitosano a comparacion de las nanoparticulas de quitosano (diametro promedio 84.9
nm) [104]. Otro estudio estableci6 una comparacion de la toxicidad de nanoparticulas de
quitosano en funcién a su diametro de particula y concentracion. Los resultados arrojaron
como condiciones Optimas las dimensiones mayores a los 200 nm y el manejo de
concentraciones entre los 5-10 mg/mL, que han demostrado no ejercer mortalidad ni

malformaciones en embriones de pez zebra [105].

En funcién a lo expuesto, la aplicacion de nanoparticulas poliméricas de quitosano de un orden
de 200 - 500 nm resulta conveniente para administrar moléculas con actividad antifiingica. Este
rango de tamafio nanométrico les permitiria difundir a través de las barreras mucosas [106], sitios
donde frecuentemente proliferan las especies de Candida sp, asi como mejoraria su perfil de

seguridad.

1.5.Método de Microdilucién en Caldo para la Determinacién de Actividad

Antifangica

Los métodos de dilucion se usan para establecer las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
de los antimicrobianos. Desde el 2002, el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios
(CLSI), propuso un método de referencia (M27 — A3) basado en la dilucion en caldo para la
determinacién de susceptibilidad antifingica de levaduras y organismos levaduriformes,

especialmente Candida sp. y Cryptococcus neoformans [107].

Este método se basa en evaluar la capacidad de los hongos de crecer en los pocillos de placas de
microdilucion las cuales contienen medio de cultivo liquido y diluciones seriadas de los
antifingicos. La CMI se define como la concentracion mas baja de un antifingico que inhibe el

crecimiento in vitro de la levadura.

Sin embargo, al momento de la lectura de la CMI, pueden surgir situaciones in vitro en las que es

dificil observar una correlacion directa entre la concentracion del antifungico y el crecimiento de
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la levadura. A veces, la inhibicion total del crecimiento fangico no se logra con concentraciones
mayores de antifungico y las cepas mantienen un crecimiento residual a altas concentraciones de
dicha sustancia; esto se conoce como el efecto trailing (ET). Este efecto ha sido observado

durante la exposicion de Candida sp. a farmacos tipo azoles [107-111].

Otro fendmeno que puede obstaculizar la interpretacion del valor CMI es el crecimiento
paradéjico (CP) y se define como el resurgimiento del crecimiento de la cepa a concentraciones
mayores a la CMI (minimo dos diluciones mayores). Este es un fenémeno que comprende cuatro
fases. La fase | (subinhibitoria) se observa en los pocillos con menor concentracién de
antifiingico, esta concentracion que no es suficiente para impedir el crecimiento del hongo, se
observa turbidez en los pocillos. La fase 11 (de inhibicién) comprende el pocillo en el que se fijé
la CMI y concentraciones mayores de antifingico. Aqui la concentracion del farmaco es
suficiente para inhibir el crecimiento del hongo, por lo que los pocillos estan 6pticamente claros.
A medida que se incrementa la concentracion de antifingico, se avisora la fase Il (de
atenuacion de la inhibicion), donde resurge la turbidez observada en la fase | y con ello, el
crecimiento del hongo. Este fendmeno se correlaciona con mecanismos compensatorios del hongo
ante la accion del farmaco. Por ultimo, la fase IV (de inhibicion) comprende los pocillos con
concentraciones mas altas del agente antifingico, no se observa crecimiento del hongo, ya que
concentraciones muy altas del farmaco tornan ineficientes los mecanismos compensatorios

desarrollados por el hongo en la fase 111 [112].

El crecimiento paraddjico ha sido descrito para Candida sp. cuando es expuesta a antifungicos
del tipo equinocandinas. El crecimiento paraddjico ha sido relacionado a cambios en la
composicion de la pared celular, debido principalmente a un incremento en la sintesis de quitina,
como un mecanismo de recompensa a la disminucion de los p — glucanos por accion de los agentes

antifngicos [113].

1.6. Justificacion

El presente trabajo propone determinar la actividad antifungica de nanoparticulas poliméricas
de quitosano cargadas con el donador de NO, el MSA-NO sobre las cepas C. albicans y C.
glabrata, mediante el método de microdilucion M27 — A3, propuesto por el CLSI. Los pilares de
esta investigacion recaen en el caracter promisorio del NO en el tratamiento de las infecciones
fangicas causadas por Candida sp. y las bondades del biopolimero quitosano como matriz para la

liberacion controlada de moléculas.
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HIPOTESIS / PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Las

nanoparticulas  poliméricas de quitosano cargadas con &cido  s-

nitrosomercaptosuccinico (MSA-NO Np) ejercen una accion antifingica sobre C.

albicans y C. glabrata.

2.2.Pregunta de Investigacién

(El

crecimiento de C. albicans y C. glabrata es inhibido por las MSA-NO Np?

2.3.Objetivos

2.3.1.

2.3.2.

2.3.2.1.

2.3.2.2.

2.3.2.3.

2.3.24.

Objetivo General:

Determinar la actividad antifungica de las MSA-NO Np sobre C. albicans y C.

glabrata.

Objetivos Especificos:

Analizar la materia prima quitosano en funcion a su grado de desacetilacion y peso

molecular.

Sintetizar nanoparticulas de quitosano cargadas con &cido mercaptosuccinico (MSA

Np), mediante el método de gelacion ionotropica.

Determinar las caracteristicas de las MSA Np sintetizadas, siendo estas: los
parametros fisicos (diametro efectivo e indice de polidispersidad) mediante la
técnica de dispersion de luz dindmica y la eficiencia de encapsulacion del acido

mercaptosuccinico (MSA) mediante el método de la reaccién de Eliman.

Sintetizar el donador de Oxido nitrico, el acido s-nitrosomercaptosuccinico
(MSA-NO) mediante la reaccion de NaNO; y las MSA Np.
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2.3.25.

2.3.2.6.

Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de las MSA-NO Np
sintetizadas de las cepas C. albicans y C. glabrata mediante el método de
microdilucion M27 A3 del CLSI.

Estimar el perfil de liberacién del 6xido nitrico en el tiempo de las MSA-NO Np
en las concentraciones que inhibieron el crecimiento de C. albicans y C.glabrata en
el ensayo de microdilucion M27 A3 del CLSI.

MATERIALES Y METODOS

3.1.Determinacion del Grado de Desacetilacion, Peso Molecular del Quitosano

y Espectroscopia Infrarrojo

3.1.1. Determinacién del Grado de Desacetilacion por Titulacién Conductimetrica

3.1.1.1. Fundamento del método:

El método descrito por Raymond et al (1993) , consiste en disolver quitosano en un
exceso conocido de &cido clorhidrico (HCI) y valorar con hidréxido de sodio
(NaOH). Se obtiene, asi, una curva de conductividad versus volumen de NaOH
afladido que presenta dos puntos de inflexién. La diferencia de volumen entre estos
dos puntos se corresponde con la cantidad de acido consumido para la protonacion
de los grupos amino. Este valor permite determinar el porcentaje de grupos amino

(-NH) en el quitosano, es decir su grado de desacetilacion. [73, 114 - 115].
3.1.1.2. Tipo de Muestra:

B-Quitosano (Origen Calamar) GTC Bio Lote GC20161217.

Especificaciones: GD: 96.7 % ; PM 113.2 kDa, segun proveedor.Ver Anexo 04.

3.1.1.3. Equipos Requeridos:

Conductimetro CON 700 Marca Okion, Balanza Henkel (03 Decimales), Agitador

Magnético ThermoScientific.
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(1) [69]

3.1.1.4. Insumos Requeridos:

a) Materiales: Bureta de 50 mL, Beaker de 50 mL, Beaker de 600 mL, Marcador
Permanente.

b) Reactivos: Solucion de HCI 1.0 M, Soluciéon de NaOH 0.1 M vy solucién de
NaCl 0.001 M.

3.1.1.5. Condiciones Previas:
a) Estandarizar la solucion de NaOH 0.1 M con biftalato acido de potasio.

b) El andlisis de la muestra se realizara por triplicado.

3.1.1.6. Documentos Utilizados: FOR 01/ Q (Anexo 1).

3.1.1.7. Procedimiento:

a) Pesar 200 mg de quitosano y adicionar 5mL de HCI 1.0 M, disolver la muestra
completamente.

b) Agregar 450 mL de NaCl 0.001 M, y llevar a agitacion a 400 rpm para lograr
una solucién uniforme.

c) Realizar latitulacion conductimétrica con 60 mL de NaOH 0.1M estandarizado,
descargando 0.5 mL de NaOH 0.1M con ayuda de una bureta. Anotar las lecturas

del conductimetro.

3.1.1.8. Tratamiento de datos y obtencion de resultados:

Los valores de conductividad y volumen de NaOH afiadido se anotaran en el FOR
01/ Q. Asimismo, estos valores se ingresaran en el programa Microsoft Excel para
poder obtener una gréfica de la titulacion con tres ecuaciones de la recta, a partir de
las que se obtendran los datos necesarios para el calculo del GD. Se efectuaran las

ecuaciones indicadas en el FOR 01/Q para calcular el GD de la muestra.
3.1.1.9. Interpretacion de Resultados:

Tabla 1. Especificaciones de Calidad del Grado de Desacetilacion del Quitosano

Especificacién Interpretacion

GD > 60% Alto Grado de Desacetilaciont
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3.1.2. Determinacion del Peso Molecular por Viscosimetria Capilar

3.1.2.1. Fundamento del Método:

L, . . Figura 1. A la izquierda: Esquema del
Se basa en la obtencion de la viscosidad viscosimetro de Ostwald. A la derecha: Foto del

. , . sistema de bafio Maria y viscosimetro.
intrinseca [n], que esta relacionada con la
masa molecular en la ecuacion de Mark-

Houwink-Sakurada (Rinaudo et al, 1993):

[n]=&M !

Donde, Mves la masa molar promedio

viscosimétrica y K y a.son dos constantes

gue dependen del polimero, del sistema
disolvente utilizado y de la temperatura. Al obtener las medidas de densidad y
viscosidad de las soluciones de quitosano, se procederan a determinar el valor de la
viscosidad intrinseca y con ello, el peso molecular del quitosano [80-81, 107].

3.1.2.2. Tipo de Muestra:

B-Quitosano (Origen Calamar) GTC Bio Lote GC20161217.

Especificaciones: GD: 96.7 % ; PM 113.2 kDa, segun proveedor. Ver Anexo 04.
Equipos Requeridos:

Agitador Magnético TermoScientific

3.1.2.3. Insumos Requeridos:

a) Materiales: Beaker de 1 L, Viscosimetro de Ostwald, Soporte, Cronémetro,
Fiolas, Marcador Permanente, Pera de Succion.

b) Reactivos: Solucidn de acetato de sodio (CH;COONa) 0.1 M, solucion de acido
acético (CH;COOH) 0.2 M.

3.1.2.4. Condiciones previas:
a) Alistar un bafio de agua de destilada a temperatura constante a 30 °C.
b) Mezclar las soluciones de CHsCOONa 0.1 M y CH3;COOH 0.2 M para la
preparacién del buffer.

c) Las medidas de viscosidad y densidad también se realizaron para el buffer.
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d) Elandlisis de la muestra se realizara por triplicado.

3.1.2.5. Documentos utilizados: FOR 02/Q (Anexo 2).

3.1.2.6. Procedimiento:

a) Preparar soluciones de quitosano en diferentes concentraciones: 1%, 0.75%,
0.5%, 0.25% y 0.125 % (masa de quitosano / volumen de disolvente buffer).

b) Preparar un beaker con 800 mL aproximadamente de agua destilada. Colocarlo
sobre un agitador magnético, ajustar la temperatura a 30 °C.

c) Introducir el viscosimetro de Ostwald en el bafio de agua y sujetarlo con el
soporte. Colocar la Pera de Succion en la rama delgada del viscosimetro.

d) Verter la solucién del quitosano por la rama gruesa del viscosimetro.

e) Apretar la Pera de Succion de manera que la solucion de quitosano ascienda por
los capilares. Anotar el tiempo que demora en pasar del punto A al punto B del

viscosimetro.

3.1.2.7. Tratamiento de Datos:

En el FOR 02/ Q, ingresar los datos en valores de concentracion de quitosano en
(9/mL) y tiempos de recorrido entre los puntos Ay B. Realizar los calculos indicados

por el formato para hallar el peso molecular.

3.1.2.8. Interpretacién de Resultados:

Para la interpretacion de los resultados obtenidos, se trabajé con los siguientes

rangos:

Tabla 2 Especificaciones de Calidad del Peso Molecular del Quitosano

Especificacién Interpretacion
[50 — 190 kDa] Bajo Peso Molecular®

(1) [116-118]
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3.1.3. Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier y ATR

3.1.3.1. Fundamento de la Técnica:

La técnica consiste en el paso de un haz Figura 2. Equipo de Espectroscopia Infrarrojo
con Transformada de Fourier

de radiacion infrarroja (IR) a través de un

cristal transparente y de alto indice de

refraccion, sobre el que esta colocada la

muestra. En su paso a través del cristal, el

haz IR incidente se refleja varias veces y

la superficie de la muestra absorbe parte

de la radiacion a  frecuencias

caracteristicas. Cada tipo de enlace

absorbe radiacion infrarroja a una frecuencia distinta, lo que permite determinar los

grupos funcionales que posee la molécula en estudio. [119-121].

El espectro infrarrojo del polimero quitosano nos provee informacion sobre la
presencia de los grupos amino en su estructura asi como permite calcular el grado de

desacetilacion.

3.1.3.2. Tipo de Muestra:

B-Quitosano (Origen Calamar) GTC Bio Lote GC20161217.
Especificaciones: GD: 96.7 % ; PM 113.2 kDa, segtn proveedor. Ver Anexo 04.
Equipos Requeridos:

Espectrofotometro con Transformada de Fourier FTIR IR Prestige -21 con
frecuencia de 4000 a 400cm-1.

3.1.3.3. Documentos utilizados: FOR 03/ Q (Anexo 3).

3.1.3.4. Procedimiento:
a) Encender el equipo, seleccionar el modo ATR (Reflectancia Total Atenuada).
b) Colocar la muestra

c) Exportar los datos al ordenador.

3.1.3.5. Tratamiento de los Datos:

Ingresar los datos obtenidos en valores de Transmitancia (T%) y Frecuencia (f) en

un documento de Microsoft Excel y graficar.
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3.1.3.6. Interpretacion de Resultados:

Tabla 3. Especificaciones de Calidad del Espectro FTIR del Quitosano

Especificacion® Interpretacion

Se registra un pico de intensidad media | Vibraciones de Deformacion en

a fuerte a la frecuencia 1500 - 1640 cm! enlace N-H.
Se registra pico doble de intensidad Vibraciones de Estiramiento en
media a la frecuencia 3300 — 3500 cm™! enlace N-H.

(1) [114,122-123]

3.2.Sintesis de Nanoparticulas Poliméricas de Quitosano Cargadas con Acido

Mercaptosuccinico (MSA Np) por el Método de Gelacion lonotrépica

3.2.1. Fundamento del método:

La gelacion ionotropica permite la formacion de nanoparticulas mediante
interacciones electrostaticas entre productos de la disociacion de un agente reticulante
tripolifosfato de sodio en solucién acuosa (PsO10 ° y HP3O10 #), con los grupos - NHs*
del quitosano [124].

El método de gelacion ionotropica a utilizarse para la sintesis de nanoparticulas
poliméricas de quitosano cargadas con &cido mercaptosuccinico (MSA) ha sido
modificado en funcién a los requerimentos de la formulacion. Se incluy6 dos etapas
de sonicacién, que permitiran la dispersion de las particulas que se encuentren
aglomeradas, contribuyendo a la reduccién del tamafio de particula [125]. Asimismo,
incorpord una etapa de Pegilacion, en la que se adicion6 el polimero Polietilenglicol
(PEG) 4000, que brinda una cubierta hidrofilica a las particulas producidas en la

gelacion ionotropica, impidiendo su aglomeracion [126].
3.2.2. Equipos Requeridos:

Agitador Magnético Multipunto Witeg®, Bafio UltraSonic Cleaner UCS-20 (Lab
Companion), Micropipeta Boeco ® 10 — 100 uL, pHmetro HANNAH.

3.2.3. Insumos Requeridos:
a) Materiales: Tipsamarillos 100 pL, Discos Filtrantes de Polifluoruro de Vinilideno
(PVDF) 0.22 um, 4 Beakers de 250 mL, 1 pastilla magnética grande, 3 pastillas

magnéticas medianas, 2 Fiolas 100 mL, Papel Aluminio, Etiquetas, Marcador

Permanente.
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b) Materias Primas: B-Quitosano (Origen Calamar) GTC Bio Lote GC20161217,
MSA (Sigma Aldrich ®), PEG 4000 (Quimicos Goicochea), TPP (Sigma Aldrich
®), Agua Ultrapura (Braun ®), Acido Acético Glacial (Merck ®).

3.2.4. Ensayos Piloto

Con el fin de definir la formulacion y el procedimiento de sintesis de las MSA Np, se
realizaron ensayos piloto, los que se encuentran documentados en la seccion Anexos.
(Ver Anexo 05).

3.2.5. Condiciones previas:

Se realizara el procedimiento de sintesis de MSA Np por triplicado.

3.2.6. Procedimiento:

a) Preparar 500 ml de solucién de acido acético al 1%, agregando 5 mL de &cido
acético glacial a una fiola de 500 mL y enrasar con agua Braun esteril.

b) En un beaker de 500 mL, agregar 250 ml de la solucion de acido acético al 1% y
250 mg de Quitosano. Realizar este paso con el recipiente sobre un agitador
magnético, insertar una pastilla mediana y programar la agitacion a 500 rpm.
c) Dejar agitando a 500 rpm por 24 horas. Concluido este periodo, filtrar la solucién
por un disco PVDF de 0.22 pm.
d) Tomar 180 ml de la solucion de quitosano 0.1% en un beaker de 250 ml
conteniendo una pastilla magnética mediana. Rotular el beaker con una etiqueta
indicando el nimero de lote.
e) Afadir 7.200 g de MSA.
f) Mantener bajo agitacion magnética por 12 horas a 400 rpm.
g) Preparar una solucién de TPP 1mg/ml, disolviendo 0.1 gramos de esta sal en 100
ml de agua estéril Braun. Asimismo, preparar una solucién de 1 mg/ml de PEG 4000,
disolviendo 0.1 g de este polimero en 100 ml de agua estéril. Filtrar ambas soluciones
por separado a través de un disco PVDF de 0.22 micras.
h) Finalizadas las 12 horas de disolucion del MSA en la solucién de quitosano,
afiadir 24 ml de solucién de TPP 1mg/ml en volimenes de 10 pL dispensados gota
a gota por una micropipeta de 10 — 100 pL.
i) Someter a agitacion magnética por dos horas y media a 500 rpm. Este paso se
conoce como “reticulacion”.
j) Ajustar a pH 4.0 con NaOH 10 %.
k) Sonicar por 05 minutos en un bafio UltraSonic Cleaner. Condiciones: frecuencia
baja (LOW), modo pulso (PLS). Temperatura: 20 -25 °C.
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1) Afadir 12 ml de PEG 4000 1 mg/ml gota a gota con la ayuda de una jeringa de
tuberculina. Agitar a 500 rpm por 30 minutos.

m) Sonicar por 05 minutos. Condiciones: frecuencia baja (LOW), modo pulso (PLS).
Temperatura: 20 -25 °C. Filtrar a través de un disco de PVDF de 0.22 micras.

Figura 3. Esquema de Sintesis de las MSA Np

=25 hrs t= 30 min e

t= 05 min
500 rpm To=20-25 °C 500 rpm T°=20-25 °C
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El presente procedimiento
rinde un lote de ~ 225 m|
de solucion de nanoparticulas
poliméricas de quitosano cargadas
con acido mercaptosuccinico

1 DISOLUCION 2 RETICULACION
DEL MSA CON TPP 4 PEGILACION

Figura 4. Imagenes de la Sintesis de las MSA Np

1. Disolucién 2. Reticulacién 3. Sonicacién 4. Pegilaciéon 5. Sonicacién

3.2.7. Supervision Organoléptica de Calidad:

Revisar la ausencia de precipitados o particulas extrafias una vez terminada la sintesis
de cada lote de MSA Np

3.2.8. Resultados esperados:

Tres lotes (03) de nanoparticulas poliméricas de quitosano cargadas con acido
mercaptosuccinico a una concentracion de 33.3 mg/mL con un volumen aproximado
de 225 mL. Cada lote se repartird en 15 frascos de vidrio, vertiéndose en cada frasco
15 ml de solucién de MSA Np aproximadamente. Se utilizaran 12 frascos por lote
para la realizacion de los analisis posteriores y se reservaran 03 frascos como
contramuestras.
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Figura 5. Distribucidn del Lote.

3.3. Determinacion de Parédmetros Fisicos de las MSA Np por la técnica de

Dispersion de Luz Dinamica

3.3.1. Fundamento de la técnica:

La dispersion de luz dindmica (DLS) consiste en incidir una fuente de luz (un laser) sobre
las particulas que se hallan en movimiento Browniano en suspensién. Al ocurrir esto, las
particulas dispersan la luz en diferentes intensidades. Del analisis de estas fluctuaciones de
intensidad se obtiene la velocidad del movimiento browniano y por lo tanto el tamafio de
particula utilizando la relacion de Stokes-Einstein, (Berne y Pecora, 1976; Chu, 1974) [89,
127-129].

3.3.2. Tipo de Muestra:

09 Frascos de Nanoparticulas Poliméricas de Quitosano cargadas con MSA. Consultar
Anexo 07.

3.3.3. Equipos Requeridos: NanoBrook 90Plus (BrookHaven Instruments, NY).
3.3.4. Insumos Requeridos:
a) Materiales: Celdas de Poliestireno (Sigma Aldrich ®)

b) Reactivos: Agua Bidestilada, Papel Tissue.

3.3.5.  Condiciones previas:
a) Establecer las condiciones de lectura, angulo de deteccion (90°), temperatura
(25°C), indice de refraccion real (1.7).
b) Asegurarse que los cuatro lados de la celda de poliestireno se encuentren limpidos

y sin particulas extrafas.
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c) Analizar los parametros fisicos de cada lote por triplicado.

3.3.6.  Documentos Utilizados: FOR 01/ NP (Anexo 08),
Certificado de Analisis (Anexo 09).

3.3.7. Resultados esperados:

Figura 6. Determinacion de Parametros Fisicos en el

Tabla 4. Especificaciones de Calidad de los Parametros Equipo NanoBrook 90 Plus

Fisicos de las MSA Np

Parametro Fisico Especificacion
Diametro Efectivo <500 nm®
indice de
<0.3@

Polidispersidad

(1) [90,106]
(2) [130-131]

3.3.8.  Tratamiento Estadistico de Datos

Antes de realizar un andlisis de varianzas, determinar si los datos obtenidos presentan una
distribucién normal con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk,
1965) para muestras con un tamafio maximo de 50 (n<50) y si presentan varianzas iguales

con la prueba de Homogeneidad de Varianzas de Levene (Levene, 1960).

Una vez comprobada la normalidad de los datos, realizar el andlisis de varianzas mediante
el test ANOVA (Fisher, 1918), caso contrario, recurrir a su contraparte la prueba no
paramétrica Kruskal — Wallis (Kruskal y Wallis, 1952) que no parte del postulado que la

distribucion de la muestra sea normal ni que las varianzas sean iguales.

Programa estadistico: IBM Statistics Version 22. Trabajar con un p < 0.05.
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3.4. Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion de las MSA Np por el
Método de Ellman

3.4.1. Fundamento del método:

Se determinara el contenido de acido mercaptosuccinico (MSA) en las nanoparticulas
poliméricas de quitosano mediante el analisis del grupo tiol (- SH) que su estructura
presenta mediante el método de Ellman. Este método se basa en la reaccion de los grupos
tioles con el DTNB cromogénico (&cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico), el subproducto de
esta reacciéon es el dianion amarillo del acido 2-nitro-5-mercaptobenzoico (TNB), la
absorbancia de este subproducto se cuantifica a la longitud de onda de 412 nm por
espectrofotometria UV-visible, (Ellman, 1959) [132].

0

HO
OH

O SH

Figura 7. Presencia del grupo tiol (-SH) en el acido mercaptosuccinico. Fuente: http://en.chembase.cn

NO,
Q 2 RSH NO,
HoOoC S.g COOH — 2 /@ + R-SS-R
S COOH

ON

DTNB Acido 2-nitro-5-mercapto benzoico

Figura 8. Reaccion de Ellman. Fuente: https://www.dojindo.com

3.4.2. Tipo de Muestra:

09 Frascos de Nanoparticulas Poliméricas de Quitosano cargadas con MSA. Consultar
Anexo 07.

3.4.3. Equipos Requeridos:

Espectrofotometro UV-visible Boeco ®, Micropipeta Boeco 10 — 100 pL, Micropipeta
Boeco 100 — 1000 uL, Balanza Henkel (3 Decimales), Centrifuga Boeco ®.

3.4.4. Insumos Requeridos:
a) Materiales: 1 Beaker de 600 mL, 9 Fiolas de 10 mL, 2 Fiolas de 100 mL, Tips
Amarillos de 100 pL, Tips Azules de 1000 pL, Tubos de Eppendorf (capacidad 2
mL), Marcador Permanente, Celdas de Poliestireno, Tubos Falcon de 15 mL.
b) Reactivos: Pastillas de Buffer Fosfato Salino (PBS) 0.1 M (Sigma Aldrich ®),

Agua Estéril Braun ®, Reactivo de Ellman &cido 5,5-ditio-bis2-nitrobenzoico
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3.4.5.

b)

3.4.6.

3.4.7.

(DTNB) (Sigma Aldrich®), Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck ®) , Acido
Mercaptosuccinico (MSA) (Sigma Aldrich ®).

Condiciones Previas:

Curva de Calibracién: Se obtendra previamente una curva de calibracidn que nos
permita establecer una ecuacion de la recta para el calculo de la concentracion del
analito, es decir, el MSA. Es una representacion grafica de la relacion entre la sefial
instrumental y la concentracion de un analito [133]. Debe caracterizarla su
linealidad, es decir, la capacidad de proveer resultados proporcionales a la
concentracion del analito ya sea directamente o por una transformacién matematica
[134]. El calculo del coeficiente de determinacion de la regresion (r?) es el
método maés frecuente para determinar la linealidad y la calidad del ajuste del
sistema [135].

Tratamiento de la Muestra: Dado gue el quitosano es soluble en soluciones acidas
con un pH menor a 6.5 [69], el tratamiento de la muestra coincide en la
precipitacion de las MSA Np y su centrifugacion a 4000 rpm, para obtener un
sobrenadante donde yazca la porcion libre no encapsulada del &cido
mercaptosuccinico. Conociendo la cantidad de acido mercaptosuccinico libre y el
total, se realizan calculos que dan finalmente como resultado el valor de eficiencia
de encapsulacion (EE%).

Se determinara la eficiencia de encapsulacion de cada lote por triplicado.

Documentos Utilizados: FOR 02/ NP (Curva de Calibracion) (Anexo 10),
FOR 03/ NP (Determinacion de Eficiencia de
Encapsulacién) (Anexo 11).

Resultados Esperados

Tabla 5 Especificaciones de Calidad de la Eficiencia de Encapsulacion de las MSA Np

Anélisis Especificacion
Curva de Calibracion R?~1®
Eficiencia de Encapsulacion EE% ~ 100%@
(1) [133]
(2) [136]
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3.4.8. Procedimiento:
3.4.8.1. Curva de Calibracion

a)
b)

c)

d)

f)

9)

Preparar PBS 0.1 M. Disolver 2 pastillas de PBS en 400 ml de agua estéril Braun.
Preparar la solucién stock DTNB 10 mM. Disolver 40 mg de DTNB en 10 mL de
DMSO. (Tiempo de vida: 3 meses, conservar a 4 °C).
Preparar la solucion de trabajo, agregar 1 ml de solucion stock de DTNB a 99 ml
de buffer PBS 0.1M.
Para preparar las soluciones de MSA A, By C, se seguiran los siguientes pasos.
Pesar 0.15 g de MSA y disolverlos en 100 ml. Esta solucion se denominara “M”.
Sequir las siguientes instrucciones para preparar las soluciones de MSA (A, By
C) necesarias para la preparacion de soluciones patron
- Tomar 500 uL de “M”, agregar 500 uL de agua ultrapura en un eppendorf de
capacidad 2 ml. A esta solucién la denominamos “A”.

- Tomar 250 uL de “M”, agregar 750 uL de agua ultrapura en un eppendorf de
capacidad 2 ml. A esta solucion la denominamos “B”.

- Tomar 50 pL de “M”, agregar 950 pL de agua ultrapura en un eppendorf de
capacidad 2 ml. A esta solucién la denominamos “C.

Preparar soluciones patron de diferente concentracién de MSA en una fiola de 10
mL. Se afladira un determinado volumen de la solucion patron de MSA 'y PBS de
acuerdo a la Tabla 6, asi como un volumen fijo de 9900 pL de la solucion de
trabajo.

Agitar tres veces cada fiola de 10 ml. Dejar por 2 minutos a temperatura ambiente
para que desarrolle coloracién (amarilla).

Medir la absorbancia de las muestras en un espectrofotémetro UV-visible a 412

nm.

Tabla 6 Preparacion de soluciones patron para la curva de calibracion del Ensayo de Ellman

Concentracion Volumen Solucién Volumen PBS Volumen Solucién de

de Soluciones Patrén MSA 0.1M Trabajo
6 pg/mi 80 uL A 20 pL
4.5 pg/mi 60 uL A 40 pL
3 pg/ml 40 uL A 60 pL
1.5 pg/ml 20 L A 80 pL

1.125 pg/mi 30uLB 70 pL 9900 pL
0.75 pg/mi 20uL B 80 pL
0.375 pg/ml 50uLC 50 uL
0.15 pg/ml 20uLC 80 pL

Blanco 0 puL 100 pL
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3.4.8.2. Determinacion de la Eficiencia de encapsulacion (EE%)

3.4.8.2.1. Determinar Contenido de Acido Mercapsotuccinico libre [MSA libre]:

a) Tomar 2 ml de solucién de nanoparticulas poliméricas de quitosano conteniendo
MSA en un tubo Falcon.

b) Agregar 200 puL de NaOH 10%.

c) Centrifugar a 4000 rpm.

d) Recolectar el sobrenadante.

e) Tomar 100 pL del sobrenadante y diluirlo con 900 puL de agua destilada,
homogeneizar, esta dilucion se utilizara como muestra en el ensayo de tioles.

f)  Tomar 100 uL de la muestra, colocarlos en una fiola de 10 ml y enrasar con
solucién de trabajo.

g) Leer en el espectrofotémetro UV-visible a 412 nm.

3.4.8.2.2. Determinar Contenido de Acido Mercaptosuccinico Total [MSA Total]:
a) Disolver 0.3 g de MSA en 9 ml de agua Figura 9. Lectura de la Reaccion de
destilada. Ellman por Espectrofotometria UV-visible

b) Tomar 50 pL de esta solucion y diluir con
950 pL.

c) Tomar 100 pL de esta dltima dilucion,
colocarlos en una fiola de 10 ml y enrasar
con solucion de trabajo.

d) Leer en el espectrofotometro UV-visible a

412 nm.

3.4.9. Calculo de Resultados

Hallar los valores de [MSA libre] y [MSA Total] en unidades de gramos por mililitro

(g/mL) tras utilizar la ecuacion de la recta obtenida en el FOR 02/NP.

Calcular la eficiencia de encapsulacion usando la siguiente férmula (Seabra et al,
2015) [136]:

EE% — [MSA Total] — [MSA Libre] 100
. [MSA Total] x
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3.5.

3.4.10. Tratamiento Estadistico de Datos

Previo al andlisis de varianzas, efectuar la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk
(Shapiro y Wilk, 1965) y la prueba de Homogeneidad de Varianzas de Levene (Levene,
1960). De obtenerse datos con distribucion normal y varianzas iguales, realizar el analisis
de varianzas mediante el test ANOVA (Fisher, 1918), caso contrario, recurrir a su

contraparte la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis (Kruskal y Wallis, 1952).

Programa estadistico: IBM Statistics Version 22. Nivel de significancia: o = 0.05.

Determinacion de Actividad Antifungica de las MSA-NO Np por el Método de
Microdilucion M27 — A3

3.5.1.  Fundamento del Método: EI método de Microdilucién M27 A-3 que se rige bajo
los lineamientos del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) se utiliza para
determinar la actividad antifungica de ciertas sustancias en términos de Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI). Para esto, se preparan diferentes diluciones de la sustancia
antifungica, se afiaden alicuotas de estas diluciones en una placa de 96 pocillos, y en cada
pocillo se afiade a su vez el indculo del microorganismo en cuestion. Se asignan celdas para
control positivo (solo in6culo de la cepa) y control negativo (solo el medio de cultivo). Tras
la incubacién de la placa a 37 °C por 24 horas, se realiza la lectura de resultados que
consiste en observar la turbidez de los pocillos. Se asigna como CMI a la menor dilucién
en cuyo pocillo no se observa turbidez y por tanto, hubo inhibicién del crecimiento del

microorganismo.

3.5.2. Tipo de Muestra: 09 Frascos de Nanoparticulas Poliméricas de Quitosano
cargadas con MSA (consultar Anexo 7), Solucion de MSA-NO 36 mg/mL, Solucién de
Quitosano (0.75 mg/mL).

3.5.3. Cepas: Candida albicans 024 (Origen: Tracto Vaginal), Candida glabrata
INS121768314 (Origen: Tracto Vaginal), Referenciales: Candida parapsilosis ATCC
22019 y Candida krusei ATCC 6258.

3.5.4.  Condiciones previas:

3.5.4.1. Ensayo de Microdilucion de farmacos azoles. Se realiz6 un ensayo previo

de microdilucion utilizando los farmacos Fluconazol y Voriconazol contra las cepas
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3.5.5.

3.5.6.

3.5.7.

ATCC Candida krusei y Candida parapsilosis en orden de probar la destreza del
analista antes de realizar los ensayos de microdilucion propios de la investigacion.

Los resultados se adjuntan en los Anexos 13y 14.

3.5.4.2.  Formacién del acido s-nitrosomercaptosuccinico. A partir de esta parte
de la investigacion, se comienza a trabajar con el donador de NO, es decir, el s-
nitrosotiol o siendo mas especificos, el acido s-nitrosomercaptosuccinico (MSA-
NO), que se forma tras la nitrosacion de los grupos tioles libres del acido

mercaptosuccinico (MSA).

3.5.4.3. Identificacion de las Cepas: Antes de utilizar alguna cepa de Candida sp.
en el ensayo de microdilucion, es necesario identificar dicha cepa, por lo que se
recurre a las pruebas de Presencia de Tubo Germinativo, Crecimiento en CHROM
® agar, Formacion de Clamidospora en agar arroz, Asimilacion de Urea,
Crecimiento en Agar Mycosel ®, la Formacion de Velo en caldo Saboraud y la
asimilacion de los carbohidratos Glucosa, Maltosa, Sacarosa, Galactosa, Lactosa y

Rafinosa.

3.5.4.4. Se realizara el ensayo de microdilucion M27-A3 de cada lote por
triplicado para determinar las CMI de C. albicans, C. glabrata, C. krusei y

C.parapsilosis.

Equipos Requeridos: Cabina de Bioseguridad Clase 1l Tipo A Marca LABCONCO
Modelo 36204, Incubadora Marca SOLFARMA Modelo INC-105, Micropipeta de
100 — 1000 pL Boeco ®, Micropipeta Multicanal 10 — 100 uL Axygen ®, Mechero

Bunsen.

Insumos Requeridos:

Materiales: Tips amarillos de 100 pL, Tips azules de 1000 pL, Placas de Poliestireno
de 96 pocillos fondo plano, Reservorios, Marcador Permanente, Asa de Siembra.
Reactivos: Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, Nitrito de Sodio,
Agua Estéril Braun ®, Tubos Estériles con Solucion Salina NaCl 0.85%, Alcohol al
70%, Tubo de CaCl, (Escala de McFarland 0.5).

Documentos Utilizados: Formulario de Control de Calidad de Hongos
Levaduriformes Especies Candida sp .(Anexo 12) y FOR 04/ NP (Anexo 15).
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3.5.8. Procedimiento

3.5.8.1.

b)

c)

d)

3.5.8.2.

Identificacion de las cepas

Repicar la cepa de Candida sp. en agar Saboraud y dejar incubar 24 horas
aproximadamente.

Después de las 24 horas, sembrar la cepa de Candida sp. en CHROM ® agar,
agar Urea (prueba Ureasa), agar Mycosel, agar Arroz , caldo Saboraud (prueba
de formacion de Velo) y los agares con los carbohidratos Glucosa,

Maltosa, Sacarosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa. Realizar lectura a las 24
horas, incubar a 37 °C.

Tomar una colonia de la cepa Candida sp. en agar Saboraud y cultivarla en
suero para ver la formacion de tubo germinativo, realizar la lectura en el
microscopio éptico a las 2 horas.

Sembrar en agar arroz para ver la presencia de clamidospora. Dejar a

temperatura ambiente, leer a las 24 horas en un microscopio éptico.

Preparacion del in6culo

a) Preparar en un tubo con 5 mL solucion salina de cloruro de sodio (NaCl) 0.85%

una suspension de la cepa a la escala 0.5 McFarland. (La cepa ha de ser cultivada

por 24 Horas en agar Saboraud, 48 Horas para C. parapsilosis). ldentificar con

rotulo “Al1”.

b) Tomar 100 uL de “A1” para traspasarlos a otro tubo con 5 ml de solucion salina,

al que se le asignd el nombre de “A2”.

c) Tomar 0.5 ml de A2 para traspasarlos a un tubo con 9.5 ml de RPMI 1640. Este

es el indculo final.

d) Conservar en la refrigeradora a una temperatura de 4 °C.

3.5.8.3.

Formacion del &cido s-nitrosomercaptosuccinico

a) Afadir 1.38 g de NaNO; en 10 mL de agua destilada y filtrar por un disco de 0.22

um. A esta solucion la llamamos “solucidn nitrosante”.

b) Alicuotar 9 ml de la solucién de nanoparticulas poliméricas de quitosano cargadas

con &cido s-nitrosomercaptosuccinico en un frasco de vidrio estéril de 20 mL.

c) Tomar una alicuota de 1 mL de la solucion de NaNO; (1.38 mg/mL) y afiadir al

frasco con nanoparticulas mencionado en el inciso b).
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d) Observar la formacion de una coloracion rojo cereza, indica la formacién de MSA-
NO Np (36 mg/mL).

3.5.8.4. Preparacion de las diluciones seriadas y adicion del indculo

a) Realizar diluciones seriadas de nanoparticulas poliméricas conteniendo acido s-
nitrosomercaptosuccinico con RPMI 1640 disminuyendo en razén de un medio.
Siendo las diluciones: 18 mg/mL, 9 mg/mL, 4.5 mg/mL, 2.25 mg/mL, 1.13 mg/mL,
0.56 mg/mL, 0.28 mg/mL, 0.14 mg/mL 0.07 y 0.004 mg/mL.

b) Verter cada dilucién en un reservorio y luego dispensar por octuplicado en
volimenes de 100 pL en las columnas 1-10 de una placa de 96 pocillos.

c) Afadir 100 pL del in6culo de las cepas en cuestion. Reservar la columna 11 para
afiadir unicamente 200 pL del indculo (control positivo de crecimiento). En la
columna 12, afadir Unicamente 200 puL del medio RPMI 1640 (control de
esterilidad).

d) Incubar las placas a 37 °C + 0.5 por 48 horas. Evaluar la turbidez en cada pocillo a
las 24 horas para todas las cepas exceptuando C. parapsilosis (48 Horas) para la

determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI).

3.5.9.  Tratamiento Estadistico de Datos

3.5.10.

Previo al andlisis de varianzas, efectuar la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk
(Shapiro y Wilk, 1965) y la prueba de Homogeneidad de Varianzas de Levene (Levene,
1960). De obtenerse datos con distribucion normal y varianzas iguales, realizar el analisis
de varianzas mediante el test ANOVA (Fisher, 1918), caso contrario, recurrir a su
contraparte la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis (Kruskal y Wallis, 1952).

Programa estadistico: IBM Statistics Version 22. Nivel de significancia: a = 0.05.

Instalaciones

Los ensayos que involucraron el manejo de las cepas Candida sp., fueron llevados a cabo
en las instalaciones del Laboratorio de Micologia del INS. Dicho ambiente cuenta con
las adecuadas condiciones de bioseguridad para la manipulaciéon de microorganismos.
La Figura 10 muestra el ambiente de siembra donde se realizaron las pruebas de
identificacion de cepas y preparacion del indculo, mientras la Figura 11 muestra la

cabina de bioseguridad donde se realizé el ensayo de microdilucion M27 —A3.

-48 -



Figura 10. Ambiente para el manejo de Candida sp. Figura 11. Cabina de Bioseguridad Clase Il Tipo A

3.6.

Estimacion del Perfil de Liberacion de NO por las MSA-NO Np

3.6.1. Fundamento del Método: La presencia de compuestos s-nitrosotioles como el
acido s-nitrosomercaptosuccinico (MSA-NO) puede detectarse debido a que el enlace S-
NO presente en su estructura tiene un pico de absorbancia a la longitud de onda 545 nm.
Este enlace es susceptible a la temperatura y al descomponerse, libera NO. Tras una
incubacion del compuesto a 37 °C, el decaimiento en la absorbancia a dicha longitud de

onda se atribuye a la descomposicion del s-nitrosotiol y la liberacion del NO [83].

3.6.2. Tipo de Muestra: 09 Frascos de Nanoparticulas Poliméricas de Quitosano cargadas
con MSA (Consultar Anexo 07), Solucién de MSA-NO 36 mg/mL.

3.6.3. Equipos Requeridos: Espectrofotdmetro UV-visible Boeco ®, Bafio Maria,
Micropipeta de 100 — 1000 pL, Probeta de 50 mL.

3.6.4. Insumos Requeridos:

Materiales: Matraces de 100 mL, Marcador Permanente, Celdas de Poliestireno.

Reactivos: Agua Bidestilada.
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3.6.5. Condiciones Previas:
Se analizaran las concentraciones a las que se determind como CMI en el analisis
de Determinacion de Actividad Antifungica por el Método de Microdilucion M27
- A3.
Se estimara el perfil de liberacion de NO de los lotes de MSA-NO Np por

triplicado.

3.6.6. Documentos Utilizados: FOR 05/ NP (Anexo 16).
3.6.7. Resultados Esperados

Tabla 7 Especificacion de calidad de la liberacion de NO por las MSA-NO Np

Especificacion Interpretacion
Disminucion en la absorbancia a 545 Descomposicion del MSA-NO
nm Liberacion del NO @

(1) [136]

3.6.8. Procedimiento:

a) Afadir 1 ml de solucién de NaNO- por 9 ml de solucion de MSA Np. Observar
coloracion rojo intenso.

b) Hacer diluciones seriadas a partir del lote preparado (MSA-NO Np 36 mg/mL)
con el fin de obtener las concentraciones 2.25, 0.56, 0.28 y 0.14 mg/mL de MSA-
NO Np utilizando buffer fosfato salino (pH 7.2). Preparar volimenes por
triplicado de 60 mL aproximadamente por cada dilucién en un matraz de 100 mL.

c) Introducir los matraces en un bafio Mariaa 37° C £ 0.5.

d) Colectar volimenes de 1.5 ml aproximadamente cada hora durante 24 horas y cada
seis horas a partir de las 24 horas hasta las 48 horas.

e) Realizar las lecturas de las absorbancias de las muestras a 545 nm por

espectrofotometria UV-visible.

3.6.9. Tratamiento de datos y obtencion de resultados:
Los datos fueron colectados en el FOR-05/ Np y luego digitalizados en una tabla
para generar un grafico de dispersion (x vs. y) con ayuda del programa Microsoft
Excel 2013, siendo la variable independiente “Tiempo en Horas” y la variable

dependiente “Absorbancia a 545 nm”.
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Figura 12. Esquema del ensayo de estimacién del perfil de liberacion del NO por las MSA-NO Np

Liberacién de NO por las nanoparticulas

(Estimulo Térmico/Espectrofotometria) Absorbaiici

L 545 nm
Y W

Nitrosacion de grupos tioles tras aplicacion Incubacion a  Lecturas en Espectrofotometro
de NaNO: 37°C +/- 0.5 UV-visible

V. RESULTADOS

4.1. Determinacién del Grado de Desacetilacion, Peso Molecular, Espectro Infrarrojo
del Quitosano

4.1.1. Grado de Desacetilaciéon

En la Tabla 8 se aprecian los resultados de GD expresados en porcentajes tras el anélisis
por triplicado de la muestra Quitosano. En la misma tabla se encuentra el valor promedio
de GD (85.15+ 1.19 %) obtenido. Dado que este valor supera el 60%, la materia prima
Quitosano cumple con la especificacion establecida.

Tabla 8. Resultados de la Determinacion del GD de Quitosano.

Q1 Q2 Q3
GD% 83.8 86.06 85.60
Promedio 85.15+1.19 %

Q: Quitosano; GD: Grado de Desacetilacion

4.1.2. Peso Molecular

En la Tabla 9 se aprecian los resultados de PM expresados en kiloDaltons (kDa) tras el
analisis por triplicado de la muestra Quitosano. En la misma tabla se encuentra el valor
promedio de PM (138.63 + 2.58 kDa) obtenido. Dado que este valor se encuentra dentro
del rango [50 — 190 kDa], se clasificd a la materia prima como quitosano de bajo peso

molecular de acuerdo a la especificacion establecida.
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Tabla 9. Resultados de la Determinacion del PM del Quitosano

Q1 Q2 Q3
PM (en kDa) 135.65 140.13 140.11
Promedio 138.63 + 2.58 kDa

Q: Quitosano; PM: Peso Molecular

4.1.3. Espectro Infrarrojo

En la Figura 13 se encuentra la grafica del espectro infrarrojo del quitosano, la que tiene
como ordenadas (eje x) a los valores de Transmitancia (en %) y como abcisas (eje y) a los
valores de Frecuencia (en cm™?). La gréfica de la muestra de quitosano presenta un total de
tres (03) picos de absorbancia. De acuerdo a la especificacion, el pico registrado a la
frecuencia 1597 cm™ corresponde a la vibracién del flexion en el enlace N-H;

respecto a los picos registrados a las frecuencias 3298 y 3356 cm, estos corresponden a la
vibracion de estiramiento del enlace N-H. La Tabla 10 resume las tres longitudes de onda

a las que se observd el pico de absorbancia y relaciona estos datos con las especificaciones
de calidad.

En funcion a este resultado, el quitosano GTC Bio Lote GC20161217 fue aprobado para

su utilizacion como materia prima en la sintesis de nanoparticulas poliméricas de
quitosano cargadas con &cido mercaptosuccinico.

Figura 13. Espectro Infrarrojo del Quitosano
120
100

50 1597.059648
3208.27536 3350.13984

Transmitancia %o
(=}
[a=]

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Frecuencia (cm)
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Tabla 10. Resultados en términos de pico de absorbancias del Espectro Infrarrojo del Quitosano

Pico de ) ) o )
) Transmitancia Especificacion® Interpretacion
Absorbancia
Se registra un pico de Vibraciones de
1597.05965 89.962359 intensidad media a fuerte a la Deformacién en
frecuencia 1500 - 1640 cm™® enlace N-H.

S <tra bico doble d Vibraciones de
3298.27536 84.265874 € registra pico doble de Estiramiento en

intensidad media a la frecuencia
enlace N-H.

-1
3356.13984 83.851812 3300 — 3500 cm

4.2. Determinacién de Parametros Fisicos de las MSA Np

Enla Tabla 11 se encuentran los valores correspondientes al Diametro Efectivo Promedio
y el Indice de Polidispersidad Promedio obtenido tras el analisis de los tres lotes de MSA
Np. Los promedios interlote obtenidos para sendos pardmetros fisicos permitieron
calificar a las muestras de nanoparticulas sintetizadas como aptas, de acuerdo a las
especificaciones establecidas.

Tabla 11. Resultados de la Determinacion de los Parametros Fisicos DE e IPD de los lotes de MSA Np

DE Promedio IPD Promedio
(en nm)
LOTE 01 230.47 £ 18.64 0.278 £ 0.018
LOTE 02 232.07 £9.74 0.269 + 0.017
LOTE 03 262.53 +3.88 0.274 £ 0.015
Promedio Interlote 241.69 + 18.95 0.274 +0.015

DE: Diametro Efectivo; IPD: indice de Polidispersidad

Respecto al tratamiento estadistico de los resultados, se procedié a una prueba ANOVA
(Unifactorial) para el analisis de las varianzas del diametro efectivo, habiéndose
comprobado que los datos siguen una distribucion normal y presentan varianzas iguales.

Siendo la hipétesis nula (Ho):

Ho= Las medias de los valores de Diametro Efectivo de los lotes de MSA Np son iguales.

La Tabla 12 muestra el resultado de la comparacion de los tres lotes de MSA Np.
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Tabla 12. Andlisis de varianzas ANOVA Unifactorial del DE de los lotes de MSA Np

Interpretacion del Valor
Estadistico de Fisher

Muestra Interpretacién del Valor p

Diametro
Efectivo

*Segln Tabla de Distribucién Fisher, F critico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad del
Denominador : 6 ; Nivel de significancia a = 0.05 (Ver Anexo 19).

La Tabla 13 muestra los resultados del analisis de subconjuntos homogéneos que establece
una comparacion de las medias del diametro efectivo promedio de particulas entre cada
uno de los lotes de MSA Np.

Tabla 13. Andlisis de Subconjuntos Homogéneos del DE de los lotes de MSA Np

Andlisis de Subconjuntos Homogéneos

Subconjunto Valor p Observado Interpretacion
p>0.05 : Las medias de los valores DE de los
*
Lote 01*Lote 02 0.986 lotes 01 y 02 de MSA Np son iguales.
. p>0.05 : Las medias de los valores DE de los
Lote 02*Lote 03 0.053 lotes 02 y 03 de MSA Np son iguales.
Lote 03*Lote 01 0.044

Al rechazarse la hip6tesis nula, basandonos en el valor p y el valor de Fisher (F) de la
Tabla 12, se asume que existe una diferencia significativa entre los tres lotes de MSA Np
respecto a la media de sus didametros efectivos de particula. No obstante, al ejercer la
comparacion de medias lote a lote en la Tabla 13 se observé que entre los lotes 01 - 02
y los lotes 02 — 03 no existe una diferencia significativa respecto a las medias de sus
didmetros efectivos de particula. Por otro lado, los lotes 01 — 03 difieren significativamente
en este aspecto (p<0.05).

Para el analisis del indice de polidispersidad, se recurrié de la misma manera a la prueba
ANOVA (Unifactorial) para el analisis de varianzas, siendo la Ho:

Ho= Las medias de valores de indice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np son

iguales
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La Tabla 14 establece una comparacion entre las medias de indice de polidispersidad de

los tres lotes de MSA Np.

Tabla 14. Analisis de varianzas ANOVA Unifactorial del IPD de los lotes de MSA Np

Interpretacion del Valor Estadistico i6
Muestra p _ Interpretacién del Valor p
de Fisher
Diametro . s > i ipotesi
: 0.192 < 5.14 Se retiene hip6tesis nula 0.830> 0.05 Se retiene hipotesis nula

Efectivo
*SegUn Tabla de Distribucion Fisher, F critico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad del
Denominador : 6 ; Nivel de significancia o = 0.05 (Ver Anexo 19).

La Tabla 15 respalda el resultado mostrado por la Tabla 14, al encontrarse un unico

subconjunto homogeéneo.

Tabla 15. Andlisis de Subconjuntos Homogéneos del IPD de los lotes de MSA Np

Andlisis de Subconjuntos Homogéneos
. Valor p L
Subconjunto Observado Interpretacion
Lote 01*Lote 02*Lote 0.816 p>0.05 : Las medias de los valores IPD de los lotes
03 ' 01, 02 y 03 de MSA-Np son iguales.

Por tanto, basandonos en los valores p y F mostrados por la Tabla, no se rechaza la hipétesis
nula, es decir, se asume que las medias de los valores de indice de polidispersidad de los

lotes 01, 02 y 03 de MSA Np son iguales

4.3. Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion de las MSA Np

En la Tabla 16 se encuentran los valores correspondientes a la Eficiencia de Encapsulacion
(EE%) promedio. El valor promedio interlote obtenido fue 97.52 + 0.07 %.

Tabla 16. Resultados de la Determinacion de la EE% de los lotes de MSA Np

EE % Promedio
LOTE 01 97.53 + 0.00
LOTE 02 97.51£0.10
LOTE 03 97.53£0.11
Promedio Interlote 97.52 + 0.07

EE%: Eficiencia de Encapsulacion
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Respecto al tratamiento estadistico de los resultados, se recurri6 a la prueba Kruskal-

Wallis para el analisis de varianzas de la eficiencia de encapsulacién, en vista que los

datos no cumplian con tener una distribucion normal. Siendo la Ho:

Ho= Los valores de eficiencia de encapsulacion de los lotes MSA-Np provienen de una

poblacién idéntica con una misma mediana.

Tabla 17. Anélisis de varianzas Kruskal-Wallis para la EE% de los lotes de MSA Np.

Muestra

Interpretacion del Valor Estadistico
de Kruskall Wallis

Eficiencia de
Encapsulacion

1.175<5.14 Se retiene hipotesis nula

0.556 > 0.05 Se retiene hipdtesis nula

Interpretacion del Valor p

*Seguin Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, ¢ critico = 5.992 Grados de Libertad :2; Nivel de significancia a = 0.05 (Ver
Anexo 18).

En funcién a la Tabla 17, no se rechaza la hip6tesis nula, por lo que se asume que los
valores de eficiencia de encapsulacion para los lotes 01, 02 y 03 de MSA Np pertenecen
a una poblacién idéntica y con una misma mediana.

4.4. Determinacion de la Actividad Antifungica

4.4.1. Identificacion de la Cepa

En la Tabla 18 se observan los resultados correspondientes a las pruebas de identificacion

de las cepas de Candida sp. que seran utilizadas en el ensayo de Microdilucion M27 — A3.

Tal como lo sefiala dicha tabla, se logro la identificacion de las cepas C. albicans, C.

glabrata, C. krusei y C. parapsilosis.

Tabla 18. Resultados de las pruebas de identificacion de las cepas de Candida sp.

LAC

SAC

MAL GAL RAF Resultado

Codigo TG CL CHROM UREA MYC VELO GLU
Candida Candida
dbicans | (1) | () | Vewe | O | @ | O | @ | 0| @ | @] ® [0 | g
Candida b:?iﬂrcc:)ey )
et l o | © co |0 |0 |0 @006 6|0 e
768314 .
fucsia
Cand id_a )
Lol | RS g o] e e el o]o ]| (e
6258
Candida
para_psil Candida
s | O[O cems |0 00 @0 @O ® ] 0 s
22019

TG: Formacion de Tubo Germinativo, CL: Formacién de Clamidospora; CHROM: Crecimiento en CHROM Agar; MYC:
Crecimiento en Agar Mycosel®, VELO: Formacion de Velo; GLU: Glucosa; LAC: Lactosa; SAC: Sacarosa; MAL: Maltosa;

GAL.: Galactosa; RAF: Raffinosa.
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4.4.2. Microdilucion M27-A3

Los resultados que se aprecian en la Tabla 19, indican que las nanoparticulas poliméricas
de quitosano cargadas con &cido s-nitrosomercaptosuccinico (MSA-NO) tienen mayor
actividad antifangica contra la cepa C. krusei (CMI: 0.14 mg/mL), seguida de C. glabrata
(CMI: 0.14-0. 28 mg/mL) y C. parapsilosis (CMI: 0.56 mg/mL). Por otro lado, en la cepa
C. albicans, se registrd la menor actividad antifingica (CMI 2.25 mg/mL). La Figura 14

representa un esquema de la placa en la que se realizo la lectura.

Tabla 19. Resultados del ensayo de Microdilucion M27-A3 de las MSA- NO Np en términos de CMI (en mg/mL)

Candida Candida krusei Candida Candida

parapsilosis ATCC 6258 glabrata albicans
ATCC INS12176831 024

22019

LOTE 01 0.56 0.14 0.14 1.13
LOTE 02 0.56 0.14 0.28 2.25
LOTE 03 0.56 0.14 0.14 2.25
CMI Interlote 0.56 0.14 0.28 2.25

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria

Figura 14. Esquema de la lectura del ensayo de Microdilucién M27-A3 de las MSA- NO Np

Crecimiento
Esterilidad

Candida
parapsilosis  krusei
OO ~ 18 mg/mL
N 9 mg/mL
w 4.5 mg/mL
0/0/0/0 0Nt
o 0.14 mg/mL
o 0.04 mg/ mL
Controf
Control

Candida

Candida
glabrata

Candida
albicans

O CRECIMIENTO O INHIBICION . cMmi
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Candida
krusei

parapsilosis

Candide

glabrata

Candida  Candida

albicans

La Tabla 20, indica que el principio activo solo, es decir, el MSA-NO, tiene mayor actividad
antifngica contra la cepa C.krusei (CMI: 0.14 mg/mL), seguida de C. glabrata y C.parapsilosis
(CMI: 0.56 mg/mL). Por otro lado, en la cepa C. albicans, se registrd la menor actividad
antifungica (CMI 2.25 mg/mL).

La Tabla 21, indica que el excipiente quitosano tiene actividad antifingica contra las cepas C.
krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, C. albicans, las que comparten la misma CMI (0.38
mg/mL).

Tabla 21. Resultados del ensayo de
Microdilucion M27-A3 en términos de CMI del
Quitosano (en mg/mL)

Tabla 20. Resultados del ensayo de Microdilucion
M27-A3 en términos de CMI del MSA-NO (en

mg/mL)
CMI
CMI
(MSA-NO)
uitosano
Candida parapsilosis 0.56 mg/mL @ )
Candida parapsilosis ATCC 0.38 mg/mL
ATCC 22019 i@ parapsfiosl g
- - 22019
Candida krusei ATCC 0.14 mg/mL
6258 Candida krusei ATCC 6258 0.38 mg/mL
- - Candida albicans 024 0.38 mg/mL
Candida albicans 024 2.25 mg/mL g
- Candida glabrata INS12176831 | 0.38 mg/mL
Candida glabrata 0.56 mg/mL g g
INS12176831
Figura 15. Esquema de la lectura del ensayo Figura 16. Esquema de la lectura del ensayo
de Microdilucion M27-A3 del MSA-NO de Microdilucion M27-A3 del Quitosano
=3 TEI =4 J J g g9 g9 g 4 § ©
A a2 A g g d E o E E E E E E.EE .2 .38
% 4 EEE EEE E £ 3 > 1 2 92 9  ® © » » SE& S%
EZ £ 299 2 55 B sf 2 =g oL 2 2 2 LA gfRs
1 2 3 4 5 6 7 8 8: 1 gﬁ
. 38

Candida

I @ m m O O W »

Candida  Candida
albicans glabrata

I G m m OO O W »

() crecmiento () mrisicion @ cm O crecmiento (O muisicion @ CMI
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Tabla 22. Incidencia de Crecimiento Paradéjico en el ensayo de Microdilucion M27-A3 de MSA-NO Np a la
concentracion 4.5 mg/mL.

Candida Candida Candida Candida
parapsilosis krusei albicans glabrata
ATCC 22019 | ATCC 6258 024 INS12176831
LOT 01 0 0 1 3
LOT 02 0 0 1 2
LOT 03 0 0 1 3
Total 0 0 3 8

Las Figuras 14 — 16 representan un esquema de la placa de 96 pocillos utilizada en la técnica de
microdilucion M27 A3, de manera que pueda observarse la distribucién espacial de las diluciones
de MSA-NO Np, MSA-NO, y quitosano, asi como los controles de esterilidad y de crecimiento.
De acuerdo a la leyenda, uno puede guiarse en funcién al color del pocillo donde hay crecimiento

(amarillo), inhibicion (blanco) o se halla la concentracion minima inhibitoria (verde).

En la Tabla 22 se encuentra registrado el nimero de incidencias de crecimiento paradéjico en
las cepas de Candida sp. tras ser enfrentadas nanoparticulas poliméricas cargadas con MSA-NO
a una concentracion de 4.5 mg/mL. La Figura 17 representa un esquema de lo observado. No se
observé el crecimiento paradéjico en las cepas referenciales C. krusei ATCC ® 6258 y C.
parapsilosis ® ATCC 22019. Tampoco se encontr6é crecimiento paraddjico en los ensayos de
microdilucion del MSA-NO ni en el del Quitosano. La cepa C. glabrata presenta un mayor

namero de incidencias de crecimiento paradéjico (08) comparado a C. albicans (03).

Figura 17. Esquema de placa donde se observa Crecimiento Paraddjico observado en Microdilucion M27 A-3 de

MSA-NO Np
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Respecto al tratamiento estadistico de los datos, se recurrio a la prueba de Kruskall Wallis para el

analisis de varianzas, ya que los datos no seguian una distribucion normal. Siendo la Ho:

Ho- Los valores CMI de Candida sp. de los lotes 01, 02 y 03” de MSA Np provienen de una

poblacidn idéntica con una misma mediana.

Tabla 23. Anélisis de varianzas Kruskal-Wallis para las CMI de Candida sp. de MSA — NO Np.

Muestra Interpretacion del Valor Estadistico Interpretacion del Valor p
de Kruskall Wallis
Ml . s i ip6tesi
¢ . 5.600<5.992 Se retiene hipotesis nula 0.061 >0.05 Se retiene hipotesis nula
C. albicans
CcMI 0.800 <5.992 Se retiene hipdtesis nula 0.670>0.05 Se retiene hipotesis nula
C. glabrata
CMI 1 6,000 <5.992 Se retiene hipotesis nula | -0 > 0.05 Se retiene hipdtesis nula
C. parapsilosis
c ?(';fjlsei 0.000 <5.992 Se retiene hipotesis nula 1.000>0.05 Se retiene hipdtesis nula

*Segun Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, XZ critico = 5.992 Grados de Libertad :2; Nivel de significancia o=
0.05 (Ver Anexo 18).

En funcion a los resultados presentados por la Tabla 23, se asume que las CMI de C. krusei
de los lotes 01, 02 y 03 de MSA Np provienen de una poblacion idéntica y con medianas

iguales.
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4.5. Estimacion del Perfil de Liberacion del Oxido Nitrico por las MSA-NO Np

45.1.  Perfil de Liberacién de NO por las MSA-NO Np a la CMI de Candida
krusei (0.14 mg/mL)

La grafica del perfil de liberacion de NO correspondiente a la concentracion 0.14 mg/mL de
MSA-NO (Ver Figura 18) y MSA-NO Np (Ver Figuras 19-21) muestra la disminucién en la
absorbancia a 545 nm del MSA-NO (eje y) en funcion al tiempo (eje x). De acuerdo a la
especificacion planteada, la disminucion en la absorbancia registrada indica la liberacion de NO.
En el caso del MSA-NO, se observa una caida abrupta en la absorbancia durante las primeras 03
horas. A comparacion, las MSA-NO Np, experimentan una caida abrupta en la absorbancia solo
durante la primera hora y durante las siguientes 19 horas mantienen una disminucién paulatina en
la absorbancia, lo que indica a su vez una liberacion controlada del NO. Puede observarse ademas
que el valor de absorbancia en el tiempo 0 del MSA-NO (0.022) es mayor al MSA-NO Np
(0.012).

Figura 18. Perfil de Liberacion del NO por Figura 19. Perfil de Liberacion del NO por MSA-
MSA-NO (0.14 mg/mL) NO Np LOTE 01 (0.14 mg/mL)
0.025 0.014
E 002 0.012 ;-0.012
5 L% 001 |00
5 0015 3
© < 0.008
«©
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§ 0.005 S 0.004
-
2 g 0.002 21,0020 0
P 0 4,0 < 0
0.005 3:0 2(? 40 60 0.002 0 20 19;0 40
Tiempo (Hrs.) Tiempo (Hrs.)

Figura 20. Perfil de Liberacion del NO por MSA-NO

Np LOTE 02 (0.14 mg/mL) Np LOTE 03 (0.14 mg/mL)
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4.5.2. Perfil de Liberacion de NO por las MSA-NO Np a la CMI de Candida
glabrata (0.28 mg/mL)

La gréfica del perfil de liberacion de NO correspondiente a la concentracion 0.28 mg/mL de
MSA-NO (Ver Figura 22) y MSA-NO Np (Ver Figuras 23-25) muestra la disminucion en la
absorbancia a 545 nm del MSA-NO (eje y) en funcion al tiempo (eje x).

Las MSA-NO Np presentan un perfil de liberacion de NO donde se observan fluctuaciones
en la disminucion e incremento de la absorbancia a 545 nm durante 24 horas, que es el tiempo
a la que la absorbancia llega a su valor minimo. Respecto al MSA-NO se observa una caida
abrupta de la absorbancia en las primeras 04 horas. A partir de este tiempo, también se
observan fluctuaciones donde hay liberacion de NO hasta las 30 horas. Es necesario recordar
que la inhibicién del MSA-NO sobre C. glabrata se dio recién a la concentracion de 0.56
mg/mL, dicho perfil sera analizado més adelante. Nuevamente, se observo que el valor de
absorbancia en el tiempo 0 del MSA-NO (0.03) fue mayor al MSA-NO Np (0.02).

Figura 22. Perfil de Liberacion del NO por MSA- Figura 23. Perfil de Liberacion del NO por MSA-NO Np
NO (0.28 mg/mL) LOTE 01 (0.28mg/mL)
0.04
0.035
0.035
0.03
e 003
€ 0025 | <
s 1 0 0.025 |
S 002 pit
s ‘ © 002 i
< : B r
g 0.015 “' . % 0.015 ‘) AR CRF
g Il g o
g o001 | 5 001
n o)
f(’ 0.005 i < 0.005
0 \ 30;0 0 24: 0
0 20 40 60
0.005 - -0.005 0] 20- 40
Tiempo (Hrs.) Tiempo (Hrs.)
Figura 24.. Perfil de Liberacion del NO por MSA-NO Figura 25. Perfil de Liberacién del NO por MSA-NO
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4.5.3. Perfil de Liberacion de NO por las MSA-NO Np a la CMI de Candida
parapsilosis (0.56 mg/mL)

La gréfica del perfil de liberacion de NO correspondiente a la concentracion 0.56 mg/mL de
MSA-NO (Ver Figura 26) y MSA-NO Np (Ver Figuras 27-29) muestra disminucion en la

absorbancia a 545 nm (ejey) en funcion al tiempo (eje x).

Tanto las MSA-NO Np como el MSA-NO obtuvieron un CMI de 0.56 mg/ mL contra C.
parapsilosis. Las cinéticas de liberacion para ambas son similares ya que tanto el MSA-NO
como el MSA-NO Np experimentaron fluctuaciones en la disminucion e incremento de la
absorbancia a lo largo de todas las 24 horas. Se observé que el valor de absorbancia en el
tiempo 0 del MSA-NO (~0.06) fue mayor al MSA-NO Np (~0.03).

Figura 26. Perfil de Liberacion del NO por MSA- Figura 27. Perfil de Liberacion del NO por
NO (0.56 mg/mL) MSA-NO Np LOTE 01 (0.56 mg/mL)
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4.5.4. Perfil de Liberacién de NO por las MSA-NO Np a la CMI de Candida
albicans (2.25 mg/mL)

La gréafica del perfil de liberacion de NO correspondiente a la concentracion 2.25 de MSA-
NO (Ver Figura 30) y MSA-NO Np (Ver Figuras 31-33) muestra disminucion en la
absorbancia a 545 nm (eje y) en funcién al tiempo (eje x).

Se observo que en el perfil de liberacién de NO del MSA-NO hay una disminucidn paulatina
de la absorbancia a 545 nm durante 20 horas. Por su parte, el MSA-NO Np presenta un perfil
de liberacion de NO donde se observo una fase de disminucion de la absorbancia a dicha
longitud de onda que durd hasta las 14 horas. Luego de este tiempo, se observé en todas las
graficas de los lotes una tendencia al incremento de la absorbancia, donde no hay liberacién
de NO. Por ultimo, y como se vino observando en los anteriores perfiles de liberacion, se
observo que el valor de absorbancia en el tiempo 0 del MSA-NO (~0.06) fue mayor al MSA-
NO Np (~0.015).
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V. DISCUSION

A través de los andlisis de calidad del Quitosano de Calamar Lote GC20161217 (GTC
BioTech), se comprobo la aptitud de esta materia prima para su utilizacion en la sintesis de
nanoparticulas poliméricas cargadas con &cido mercaptosuccinico. La presencia del grupo
funcional amino (-NH) en la estructura molecular del quitosano pudo corroborarse a través
de los picos de absorcidn caracteristicos en el espectro infrarrojo de la molécula (1597, 3298
y 3356 cmt). Estos picos de absorcion estan estrechamente relacionados a las vibraciones del
enlace N-H en el grupo funcional amino. La relevancia del grupo amino en la estructura
molecular del quitosano para la sintesis de nanoparticulas por el método de gelacion
ionotropica, radica en que este grupo amino se cargard positivamente al encontrarse el
guitosano en un medio &cido (< 6.5). Esta ionizacién producida en el quitosano le permitira
establecer interacciones electrostaticas con los grupos funcionales cargados negativamente

presentes en el agente reticulante.

También se determind la proporcién de grupos amino, es decir, el GD del quitosano, que
resulté en un valor mayor al 60% (85.15+ 1.19 %), que se ajusta a la especificacién de
calidad y permite calificar al polimero como apto para los fines deseados. La presencia de
una mayor cantidad de grupos funcionales amino disponibles representa una mayor
probabilidad de establecer las interacciones electrostaticas necesarias para la gelacion
ionotrdpica propuesta en el procedimiento. Se sustenta el calculo del GD por el método de
titulacion conductimétrica debido a que, a diferencia de la espectroscopia infrarroja (FTIR),
este método permite el analisis de quitosanos de alto grado de desacetilacion. Latécnica FTIR
presenta una buena resolucion para quitosanos con un GD de hasta 45% (Baxter et al, 1992)
[137]. Bien es cierto se obtuvo un resultado que difiere con las especificaciones del proveedor
(96.7% GD), el certificado de analisis no provee informacion sobre la técnica utilizada para
la determinacion del GD. De hecho, existen métodos mas sofisticados como la espectroscopia
de resonancia magnética nuclear protonica (*HNMR), que representa el método estandar

establecido por su precision y reproducibilidad; sin embargo, implica altos costos [138].

Respecto a la determinacion del PM, el valor obtenido (138.63 + 2.58 kDa) difiere con la
especificacion provista por el proveedor (113.2 kDa) dado que el valor GD se utiliza en el
célculo del PM. No obstante, nos permiti6 corroborar la especificacion de bajo peso molecular
(50-190 kDa) provista por el proveedor. Esta materia prima nos ofrecera una mayor ventaja
frente a la utilizacidn de otra con un alto PM. Para afirmar esto, nos basamos en hallazgos

anteriores que reportan que los valores de DE de las nanoparticulas incrementan de forma
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directamente proporcional al PM del quitosano utilizado en la sintesis de las mismas (Pena
et al, 2005) [139].

Para definir el procedimiento de sintesis de MSA Np propuesto en el presente trabajo, se
realizaron ensayos piloto donde se evalu6 la formulacion en funcion a sus parametros fisicos,
tales como el diametro efectivo y el indice de polidispersidad, siendo este ultimo el méas
importante al tomar una decisién sobre la composicion de la formulacién o los pasos

llevados a cabo en el procedimiento de sintesis de nanoparticulas.

La obtencion de un IPD a 0.3 indica una distribucién estrecha en el tamafio de particula de la
solucion [130,131], un resultado que supere este valor resultaria adverso ya que nos
hallariamos frente a una solucion con nanoparticulas de distintos tamafios, siendo poco
posible la obtencién de un promedio veridico. Cabe mencionar que la homogeneidad en
el tamafio de nanoparticulas es lo ideal para poder estudiar de forma mas objetiva el

comportamiento de las mismas en los andlisis posteriores.

En la etapa de formulacion se comprendieron ciertos aspectos como la concentracion del
guitosano, la concentracion de TPP, el s-nitrosotiol a encapsular y su concentracion, asi como
el pH de la solucion de MSA Np. Se establecio la concentracién de 0.1 % de quitosano en
vista que concentraciones mayores como de 0.2% dan lugar a particulas que no pueden
atravesar un filtro PVDF de 220 nm. Se descartaron concentraciones menores a 0.1% ya que
cuando las nanoparticulas se encuentran muy diluidas en el medio surgen problemas en la
dispersion de la luz (efecto Tyndall). Esta propiedad es requisito para el analisis de parametros
fisicos mediante la técnica de DLS. Se probaron concentraciones de TPP al 0.1% y al 0.2%,
encontrandose que a concentraciones mayores a 0.1%, se forman particulas que no pueden
atravesar el filtro PVDF de 220 nm. Las proporciones de quitosano y TPP se determinaron

utilizando como guia el trabajo realizado por Seabra et al (2015) [136].

La desicion sobre la eleccion del s-nitrosotiol a encapsular fue influencida por la rentabilidad
de la propuesta. En vista que el glutation reducido, el s-nitrosotiol mas estudiado, es costoso,
se optd por una alternativa a este, el acido mercaptosuccinico. Segln la literatura consultada,
el 4cido mercaptosuccinico presenta valores tan altos de pKa (> 9) para su grupo tiol tanto
como el glutatiéon reducido (9.65). El pKa influye mucho en la tasa de formacion de los s-
nitrosotioles, tal es el caso que a mayor pKa incrementa la nucleofilidad, por lo que hay una
alta densidad electrénica en el centro azufre. Esto favorece a la velocidad y eficiencia en la
formacién de s-nitrosotioles (Wang et al, 1999) [140-141].

La concentracion de MSA se ajustd a 33.3 mg/mL, concentraciones menores de MSA dieron
lugar al aumento del tamafio de particula. EI pH de las MSA Np se ajust6 a 4.0 de acuerdo a

la formulacién planteada por Seabra et al (2015). No obstante, se experiment6 con pH 6.0 y
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pH 2.0. Se observo que la disminucién en el pH incrementa la rapidez con la que la solucion
de nanoparticulas cambia de ser transparente a un color rojo grosella, es decir, pH bajos
incrementan la rapidez de la formacion del &cido s-nitrosomercaptosuccinico. Se descarté el

uso de pH muy bajos que den a la formulacién un efecto irritante.

Los resultados de los ensayos piloto reportados en el Anexo 14 nos brindan un mejor
panorama acerca de los cambios que ha sufrido la formulacion y el procedimiento de sintesis
de las nanoparticulas poliméricas. En un inicio la formulacidn se compuso Unicamente de las
cuatro materias primas basicas como es el acido mercaptosuccinico, el polimero quitosano,
el agente reticulante (tripolifosfato de sodio) y el vehiculo (agua). Sin embargo, el alto IPD
(0.287 £0.025) y la presencia de turbidez que nos llevo a sospechar la aglomeracion de las
nanoparticulas en la solucién, hicieron que implementemos cambios en la formulacién. En
consecuencia, se decidié incluir al polimero Polietilenglicol (PEG) 4000, basandonos en
trabajos anteriores que lo utilizan para dotar a las nanoparticulas de revestimentos hidrofilicos
gue proporcionan un impedimento estérico que evita que las nanoparticulas se aglomeren
[142].

Una vez implementado este cambio en la formulacién dejo de observarse turbidez en la
solucién de nanoparticulas sintetizadas, no obstante, esta mejora no resultd significativa
sobre el IPD (0.309 £ 0.008), por lo que se recurrié a la modificacion del procedimiento de
sintesis incorporandosele dos etapas de sonicacion, bajo la premisa de que la aplicacién de

energia del sonido tiene la capacidad de dispersar las particulas en solucion [143].

El presente trabajo recomienda la utilizacion de frecuencias bajas al momento de sonicar ya
que la utilizacion de frecuencias altas daria como resultado nanoparticulas con un diametro
efectivo elevado que no se encuentra contemplado por la especificacién. Una posible
explicacién a este hallazgo es que la utilizacién de energia de alta frecuencia provocaria no
solo la dispersion de particulas sino la ruptura entre las interacciones electrostaticas,
desestabilizando la formulacion y llevando a la formacion de aglomerados. La experiencia
obtenida tras la realizacion de estos ensayos pilotos, permitié definir el tiempo y frecuencia
de sonicacion necesarios. Después de realizado el Piloto 04 se fijo el tiempo de sonicacion
05 minutos, baja frecuencia, obteniéndose MSA Np que cumplian con ambas especificaciones
de los pardmetros fisicos (DE: 283.67 £ 57.29 nm; IPD: 0.205 + 0.007)

Una vez definido el procedimiento de sintesis, este se reprodujo por triplicado a una escala
mayor (volumen de lote ~ 225 mL). Se obtuvieron tres lotes de nanoparticulas los cuales se
distribuyeron para poder ser objeto de analisis en los ensayos de determinacion de parametros
fisicos, eficiencia de encapsulacion, actividad antifungica contra Candida sp. y estimacién de

perfil de liberacion de NO. Si bien los resultados correspondientes a los parametros fisicos
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mostraron un ligero incremento en el DE e IPD respecto al Piloto 04, hecho que podria
relacionarse con la transicion en la sintesis de un lote de volumen menor (~ 30 mL) a uno
de volumen mayor (~225 mL). Cabe resaltar que tanto los valores de DE promedio interlote
241.69 £ 18.95 nm asi como el IPD promedio interlote de 0.274 + 0.015 se encuentran
contemplados dentro de la especificacion de calidad definida. El resultado del DE promedio
obtenido nos permite inferir que las nanoparticulas sintetizadas tendrian la habilidad de
difundir a través de barreras mucosas en condiciones in vivo dado su diametro inferior a
500 nm, segun investigaciones anteriores (Lai et al, 2009) [106]. El tratamiento estadistico
indica repetibilidad en los parametros fisicos de los tres lotes de MSA Np. Si bien la
estadistica sefiala una diferencia significativa entre los DE del lote 01 y 03 de MSA Np, es
conocido que las nanoparticulas poliméricas de quitosano ofrecen generalmente pobre
reproducibilidad lote a lote respecto al DE de particula (Jawahar et al, 2012) [144]. Este
detalle, sumado a la baja desviacion estandar que acompafia los promedios es un indicatorio

de que el procedimiento de sintesis es repetible respecto a los pardmetros fisicos.

Cabe mencionar que si bien la determinacion del DE promedio y el IPD de las nanoparticulas
gue nos brinda el equipo de Dispersion de Luz Dindmica representa un alcance significativo
de la naturaleza fisica de las mismas, existen ciertas limitantes que deberian superarse en
posteriores investigaciones. Dado que la técnica DLS emite como resultado un promedio
estadistico en funcién al analisis de un grupo de familias de nanoparticulas en solucién
agrupadas por tamafio, las amplias diferencias entre los tamafos de las familias, daré lugar a
un DE promedio poco veridico. En orden de sobrellevar este inconveniente, seria
recomendable recurrir a técnicas mas sofisticadas de caracterizacion de parametros fisicos
como es la microscopia electrénica de barrido, ya que nos permitira conocer el tamafio
exacto de las nanoparticulas y la forma de las mismas [145]. Esta ultima informacion seré
de mucha ayuda en caso de que se afiadan polimeros en la superficie de las nanoparticulas,
como en nuestro caso ocurrié con el PEG 4000, ya que podremos identificarlos y observar de

gué manera se encuentran dispuestos en la estructura de la nanoparticula.

En miras de estimar la estabilidad del lote de nanoparticulas, resultaria Gtil determinar su
potencial zeta. Las nanoparticulas con valores de potencial zeta mayores que +25 mV o
menos de -25 mV tipicamente tienen una muy buena estabilidad, de lo contrario, tenderan a

agregarse debido a las atracciones de Van der Waal entre particulas [146].

Respecto a la determinacion de la eficiencia de encapsulacion del MSA en las MSA Np,
podemos decir que la curva de calibracién inicialmente realizada muestra un alto coeficiente
de determinacion (R?) 0.9946 cercano a la unidad (1). Este resultado es importante ya que nos

indica que existe una alta correlacion entre las concentraciones del analito y la absorbancia
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a 412 nm del producto de la reaccion cromogénica entre los grupos sulfhidrilo del analito
con el reactivo de Ellman. En funcion a esto, se procedio a la determinacion del MSA, en la
gue se obtuvo un promedio interlote de 97.52 + 0.07 %. Este valor muestra una gran afinidad
del polimero por el MSA , resultado que concuerda con el hallazgo hecho por Seabra et al.,
gue encapsuldé MSA en nanoparticulas de quitosano obteniendo una eficiencia de
encapsulacion de 99 + 1 % [136]. El tratamiento estadistico de los resultados refleja que
existe repetibilidad en las eficiencias de encapsulacion del MSA entre los tres lotes de MSA
Np.

Los resultados de la determinacién de la actividad antifingica sobre Candida sp. fueron
presentados en calidad de valores CMI (concentracion minima inhibitoria). Estos revelaron
que la cepa C. krusei posee la mayor susceptibilidad a la accion del MSA-NO administrado
solo 0 en MSA-NO Np (CMI 0.14 mg/mL). Este hallazgo resulta importante dado que C.
krusei representa un problema de salud publica por su capacidad de desarrollar resistencia
primaria al fluconazol y amfotericina B [147]. Hoy en dia el descubrimiento de una alternativa

de tratamiento antifingico que tenga actividad frente a esta cepa resultaria de mucha utilidad.

En el caso de C. glabrata, se observd que la incorporacion del MSA-NO en las
nanoparticulas poliméricas daba como resultado la disminucién de su CMI (0.56 mg/mL)
a los valores 0.14 - 0.28 mg/MI. Este hecho dificilmente podria ser atribuido a un efecto
sumatorio producto de la actividad antifungica del quitosano. Se sefiala esto, dado que el
quitosano posee un CMI de 0.38 mg/ml frente a la cepa y a la concentracion que se halla en
las MSA-NO Np 0.28 mg/mL, es de 0.006 mg/ml, concentracion muy baja como para ejercer
algun grado de inhibicion sobre la levadura. Por tanto, resultaria conveniente considerar otros
factores que hayan contribuido a la disminucién de la CMI. Por ejemplo, el tamafio
nanométrico de las particulas de quitosano, la accion de los demés excipientes de la

formulacién, entre otros.

Siguiendo en orden decreciente en susceptibilidad se encuentra la cepa C. parapsilosis, en la
que se observa que la incorporacién del MSA-NO en nanoparticulas de quitosano no ha

variado la CMI del compuesto para esta cepa (0.056 mg/mL).

Por ultimo, la cepa con menor susceptibilidad al MSA-NO solo y cargado en nanoparticulas

poliméricas fue C. albicans.

Los hallazgos obtenidos en la presente investigacion han podido ser contrastados con
investigaciones anteriores donde si bien no se utilizé el mismo compuesto, se utilizé un
donador de NO (Z)-1-[N-(2-aminoetil)-N-(2-amonioetilamino)-diazen-1-ium-1,2-diolado]
(DETA-NO). Dicho estudio lleg6 a la conclusion de que las cepas C. krusei (1.20 mg/ml) y

C. parapsilosis (0.8- 1.0 mg/ml) mostraron la mayor susceptibilidad al DETA-NO mientras
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gue C. glabrata (1.6 — 1.8 mg/ml) y C.albicans (1.6 — 2.0 mg/ml) fueron las que mostraron
menor susceptibilidad a la droga (McElhaney-Feser, 1998)[148]. Los resultados de este
estudio anterior junto a los hallazgos obtenidos en la presente investigacion, refuerzan la idea
de que la cepa C. krusei tiene una mayor susceptibilidad respecto a las demas cepas de
interés frente a la accion del NO. Por tanto, resultaria conveniente seguir investigando el
efecto de esta molécula sobre dicha cepa en especifico para el desarrollo de nuevos

antifangicos.

Por otro lado, otro trabajo que permite esclarecer mas la situacién de la pobre susceptibilidad
de C.albicans al NO, es aquel desarrollado por Espinosa et a (2015), donde se expone a C.
glabrata y C. albicans a distintas concentraciones de hidroperéxido de cumeno, un agente
oxidante. Sus hallazgos indican que C. albicans es capaz de soportar mayores concentraciones
de hidroperéxido de cumeno que C. glabrata [149]. Por tanto, esta proteccion frente al
estrés oxidativo probablemente es lo que esté relacionada a la baja susceptibilidad que
presenta la cepa frente al MSA-NO testeado en nuestros ensayos, ya que al ser un donador de

NO, uno de sus efectos antimicrobianos sera ejercer un dafio oxidativo sobre la levadura.

El tratamiento estadistico de los valores CMI para Candida sp. presentados por los lotes de
MSA-NO Np muestra que no existen diferencias significativas entre estos, lo que indica

repetibilidad del método de sintesis de MSA-NO Np respecto a su actividad antiflngica.

Un resultado controversial que no puede pasar por desapercibido es la presencia de ciertos
pocillos inoculados con las cepas clinicas C. glabrata INS12176831 y C. albicans 024 que
muestran crecimiento flngico a una concentracion superior a la CMI (4.5 mg/mL). A esta
concentracion de MSA-NO Np, la concentraciéon de quitosano es de 0.094 mg/mL. Este

fendmeno es conocido como crecimiento paraddjico.

Seria precipitado asociar el crecimiento paraddgico a la presencia del quitosano en la
formulacion, a pesar que uno de los mecanismos antifingicos de este sea inducir desarreglos
en la pared celular de la levadura, que es compatible con los hechos que desencadenan el
crecimiento paraddjico [150]. En los pocillos gue contenian solo MSA-NO 4.5 mg/mL no se
observé este fenémeno, por lo que lo méas probable es que el crecimiento paraddjico esté
siendo desencadenado por algun excipiente de la formulacion, ya sea el tamafio nanométrico

de las particulas de quitosano o el perfil de liberacion de NO.

Una Gltima observacion respecto al ensayo de determinacion de actividad antifingica de las
MSA-NO Np sobre Candida sp. es que mientras el CMI de las cepas ATCC (C. krusei y C.
parapsilosis) es un valor fijo, las cepas clinicas (C. albicans y C.glabrata) presenta un rango
de CMI. Lo observado en las cepas ATCC guarda relacion con la estabilidad que guardan,

es decir sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas originales se mantienen. Respecto a la
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diferencia que presentan las cepas clinicas, esta podria estar relacionada a la variabilidad
genética que presenta Candida sp., la cual ha sido reportada para la especie C. albicans en
Lima, Per0 (Arce Gil, 2018) [151].

Por Gltimo, tras estimarse el perfil de liberacion de NO para las CMIs de cada cepa, se
encontrd que en el caso de la concentracion 0.14 mg/mL (CMI de C. krusei), las MSA-NO
Np experimentan una liberacion controlada del NO, lo que resulta ventajoso ya que de
liberarse lentamente pocas cantidades de esta molécula, se favorece su vida media in vivo,

dado que esta en una relacion inversamente proporcional a su concentracion [152].

Para la concentracion 0.28 mg/mL (CMI de C. glabrata), también se observa una liberacion
controlada del NO, lo que se refleja en los cortos periodos de disminucion (liberacion de NO)
e incremento en la absorbancia. Si bien la CMI para C. glabrata del MSA-NO Np (0.14 - 0.28
mg/mL) es menor a la del MSA-NO (0.56 mg/mL), esto podria deberse al incremento de la

vida media del NO al ser liberado en bajas concentraciones y de forma paulatina.

Para la concentracion 0.56 mg/mL de MSA-NO Np (CMI contra C. parapsilosis) no se
observan mayores diferencias entre los perfiles de liberacion del NO por el MSA-NO vy las
MSA-NO Np. En ninguno de estos perfiles de liberacion se observan liberaciones abruptas
del NO. Este resultado nos lleva a suponer que la encapsulacion del MSA-NO en

nanoparticulas poliméricas no ofrece una ventaja relevante en la inhibicion de esta cepa.

Por altimo, en el perfil de liberacién de MSA-NO Np 2.25 mg/mL (CMI contra C. albicans),
se observa la liberacion paulatina del NO y se mantiene la actividad antifingica del MSA-
NO a esta concentracion tras ser incorporado en nanoparticulas de quitosano. Se observé que
el MSA-NO ofrece una liberacion de NO en un periodo mas largo de tiempo a comparacion
de las MSA-NO Np. Sin embargo, esto podria deberse a la amplia diferencia de absorbancias

que se registraron a las 0 horas transcurridas tras la formacion del MSA-NO

Por ultimo, es necesario ahondar mas respecto a este fendmeno, es decir, la diferencia entre
las absorbancias tomadas en el tiempo 0 (0 horas transcurridas después de la reaccion de
nitrosacién) para las concentraciones de MSA-NO y MSA-NO Np. En vista de lo sucedido,
es posible de que al encontrarse encapsulado el MSA en las nanoparticulas de quitosano
algunos grupos sulfhidrilos no se encuentren accesibles a la nitrosacién en las primeras
horas en que la reaccion se produce. Esto lleva a que se forme menor cantidad de MSA-NO
y la sefial de absorbancia a 545 nm sea menor comparada a la solucion que contenia

Unicamente MSA disuelto en agua.

La posterior nitrosacion de los grupos sulhidrilo del MSA cargado en las nanoparticulas,

antes inaccesibles, puede dar lugar al incremento de la absorbancia horas posteriores a la
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reaccion inicial. Este fendmeno es mas notorio en el perfil de liberacion de las MSA-NO Np

a 2.25 mg/mL, donde hay una fase de incremento de la absorbancia muy pronunciada.

En funcién a lo observado, podemos mencionar que si bien no se ha logrado aprovechar la
propiedad antimicrobiana del quitosano en el disefio de una formulacién de nanoparticulas
poliméricas cargadas con MSA-NO con actividad antifingica sobre Candida sp., la presencia
de esta matriz polimérica resultd beneficiosa para poder proteger de una rapida
descomposicién a una molécula tan labil como es el NO, y en su lugar fomentd su liberacion

controlada que resultara en un incremento de su vida media.

En vista que el control en la sintesis de nanoparticulas poliméricas representa un desafio, los
resultados de los andlisis realizados en este trabajo nos permiten afirmar que hay repetibilidad
en el método de sintesis de MSA-NO Np. La validacion del método de sintesis de MSA-
NO Np con actividad antifngica sobre las cepas Candida sp. representa un logro de este

trabajo.
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VI

CONCLUSIONES

Se comprob6 la calidad Optima de la materia prima quitosano y se determind un
procedimiento para la sintesis de nanoparticulas poliméricas de quitosano cargadas con
MSA basado en el método de gelacion ionotroépica, al cual se le incorporo6 las fases de
Pegilacién y Sonicacidn. Estas dos modificaciones al método original se realizaron en
miras de obtener un indice de polidispersidad menor a <0.3.

Se obtuvieron tres lotes de MSA Np con un DE promedio de 241.69 + 18.95 nm, un
IPD promedio de 0.274 + 0.015 y una EE% del MSA promedio de 97.52 + 0.07 %. Estos
valores se encuentran dentro de las especificaciones de calidad establecidas.

Se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias de las MSA-NO Np para C.
krusei ATCC® (0.14 mg/mL), C. glabrata (clinica) (0.14- 0.28 mg/mL), C. parapsilosis
ATCC ® (0.56 mg/mL) asi como C. albicans (clinica) (1.13 — 2.25 mg/mL). Se observd
un mayor susceptibilidad al NO por parte de la cepa C. krusei, en contraste C. albicans
resulté la menos susceptible al agente oxidante.

La inclusion de MSA-NO en nanoparticulas poliméricas de quitosano provoco la
disminucion del CMI de C. glabrata.

Las MSA-NO Np representan una alternativa promisoria para el tratamiento de
infecciones por C. krusei.

Se obtuvo un resultado controversial como fue el fendmeno de crecimiento paraddjico
a la concentracion 4.5 mg/mL de MSA-NO Np en C. glabrata y C. albicans, atribuido a
factores diversos (excipientes, tamafio nanométrico, entre otros).

Se estimo el perfil de liberacion de NO por parte de las MSA-NO Np, donde se
observé la liberacion controlada de NO promovida por la inclusién del MSA-NO en
una matriz polimérica.

Se validé el método de sintesis de MSA-NO Np con actividad antiflngica sobre cepas
Candida sp.
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VI

RECOMENDACIONES

Complementar la informacion obtenida acerca de los parametros fisicos de las
nanoparticulas con una microscopia electréonica de barrido que nos permita la forma
y el tamafio exacto de las mismas.

Determinar el potencial zeta de las nanoparticulas sintetizadas con el objetivo de
predecir la estabilidad de la formulacion.

Si se comprobara que el surgimiento del crecimiento paraddjico en las cepas de intéres
C.albicans y C. glabrata esté siendo promovido por la presencia del quitosano, se
recomienda hacer una mejora en la formulacion. Podria cambiarse el quitosano por una
matriz polimérica mucoadhesiva que no tenga efecto sobre la pared celular de la
levadura. Entre los polimeros que se usan para administrar drogas al tracto vaginal se
encuentran los poliacrilatos, derivados de celulosa, derivados del acido hialuronico,
pectina, almidon, goma tragacanto, polietilenglicol, polisacaridos sulfatados,
carragenato, alginato de sodio y gelatina.

Seria recomendable continuar con la investigacion preclinica, siendo prioridad los
ensayos de toxicologia in vitro o in vitro, teniendo en cuenta el tipo de candidiasis a la
que la formulacion se encuentra dirigida. Por ejemplo, si esta dirigida al tratamiento de
candidiasis vaginales, se recomendaria hacer un ensayo de irritacién vaginal en conejos
(test RVI). No obstante, en la actualidad estan surgiendo alternativas al uso de modelos
animales como es test EpiVaginal ® que incluye ensayos de viabilidad celular,

disrupcién de barrera y liberacién de citoquinas inflamatorias [153].
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ANEXO 01



FORO1/Q

FORMATO PARA LA DETERMINACION DEL GRADO DE DESACETILACION DEL QUITOSANO
POR EL METODO DE TITULACION CONDUCTIMETRICA

Analisis: Determinacién del grado de desacetilacidn del quitosano.

Método: Titulacion conductimétrica

Fecha:26/09/17 Muestra: QUITOSANO GTC Bio (01) GC20161217
1) Coleccion de datos Grdfica
Conductividad 4.500
vNaOH | k(mS/cm) | vNaOH | k (mS/cm) 2000 1@,
0 4.270 46 1.433 o
4 |3.990 47 | 1.438 3200 ®_ = -0.0693x + 4.2611
®. 2 _
8 3.740 48 | 1.445 __ 3.000 “on ~0-9993
12 | 3.440 49 | 1.452 5 2500 = y =0.0388x - 0.5511
) = R = 0.9997
20 2.860 51 1.464 ¥ L
1.500 «
24 2.580 52 1.478
1.000 y =0.0069x + 1.1116
28 | 2.310 53 |1.51 —F05
32 1.997 54 1.544 0.500
36 1.747 55 | 1.584 0.000
40 1.499 56 1.619 0 10 20 30 40 50 60 70
41 1.442 57 | 1.660 V NaOH (mL)
42 1.404 58 1.702
43 1.405 62 1.860
44 1.417 66 2.010 1) Obtencion de Ecuaciones de Recta (y=mx + b)
45 1.425 (y= mx +b) R2 |m| |b|
lec:
Datos: y=-0.0693x 0.9993 0.0693 4.2611
Molaridad real del NaOH 0.1 M = 0.0965 +4.2611
Masa real del Quitosano = 0.2000 2ec:
y=-0.0069x + 0.991 0.0069 1.1116
1.1116
3 ec:
y=-0.0388x— | 0.9997 0.0388 0.5511
0.5511
2) Determinacion del DD Ecuacion utilizada:
_ - (¥ —X)
|becl+ |bzecl  0.5511+1.1116  1.6627 GD = % NHZ = l&l= — x f
y = = = = 52.12
|m3ec|— IMm2ec|  0.0388-0.0069  0.0319 Donds:
v: volumen equivalente mayaor {mL)
_ Ibiecl— Ibzec| _ 42611-11116_ 31495 _ 41.33 x: vohumen equivalente menor {mL)
|Myecl+mzec| 0.0693+0.0069 0.0762 ’ £ concenmacin del MaOH (melL)
w: masa de la muestra de quitosano en g
0 (52.12-41.33) ] . R _
% GD= 16.1x —————————~x0.0965 =83.8% 16.1 es un valor relacionado con el peso equivalente del quitosana
0.2000
4) Leyenda
3) Especificacion k= conductividad mS/cm = miliSiemens por centimetro
M= molar GD= Grado de Desacetilacidon
GD > 60% NH2% = Porcentaje de grupos amino
VNaOH= volumen en mililitros de NaOH 0.0965 M
gastado




FORO1/Q

FORMATO PARA LA DETERMINACION DEL GRADO DE DESACETILACION DEL QUITOSANO
POR EL METODO DE TITULACION CONDUCTIMETRICA

Analisis: Determinacién del grado de desacetilacidn del quitosano.

Método: Titulacion conductimétrica

Fecha:26/09/17 Muestra: QUITOSANO GTC Bio (02) GC20161217
1) Coleccion de datos Grdfica
Conductividad 4.500
vNaOH | k(mS/cm) | vNaOH | k (mS/cm) 4.000
0 4.270 46 1.435 3.500
4 4.010 47 1.444 = 3.000
8 3.720 48 1.452 S 2500
12 3.420 49 1.459 E 2.000 | y=-0.0703x+4.2784
16 3.150 50 1.461 > 1.500 R?=0.9994
20 2.870 51 1.469 1.000 y =0.0077x + 1.0842 0.039x - 0.5501
24 2.590 52 1.492 0.500 R?=0.9779 R?=0.9813
28 2.330 53 1.513 0.000
32 2.031 54 1544 0 10 20 30 40 50 60 70
36 1.777 55 | 1.583 V NaOH (mL)
40 1.407 56 1.621
a1 1.421 57 1.663 1) Obtencion de Ecuaciones de Recta (y=mx + b)
42 | 1.406 58 | 1.679 (y=mx+b) | R2 Im| bl
43 | 1.408 62 | 1.921 lec:
a4 1.415 66 2.016 y=-0.0703x 0.9994 0.0703 4.2784
45 1431 +4.2784
2ec:
y=0.0077x 0.9779 0.0077 1.0819
Datos: +1.0819
Molaridad real del NaOH 0.1 M =0.0965 M 3 ec:
Masa real del Quitosano =0.2013 g y=0.039x - 0.9813 0.039 0.5501
0.5501
2) Determinacion del DD Ecuacion utilizada:
— %
_ Ibseclt Ibpecl _ 0.5501+10819 _ 1632 _ ) 1 6D = %NHZ = 161 % —— i
|m3ec|— IMmaec]  0.039-0.0077  0.0313 Donds:
v: volumen equivalente mayor {mL)
_ Ibiecl= Ibzec| _ 42784-1.0819_ 31965 _ 40.99 x: vohumen equivalente menor {mL)
|myecl+|mzec] 0.0703+0.077  0.078 £ concentracitn del MaOH (molL)
w: masa de la muestra de quitosano en g
% GD= 16.1x %xo 0965 = 86. 06% 16.1 es un valor relacionado con el peso equivalente del quitosana
4) Lleyenda
3) Especificacion k= conductividad mS/cm = miliSiemens por centimetro
M= molar GD= Grado de Desacetilacién
GD > 60% NH2% = Porcentaje de grupos amino
VNaOH= volumen en mililitros de NaOH 0.0965 M
gastado




FORO1/Q

FORMATO PARA LA DETERMINACION DEL GRADO DE DESACETILACION DEL QUITOSANO
POR EL METODO DE TITULACION CONDUCTIMETRICA

Analisis: Determinacién del grado de desacetilacidn del quitosano.

Método: Titulacion conductimétrica

Fecha:26/09/17

Muestra: QUITOSANO GTC Bio (03) GC 20161217

1) Coleccion de datos Grdfica
Conductividad 5.000
vNaOH | k(mS/cm) | vNaOH | k (mS/cm) 4.500
0 4.280 46 1.437 4.000
4 4.012 47 1.447 . 3200
8 [3.734 48 | 1.455 § 300 FEROASHE(A31
& 2.500 R?=0.982
12 3.449 49 1.462 £ 5000 - y=-00707x+4.2951
16 3.161 50 1.467 >~ 1.500 R2 = 0.9992
20 | 2.873 51 | 1.470 1.000 / =0.0085x + 1.0436
24 2.600 52 1.485 0.500 R2=0.9565
28 2.350 53 1.515 0.000
3 5 040 s 1545 0 10 20 30 40 50 60
36 1.780 55 | 1.580 V NaOH (ml)
40 1.390 56 1.620
41 1.416 57 1.665
42 1.410 58 1.680 1) Obtencidn de Ecuaciones de Recta (y=mx + b)
43 | 1.405 62 | 1.920 (y=mx+b) | R2 m| bl
44 | 1.410 66 | 2.015 lec:
45 1.425 =-0.0707x 0.9992 0.0707 4.2951
+4.2951
Datos: 2ec:
Molaridad | del NaOH 0.1 M =0.0965 M ’
Mzszr:re; dr:IaQu?toszno =0.2019 y=0.0085x | 0.9565 0.0085 1.0436
CU 8 +1.0436
3 ec:
y=0.0391x - 0.9820 0.0391 0.5531
0.5531
2) Determinacion del DD Ecuacion utilizada:
€D = %NHZ = 161 %0 % o §

|b3ecl+ |b2ecl _ 0.5531+1.0436 _ 1.597

= = = =52.18
y |m3ecl— Imzec|  0.0391-0.0085  0.0306

_ |b1ecl— Ibzec| _ 42951-1.0436_ 3.2515

= = = =41.05
|M1ecl+Imzec] 0.0707+0.0085 0.0792

% GD= 16.1 x %xo.wes = 85.6%

Dionde:

v: volumen squivalente mayar {mL)

% vohmen equivalente menar (ml)

f: concentracion del NaOH (melL)

w: masa de la muestra de quitosano en g

16.1 es un valor relacionado con el peso equivalente del quitosano

3) Especificacion

GD > 60%

4) Lleyenda

k= conductividad mS/cm = miliSiemens por centimetro

M= molar GD= Grado de Desacetilacién

NH2% = Porcentaje de grupos amino

VNaOH= volumen en mililitros de NaOH 0.0965 M
gastado




ANEXO 02



FOR02/Q

FORMATO PARA LA DETERMINACION DE PESO MOLECULAR DEL QUITOSANO POR

VISCOSIMETRIA CAPILAR

Andlisis: Determinacién del peso molecular del quitosano.

Método: Viscosimetria capilar

Fecha: 25/09/2017

1) Coleccién de datos

K (10°L/g) = 1.641 x 10727 x 85.1514032 = 199278
K (105mL/ g) =0.001992781

MUESTRA | C(g/ml) t (s) t-t* nesp = (t-t*) /t* nred=nesp/C
Buffer* 16.09
QUITOSANO 0.01 482.00 465.91 28.956 2895.649
G'ﬁg]gio 0.0075 243.85 227.76 14.155 1887.383
GC20161217 0.005 115.30 99.21 6.166 1233.188
0.0025 46.10 30.01 1.865 746.053
0.00125 29.15 13.06 0.812 649.347
2) Obtencion de la Ecuacion de la Recta
Grafica Ecuacion de la recta:
3500 (y=mx +b)
0 y=254510x + 146,15 ® Y= 25410x + 146.15
< 2500 R?=0.9596 ..
£ 2000 e R2=0.9596
©
'S 1500
2 °
@ 1000 —
c = )
500 Q.
0
0 0.002  0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
C (g/mL)
3) Calculo del Peso Molecular
Dato (FOR01/Q) DD% =85.15 (PROMEDIO)
= —0.0102 x (85.15) + 1.8159 = 0.94737 Ecuaciones:

o= —0.01020D + LE1LG

kg10%L gy = L641x10-* gD pr+es2
Mw = (L'ls)l/o.94737 =136655.56 Da L'g
0.001992781222 1] = KMw®
Mw = 136.65 kDa Donde esn es b en la ecuacion de
PM=136.65 kDa la recta (y = mx + b)

4) Especificaciones

t=tiempo t*=tiempo en que el buffer demora en pasar por el capilar

50 -190 kDa = Bajo Peso Molecular 190 — 310 kDa= Mediano Peso Molecular

310-375 kDa= Alto Peso Molecular

5) Leyenda

kDa= kilodaltons DD= Grado de Desacetilaciéon [n] = viscosidad n esp= viscosidad especifica
n red= viscosidad reducida Mw=PM= Peso Molecular C= Concentracién

1)1




FOR02/Q

FORMATO PARA LA DETERMINACION DE PESO MOLECULAR DEL QUITOSANO POR
VISCOSIMETRIA CAPILAR

Analisis: Determinacién del peso molecular del quitosano.

Método: Viscosimetria capilar

Fecha: 25/09/2017

1) Coleccién de datos

MUESTRA | C(g/ml) t (s) t-t* n esp = (t-t*) /t* nred=nesp/C
Buffer* 16.70
QUITOSANO 0.01 449.39 432.68 25.909 2590.898
GT(?:Z;io 0.0075 24051 22381 13.402 1786.906
GC20161217 0.005 124.50 107.80 6.455 1291.018
0.0025 49.20 32.50 1.946 778.443
0.00125 26.30 9.60 0.575 459.880
2) Obtencion de la Ecuacion de la Recta
Gréfica Ecuacidn de la recta:
3000 (y=mx +b)
y=234621x + 149.67 @ _

_ 2500 R'=0.9905 .+ Y=234621x +149.67

= 2000

E e R2= 0.9905

S 1500

S @

' 1000

c .

500 Pat
0
0 0.002  0.004  0.006  0.008 0.01 0.012
C (g/mL)

3) Calculo del Peso Molecular

Dato (FOR01/Q) DD% =85.15 (PROMEDIO)

<= —0.0102 x (80.2) + 1.8159 = Ecuaciones:

P .
K (105L/g) = 1.641 x 1027 x 80.214032 = 7T TR e
K (10°mL/ g) =0.001992781

149.67

Mw = (——————)1/094737 2140132.0257 Da
0.001992781222 [”] = KMw®
Mw = 140.13 kDa Donde es 1 es b en la ecuacion de
PM=140.13 kDa la recta (y =mx +b)

k(10°L/g) = L641x10~* gD P+

4) Especificaciones

50 -190 kDa = Bajo Peso Molecular 190 — 310 kDa= Mediano Peso Molecular

310-375 kDa= Alto Peso Molecular

5) Leyenda

kDa= kilodaltons DD= Grado de Desacetilacién [n] = viscosidad n esp= viscosidad especifica
n red= viscosidad reducida Mw=PM= Peso Molecular C= Concentracién

t=tiempo t*=tiempo en que el buffer demora en pasar por el capilar

1)1




FOR02/Q

FORMATO PARA LA DETERMINACION DE PESO MOLECULAR DEL QUITOSANO POR
VISCOSIMETRIA CAPILAR

Anadlisis: Determinacién del peso molecular del quitosano.

Método: Viscosimetria capilar

Fecha: 25/09/2017

1) Colecciéon de datos

MUESTRA | C(g/ml) t(s) t-t* nesp = (t-t*) /t* nred=nesp/C
Buffer* 15.90
QUITOSANO 0.01 437.72 421.82 26.529 2652.956
GT‘?;m 0.0075 238.47 22257 13.998 1866.415
GC20161217 0.005 121.70 105.80 6.654 1330.820
0.0025 47.11 31.21 1.963 785.157
0.00125 25.30 9.40 0.591 472.956
2) Obtencidn de la Ecuacion de la Recta
Gréfica Ecuacion de la recta:
3000 (y=mx +b)
y = 242288 + 149.65
2300 R?=0.9938 Y=242288x +149.65
o —_
= 2000 R2=0.9938
£
3 1500
S
g 1000
c
500
0
0 0.002  0.004 0006  0.008 0.01 0.012
C (g/mL)

3) Calculo del Peso Molecular

Dato (FOR01/Q) DD% =85.15 (PROMEDIO)

< = —0.0102 x (85.15) + 1.8159 = 0.94737 Ecuaciones:
= —0.010200 4+ 1LB159
K (10°L/g) = 1.641 x 10727 x 85.15*032 = 1,99278

K (106mL/ g) =0.001992781
149.65

Mw = (——=——)1/0-94737 =140112.26 Da
0.001992781222 [}},] — Kﬂ’fﬂ'a
Mw = 140.11 kDa Donde es 11 es b en la ecuacion de
PM= 140.11 kDa la recta (y =mx+b)

k(10°L/g) = L641x10 ¥ DD 4o

4) Especificaciones

50 -190 kDa = Bajo Peso Molecular 190 — 310 kDa= Mediano Peso Molecular

310-375 kDa= Alto Peso Molecular

5) Leyenda

kDa= kilodaltons DD= Grado de Desacetilacion [n] = viscosidad n esp= viscosidad especifica
n red= viscosidad reducida Mw= PM=Peso Molecular C= Concentracion

t=tiempo t*=tiempo en que el buffer demora en pasar por el capilar




ANEXO 03



FOR03/Q

FORMATO - ESPECTRO INFRARROJO DEL QUITOSANO

Analisis: Determinacién del espectro infrarrojo del Quitosano de Calamar Lote GC20161217 (GTC Biotech)

Método: Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier y Sistema ATR

Fecha: 26/09/17

1) Coleccion de Datos

Longitud de

0, - 0, - 0, - 0,
Onda T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T%

4000.36438 | 101.211076 | 3861.48963 | 101.094003 | 3722.61488 | 101.255769 | 3583.74013 | 97.049788

3996.50675 | 101.186867 | 3857.632 101.079837 | 3718.75725 | 101.254982 | 3579.8825 96.85235

3992.64912 | 101.143595 | 3853.77437 | 101.10833 3714.89962 | 101.276535 | 3576.02486 | 96.615903

3988.79149 | 101.119306 | 3849.91674 | 101.136363 | 3711.04198 | 101.256556 | 3572.16723 | 96.362669

3984.93386 | 101.143739 | 3846.0591 101.059734 | 3707.18435 | 101.234122 | 3568.3096 | 96.139657

3981.07622 | 101.176657 | 3842.20147 | 101.118856 | 3703.32672 | 101.238063 | 3564.45197 | 95.908449

3977.21859 | 101.182968 | 3838.34384 | 101.108844 | 3699.46909 | 101.175192 | 3560.59434 | 95.664958

3973.36096 | 101.162061 | 3834.48621 | 101.165446 | 3695.61146 | 101.156587 | 3556.7367 95.417129

3969.50333 | 101.124143 | 3830.62858 | 101.174351 | 3691.75382 | 101.071257 | 3552.87907 | 95.133338

3965.6457 101.118519 | 3826.77094 | 101.129154 | 3687.89619 | 101.051272 | 3549.02144 | 94.906644

3961.78806 | 101.1463 3822.91331 | 101.10986 3684.03856 | 100.982975 | 3545.16381 | 94.701766

3957.93043 | 101.141182 | 3819.05568 | 101.1475 3680.18093 | 100.903154 | 3541.30618 | 94.397653

3954.0728 101.129109 | 3815.19805 | 101.170035 | 3676.3233 100.805233 | 3537.44854 | 94.254808

3950.21517 | 101.119956 | 3811.34042 | 101.14722 3672.46566 | 100.770481 | 3533.59091 | 94.074964

3946.35754 | 101.118778 | 3807.48278 | 101.106305 | 3668.60803 | 100.746799 | 3529.73328 | 93.900151

3942.4999 101.115797 | 3803.62515 | 101.104266 | 3664.7504 100.671363 | 3525.87565 | 93.575265

3938.64227 | 101.10184 3799.76752 | 101.141741 | 3660.89277 | 100.67661 3522.01802 | 93.197933

3934.78464 | 101.093908 | 3795.90989 | 101.163811 | 3657.03514 | 100.463069 | 3518.16038 | 92.977046

3930.92701 | 101.09643 3792.05226 | 101.148993 | 3653.1775 100.353273 | 3514.30275 | 92.791544

3927.06938 | 101.097449 | 3788.19462 | 101.236018 | 3649.31987 | 100.255522 | 3510.44512 | 92.574735

3923.21174 | 101.09895 3784.33699 | 101.166238 | 3645.46224 | 100.127289 | 3506.58749 | 92.308533

3919.35411 | 101.103919 | 3780.47936 | 101.209521 | 3641.60461 | 99.976727 3502.72986 | 92.005253

3915.49648 | 101.117616 | 3776.62173 | 101.215443 | 3637.74698 | 99.874504 3498.87222 | 91.659217

3911.63885 | 101.066683 | 3772.7641 101.209264 | 3633.88934 | 99.624271 3495.01459 | 91.388781

3907.78122 | 101.076633 | 3768.90646 | 101.197862 | 3630.03171 | 99.50026 3491.15696 | 91.163598

3903.92358 | 101.073034 | 3765.04883 | 101.209686 | 3626.17408 | 99.339802 3487.29933 | 90.909428

3900.06595 | 101.082868 | 3761.1912 101.217539 | 3622.31645 | 99.138363 3483.4417 90.622396

3896.20832 | 101.084824 | 3757.33357 | 101.174523 | 3618.45882 | 98.914006 3479.58406 | 90.274542

3892.35069 | 101.06131 3753.47594 | 101.116313 | 3614.60118 | 98.691702 3475.72643 | 89.949591

3888.49306 | 101.035674 | 3749.6183 101.113652 | 3610.74355 | 98.509283 | 3471.8688 | 89.687636

3884.63542 | 101.065909 | 3745.76067 | 101.11475 3606.88592 | 98.307802 3468.01117 | 89.409694

3880.77779 | 101.093285 | 3741.90304 | 101.101546 | 3603.02829 | 98.096253 3464.15354 | 89.129798

3876.92016 | 101.078898 | 3738.04541 | 101.110748 | 3599.17066 | 97.900561 3460.2959 88.843228

3873.06253 | 101.061125 | 3734.18778 | 101.12818 3595.31302 | 97.686732 3456.43827 | 88.577013

3869.2049 101.073564 | 3730.33014 | 101.163666 | 3591.45539 | 97.479009 3452.58064 | 88.367147

3865.34726 | 101.112264 | 3726.47251 | 101.222647 | 3587.59776 | 97.266535 3448.72301 | 88.168155

1|7




FOR03/Q

v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T%
3444.86538 | 87.862429 | 3317.56352 | 84.536396 | 3190.26166 | 86.723501 | 3062.95981 | 91.063591
3441.00774 | 87.610144 | 3313.70589 | 84.521451 | 3186.40403 | 86.810924 | 3059.10218 | 91.196595
3437.15011 | 87.400395 | 3309.84826 | 84.449023 | 3182.5464 | 86.897982 | 3055.24454 | 91.327226
3433.29248 | 87.19314 3305.99062 | 84.335508 | 3178.68877 | 87.00996 3051.38691 | 91.459807
3429.43485 | 86.989135 | 3302.13299 | 84.285362 | 3174.83114 | 87.109947 | 3047.52928 | 91.611628
3425.57722 | 86.840737 | 3298.27536 | 84.265874 | 3170.9735 | 87.258964 | 3043.67165 | 91.746117
3421.71958 | 86.702903 | 3294.41773 | 84.211431 | 3167.11587 | 87.417355 | 3039.81402 | 91.898536
3417.86195 | 86.524787 | 3290.5601 | 84.22559 3163.25824 | 87.544499 | 3035.95638 | 92.047242
3414.00432 | 86.372006 | 3286.70246 | 84.308447 | 3159.40061 | 87.696989 | 3032.09875 | 92.176282
3410.14669 | 86.248315 | 3282.84483 | 84.374409 | 3155.54298 | 87.864679 | 3028.24112 | 92.301615
3406.28906 | 86.126534 | 3278.9872 | 84.460101 | 3151.68534 | 87.985371 | 3024.38349 | 92.457177
3402.43142 | 85.973209 | 3275.12957 | 84.555933 | 3147.82771 | 88.113263 | 3020.52586 | 92.597653
3398.57379 | 85.811899 | 3271.27194 | 84.661471 | 3143.97008 | 88.265057 | 3016.66822 | 92.729711
3394.71616 | 85.673215 | 3267.4143 | 84.830409 | 3140.11245 | 88.417508 | 3012.81059 | 92.846417
3390.85853 | 85.481151 | 3263.55667 | 84.992861 | 3136.25482 | 88.571672 | 3008.95296 | 92.968139
3387.0009 | 85.300444 | 3259.69904 | 85.122999 | 3132.39718 | 88.717833 | 3005.09533 | 93.103046
3383.14326 | 85.128968 | 3255.84141 | 85.235417 | 3128.53955 | 88.845816 | 3001.2377 | 93.216536
3379.28563 | 84.904259 | 3251.98378 | 85.333313 | 3124.68192 | 88.970769 | 2997.38006 | 93.295725
3375.428 84.654106 | 3248.12614 | 85.445267 | 3120.82429 | 89.088465 | 2993.52243 | 93.366821
3371.57037 | 84.409262 | 3244.26851 | 85.543603 | 3116.96666 | 89.206224 | 2989.6648 | 93.427304
3367.71274 | 84.183911 | 3240.41088 | 85.63701 3113.10902 | 89.317737 | 2985.80717 | 93.471712
3363.8551 | 84.020078 | 3236.55325 | 85.744017 | 3109.25139 | 89.448696 | 2981.94954 | 93.461252
3359.99747 | 83.911332 | 3232.69562 | 85.848223 | 3105.39376 | 89.595148 | 2978.0919 | 93.445859
3356.13984 | 83.851812 | 3228.83798 | 85.954171 | 3101.53613 | 89.729931 | 2974.23427 | 93.427995
3352.28221 | 83.861439 | 3224.98035 | 86.042322 | 3097.6785 | 89.839004 | 2970.37664 | 93.373724
3348.42458 | 83.921236 | 3221.12272 | 86.115553 | 3093.82086 | 89.970136 | 2966.51901 | 93.308064
3344.56694 | 84.02367 3217.26509 | 86.190135 | 3089.96323 | 90.101607 | 2962.66138 | 93.226019
3340.70931 | 84.138081 | 3213.40746 | 86.292723 | 3086.1056 | 90.22594 2958.80374 | 93.096917
3336.85168 | 84.252409 | 3209.54982 | 86.382622 | 3082.24797 | 90.373005 | 2954.94611 | 92.940444
3332.99405 | 84.37297 3205.69219 | 86.443726 | 3078.39034 | 90.514734 | 2951.08848 | 92.743143
3329.13642 | 84.489199 | 3201.83456 | 86.51974 3074.5327 | 90.631473 | 2947.23085 | 92.510169
3325.27878 | 84.559992 | 3197.97693 | 86.587757 | 3070.67507 | 90.777841 | 2943.37322 | 92.263044
3321.42115 | 84.556736 | 3194.1193 | 86.642981 | 3066.81744 | 90.944278 | 2939.51558 | 92.01135




FOR03/Q

v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T%
2935.65795 | 91.753948 | 2792.92557 | 93.879434 | 2650.19318 | 96.20996 2507.4608 | 97.87565
2931.80032 | 91.499504 | 2789.06794 | 93.975506 | 2646.33555 | 96.291698 | 2503.60317 | 97.909928
2927.94269 | 91.265059 | 2785.2103 | 94.064475 | 2642.47792 | 96.369322 | 2499.74554 | 97.958458
2924.08506 | 91.072176 | 2781.35267 | 94.135361 | 2638.62029 | 96.441953 | 2495.8879 | 97.998518
2920.22742 | 90.927309 | 2777.49504 | 94.217412 | 2634.76266 | 96.516726 | 2492.03027 | 98.018382
2916.36979 | 90.844136 | 2773.63741 | 94.312223 | 2630.90502 | 96.58021 2488.17264 | 98.031771
2912.51216 | 90.804091 | 2769.77978 | 94.380021 | 2627.04739 | 96.632295 | 2484.31501 | 98.071443
2908.65453 | 90.771473 | 2765.92214 | 94.428592 | 2623.18976 | 96.706517 | 2480.45738 | 98.128258
2904.7969 | 90.691081 | 2762.06451 | 94.487396 | 2619.33213 | 96.774064 | 2476.59974 | 98.153289
2900.93926 | 90.563905 | 2758.20688 | 94.548368 | 2615.4745 | 96.80841 2472.74211 | 98.169048
2897.08163 | 90.397322 | 2754.34925 | 94.630434 | 2611.61686 | 96.86397 2468.88448 | 98.204325
2893.224 90.183558 | 2750.49162 | 94.699209 | 2607.75923 | 96.908053 | 2465.02685 | 98.258141
2889.36637 | 89.972021 | 2746.63398 | 94.742323 | 2603.9016 | 96.944965 | 2461.16922 | 98.321458
2885.50874 | 89.785654 | 2742.77635 | 94.787857 | 2600.04397 | 96.994173 | 2457.31158 | 98.372157
2881.6511 | 89.58954 2738.91872 | 94.848474 | 2596.18634 | 97.046082 | 2453.45395 | 98.400178
2877.79347 | 89.44356 2735.06109 | 94.900095 | 2592.3287 | 97.088052 | 2449.59632 | 98.399652
2873.93584 | 89.375917 | 2731.20346 | 94.94082 2588.47107 | 97.124922 | 2445.73869 | 98.413733
2870.07821 | 89.395424 | 2727.34582 | 94.975882 | 2584.61344 | 97.163167 | 2441.88106 | 98.459971
2866.22058 | 89.502361 | 2723.48819 | 95.016661 | 2580.75581 | 97.202011 | 2438.02342 | 98.499686
2862.36294 | 89.703479 | 2719.63056 | 95.060441 | 2576.89818 | 97.242691 | 2434.16579 | 98.511701
2858.50531 | 89.982889 | 2715.77293 | 95.111583 | 2573.04054 | 97.290073 | 2430.30816 | 98.530724
2854.64768 | 90.2987 2711.9153 | 95.165069 | 2569.18291 | 97.335389 | 2426.45053 | 98.562421
2850.79005 | 90.651088 | 2708.05766 | 95.21988 2565.32528 | 97.360201 | 2422.5929 | 98.59387
2846.93242 | 91.04048 2704.20003 | 95.275849 | 2561.46765 | 97.398546 | 2418.73526 | 98.612523
2843.07478 | 91.437742 | 2700.3424 | 95.32802 2557.61002 | 97.444252 | 2414.87763 | 98.610618
2839.21715 | 91.792223 | 2696.48477 | 95.379819 | 2553.75238 | 97.460313 | 2411.02 98.628082
2835.35952 | 92.075728 | 2692.62714 | 95.435449 | 2549.89475 | 97.481861 | 2407.16237 | 98.655427
2831.50189 | 92.329724 | 2688.7695 | 95.494682 | 2546.03712 | 97.518748 | 2403.30474 | 98.651617
2827.64426 | 92.570423 | 2684.91187 | 95.549917 | 2542.17949 | 97.56309 2399.4471 | 98.653774
2823.78662 | 92.790299 | 2681.05424 | 95.616938 | 2538.32186 | 97.603843 | 2395.58947 | 98.652022
2819.92899 | 92.971084 | 2677.19661 | 95.700377 | 2534.46422 | 97.629098 | 2391.73184 | 98.671027
2816.07136 | 93.114342 | 2673.33898 | 95.770991 | 2530.60659 | 97.662695 | 2387.87421 | 98.760293
2812.21373 | 93.259136 | 2669.48134 | 95.831456 | 2526.74896 | 97.696789 | 2384.01658 | 98.75746
2808.3561 | 93.406914 | 2665.62371 | 95.893724 | 2522.89133 | 97.703295 | 2380.15894 | 98.779753
2804.49846 | 93.542804 | 2661.76608 | 95.957814 | 2519.0337 | 97.761688 | 2376.30131 | 98.801689
2800.64083 | 93.665492 | 2657.90845 | 96.049728 | 2515.17606 | 97.817972 | 2372.44368 | 98.813071
2796.7832 | 93.774602 | 2654.05082 | 96.133582 | 2511.31843 | 97.848896 | 2368.58605 | 98.814301




FOR03/Q

v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T%
2364.72842 | 98.818498 | 2221.99603 | 98.931005 | 2079.26365 | 99.112842 1936.53126 | 99.695947
2360.87078 | 98.838272 | 2218.1384 | 98.912993 | 2075.40602 | 99.118207 | 1932.67363 | 99.69877
2357.01315 | 98.869775 | 2214.28077 | 98.948792 | 2071.54838 | 99.100084 | 1928.816 99.71088
2353.15552 | 98.899854 | 2210.42314 | 98.984268 | 2067.69075 | 99.099103 | 1924.95837 | 99.741857
2349.29789 | 98.924293 | 2206.5655 | 98.992823 | 2063.83312 | 99.127747 | 1921.10074 | 99.756177
2345.44026 | 98.948759 | 2202.70787 | 98.954415 | 2059.97549 | 99.170253 | 1917.2431 | 99.764287
2341.58262 | 98.981171 | 2198.85024 | 98.929396 | 2056.11786 | 99.214775 | 1913.38547 | 99.778953
2337.72499 | 99.010816 | 2194.99261 | 98.936409 | 2052.26022 | 99.272691 | 1909.52784 | 99.787326
2333.86736 | 99.021071 | 2191.13498 | 98.975859 | 2048.40259 | 99.375503 | 1905.67021 | 99.792277
2330.00973 | 99.016151 | 2187.27734 | 99.02613 2044.54496 | 99.451329 | 1901.81258 | 99.813549
2326.1521 | 99.016648 | 2183.41971 | 99.014413 | 2040.68733 | 99.522961 | 1897.95494 | 99.824329
2322.29446 | 99.023753 | 2179.56208 | 98.97448 2036.8297 | 99.497236 | 1894.09731 | 99.809643
2318.43683 | 99.030523 | 2175.70445 | 98.9092 2032.97206 | 99.495302 | 1890.23968 | 99.826799
2314.5792 | 99.038979 | 2171.84682 | 98.930814 | 2029.11443 | 99.536676 | 1886.38205 | 99.830933
2310.72157 | 99.047088 | 2167.98918 | 98.993603 | 2025.2568 | 99.601696 | 1882.52442 | 99.836674
2306.86394 | 99.059136 | 2164.13155 | 99.025455 | 2021.39917 | 99.590188 | 1878.66678 | 99.875827
2303.0063 | 99.075349 | 2160.27392 | 98.978855 | 2017.54154 | 99.550651 | 1874.80915 | 99.842463
2299.14867 | 99.088718 | 2156.41629 | 98.913772 | 2013.6839 | 99.568474 | 1870.95152 | 99.844542
2295.29104 | 99.094853 | 2152.55866 | 98.861178 | 2009.82627 | 99.651338 | 1867.09389 | 99.842412
2291.43341 | 99.097269 | 2148.70102 | 98.853971 | 2005.96864 | 99.623723 | 1863.23626 | 99.843489
2287.57578 | 99.115989 | 2144.84339 | 98.851755 | 2002.11101 | 99.562325 | 1859.37862 | 99.851641
2283.71814 | 99.088128 | 2140.98576 | 98.861891 | 1998.25338 | 99.55948 1855.52099 | 99.83619
2279.86051 | 99.062603 | 2137.12813 | 98.858123 | 1994.39574 | 99.663502 | 1851.66336 | 99.883441
2276.00288 | 99.050577 | 2133.2705 | 98.837673 | 1990.53811 | 99.635921 | 1847.80573 | 99.848608
2272.14525 | 99.037835 | 2129.41286 | 98.808743 | 1986.68048 | 99.65825 1843.9481 | 99.856799
2268.28762 | 99.028546 | 2125.55523 | 98.824279 | 1982.82285 | 99.660008 | 1840.09046 | 99.858481
2264.42998 | 99.02236 2121.6976 | 98.841633 | 1978.96522 | 99.68671 1836.23283 | 99.838532
2260.57235 | 99.022444 | 2117.83997 | 98.871597 | 1975.10758 | 99.688395 | 1832.3752 | 99.831937
2256.71472 | 99.027981 | 2113.98234 | 98.888255 | 1971.24995 | 99.688552 | 1828.51757 | 99.832038
2252.85709 | 99.035023 | 2110.1247 | 98.915807 | 1967.39232 | 99.690288 | 1824.65994 | 99.838998
2248.99946 | 99.041073 | 2106.26707 | 98.94262 1963.53469 | 99.685805 | 1820.8023 | 99.835395
2245.14182 | 99.048931 | 2102.40944 | 98.989495 | 1959.67706 | 99.68175 1816.94467 | 99.845067
2241.28419 | 99.046481 | 2098.55181 | 99.019659 | 1955.81942 | 99.674906 | 1813.08704 | 99.818714
2237.42656 | 99.021438 | 2094.69418 | 99.033586 | 1951.96179 | 99.682539 | 1809.22941 | 99.817842
2233.56893 | 99.009741 | 2090.83654 | 99.037855 | 1948.10416 | 99.693607 | 1805.37178 | 99.803688
2229.7113 | 98.996151 | 2086.97891 | 99.041701 | 1944.24653 | 99.678632 | 1801.51414 | 99.797321
2225.85366 | 98.979375 | 2083.12128 | 99.059807 | 1940.3889 | 99.684119 | 1797.65651 | 99.780203

417




FOR03/Q

v (cm-1)

T%

v (cm-1)

T%

v (cm-1)

T%

v (cm-1)

T%

1793.79888

99.772048

1651.0665

93.725025

1508.33411

96.446258

1365.60173

89.889171

1789.94125

99.765562

1647.20886

93.577378

1504.47648

96.3504

1361.7441

90.128623

1786.08362

99.732736

1643.35123

93.41637

1500.61885

96.214037

1357.88646

90.369473

1782.22598

99.749747

1639.4936

93.382141

1496.76122

96.005686

1354.02883

90.726279

1778.36835

99.730834

1635.63597

93.183604

1492.90358

95.939352

1350.1712

90.879216

1774.51072

99.728848

1631.77834

93.060117

1489.04595

95.592803

1346.31357

90.962873

1770.65309

99.716859

1627.9207

93.20744

1485.18832

95.335704

1342.45594

90.822718

1766.79546

99.697541

1624.06307

92.641192

1481.33069

95.111308

1338.5983

90.796463

1762.93782

99.704859

1620.20544

92.333208

1477.47306

94.688011

1334.74067

90.739056

1759.08019

99.630923

1616.34781

91.99834

1473.61542

94.368883

1330.88304

90.669127

1755.22256

99.587162

1612.49018

91.586876

1469.75779

94.078386

1327.02541

90.557437

1751.36493

99.551253

1608.63254

91.174415

1465.90016

93.74222

1323.16778

90.661597

1747.5073

99.505736

1604.77491

90.775214

1462.04253

93.436483

1319.31014

90.750989

1743.64966

99.44639

1600.91728

90.33339

1458.1849

93.19197

1315.45251

90.879185

1739.79203

99.37519

1597.05965

89.962359

1454.32726

93.018111

1311.59488

91.068855

1735.9344

99.312074

1593.20202

89.958062

1450.46963

92.841534

1307.73725

91.32749

1732.07677

99.259877

1589.34438

89.770845

1446.612

92.637039

1303.87962

91.599569

1728.21914

99.188957

1585.48675

90.075881

1442.75437

92.610938

1300.02198

91.88168

1724.3615

99.155763

1581.62912

90.612631

1438.89674

92.159148

1296.16435

92.305529

1720.50387

98.953856

1577.77149

91.438214

1435.0391

91.884576

1292.30672

92.777536

1716.64624

98.833409

1573.91386

92.07357

1431.18147

91.587642

1288.44909

93.205901

1712.78861

98.701167

1570.05622

92.734545

1427.32384

91.123108

1284.59146

93.537383

1708.93098

98.501354

1566.19859

93.605286

1423.46621

91.0689

1280.73382

93.725687

1705.07334

98.264306

1562.34096

93.93828

1419.60858

90.989679

1276.87619

93.773143

1701.21571

98.040341

1558.48333

94.46141

1415.75094

90.956965

1273.01856

93.682518

1697.35808

97.820544

1554.6257

94.92033

1411.89331

90.840722

1269.16093

93.508988

1693.50045

97.504409

1550.76806

95.390143

1408.03568

91.362495

1265.3033

93.356519

1689.64282

97.345079

1546.91043

95.552939

1404.17805

91.116558

1261.44566

93.28169

1685.78518

96.795246

1543.0528

95.795078

1400.32042

90.986329

1257.58803

93.320212

1681.92755

96.424187

1539.19517

96.031432

1396.46278

90.779472

1253.7304

93.511291

1678.06992

96.025171

1535.33754

96.212321

1392.60515

90.45813

1249.87277

93.811378

1674.21229

95.595765

1531.4799

96.410802

1388.74752

90.1338

1246.01514

94.153905

1670.35466

95.172541

1527.62227

96.431776

1384.88989

89.796514

1242.1575

94.47904

1666.49702

94.856548

1523.76464

96.534669

1381.03226

89.220541

1238.29987

94.751527

1662.63939

94.32257

1519.90701

96.600918

1377.17462

89.490568

1234.44224

94.951884

1658.78176

94.100456

1516.04938

96.579809

1373.31699

89.526293

1230.58461

95.145192

1654.92413

93.913439

1512.19174

96.729286

1369.45936

89.501278

1226.72698

95.342844




FOR03/Q

v (cm-1)

T%

v (cm-1)

T%

v (cm-1)

T%

v (cm-1)

T%

1219.01171

95.778022

1076.27933

65.030464

933.546944

74.387077

790.81456

80.550848

1215.15408

95.972718

1072.4217

63.867662

929.689312

75.093101

786.956928

80.396173

1211.29645

96.071602

1068.56406

63.039752

925.83168

75.817422

783.099296

80.235638

1207.43882

95.98614

1064.70643

62.468458

921.974048

76.549389

779.241664

80.0838

1203.58118

95.713953

1060.8488

62.232597

918.116416

77.175048

775.384032

79.894782

1199.72355

95.4669

1056.99117

62.435611

914.258784

77.545434

771.5264

79.677186

1195.86592

95.432112

1053.13354

63.078662

910.401152

77.519745

767.668768

79.464163

1192.00829

95.576235

1049.2759

63.75224

906.54352

77.126992

763.811136

79.237739

1188.15066

95.680819

1045.41827

63.931927

902.685888

76.483483

759.953504

79.000085

1184.29302

95.546327

1041.56064

63.380582

898.828256

75.863036

756.095872

78.81542

1180.43539

95.11552

1037.70301

62.384103

894.970624

75.579082

752.23824

78.63509

1176.57776

94.37087

1033.84538

61.302727

891.112992

75.807053

748.380608

78.45064

1172.72013

93.298394

1029.98774

60.464866

887.25536

76.441846

744.522976

78.204154

1168.8625

91.838288

1026.13011

60.056215

883.397728

77.33769

740.665344

78.033801

1165.00486

90.023716

1022.27248

60.140008

879.540096

78.223649

736.807712

77.89341

1161.14723

88.013528

1018.41485

60.562969

875.682464

78.969974

732.95008

77.669113

1157.2896

86.124813

1014.55722

61.191046

871.824832

79.709983

729.092448

77.378196

1153.43197

84.816561

1010.69958

61.874905

867.9672

80.456736

725.234816

77.085296

1149.57434

84.461499

1006.84195

62.464505

864.109568

80.972001

721.377184

76.770044

1145.7167

85.088935

1002.98432

62.745457

860.251936

81.289202

717.519552

76.400515

1141.85907

86.191664

999.126688

62.627419

856.394304

81.547167

713.66192

76.065755

1138.00144

87.012236

995.269056

62.228027

852.536672

81.722573

709.804288

75.84385

1134.14381

87.039972

991.411424

61.860531

848.67904

81.816346

705.946656

75.655557

1130.28618

86.386782

987.553792

61.875494

844.821408

81.858852

702.089024

75.562091

1126.42854

85.421769

983.69616

62.532859

840.963776

81.889418

698.231392

75.515004

1122.57091

84.434587

979.838528

63.781364

837.106144

81.930246

694.37376

75.487365

1118.71328

83.515559

975.980896

65.337252

833.248512

81.917819

690.516128

75.442693

1114.85565

82.607065

972.123264

66.880673

829.39088

81.845975

686.658496

75.3457

1110.99802

81.420593

968.265632

68.275558

825.533248

81.762663

682.800864

75.177081

1107.14038

79.587816

964.408

69.43047

821.675616

81.684891

678.943232

74.884729

1103.28275

77.117233

960.550368

70.320932

817.817984

81.591128

675.0856

74.359087

1099.42512

74.50616

956.692736

70.965798

813.960352

81.491565

671.227968

73.818947

1095.56749

72.237791

952.835104

71.486328

810.10272

81.385447

667.370336

72.394118

1091.70986

70.519275

948.977472

71.960669

806.245088

81.255159

663.512704

71.532545

1087.85222

69.167873

945.11984

72.455244

802.387456

81.094929

659.655072

71.54145

1083.99459

67.850159

941.262208

73.021069

798.529824

80.907746

655.79744

71.695127

651.939808

71.97336

648.082176

72.126176

Leyenda: T% = Transmitancia

v = Frecuencia

Firma Analista:

Gabriela M.




FORO03/Q
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>

¥ G.T.C. UNION GROUP LTD.

NO.52 HONGKONG MIDDLE STREET, SHINAN DISTRICT, QINGDAO, CHINA

TEL: 86-532-80632517

FAX: 86-532-80622407

CERTIFICATE OF

ANALYSIS

BATCH NO. : GC20161217

DATE: Dec.17, 2016

NAME Squid Chitosan
QUANTITY 1000KGS
ITEM STANDARD RESULT
D.AC. % 95 96.7
Viscosity cps 50-300 185
Molecular Weight kDa 50-190 113.2
Insolubles % 1% max 0.45
Ash % 1% max 0.87
Moisture % 10% max 9
Particle Size mesh 80 (95% Pass) Qualified
Heavy Metals ppm Tppm max Qualified
Arsenic ppm 0.5ppm max Qualified
Density g/ml 0.35 0.38
Appearance White Powder Qualified

COMMENT: QUALIFIED. THE ITEM TESTED IS IN ACCORDANCE WITH THE

INSPECTOR: LiUNATIONAL STANDARD OF P.R.OF CHINKe{@QHBEFDH:Song Xiaohui
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ANEXO 05. RESULTADOS DE ANALISIS DE PARAMETROS FiSICOS

PILOTO

1° Ensayo. Fecha: 06/05/2017

Figura 1 Resultados de Parametros Fisicos de la Formulacién 01 / Muestra 01

[fi (Combined) = = —
May 6, 20_11 12:48:10 T
Effective Diameter: 125.4 nm f \
Polydispersity: 0.309 -
Avg. Count Rate:  91.5 keps i
Baseline Index: 0.0/100.00%
Elapsed Time: 00:01:00 -
Fid
) - d
50 50906
Run E% Diam [ P’“{hdtlnnl F.Q;‘)'.wral
: 1354 s & 30
1 126: 2 EURE [T
Ve B 852 D. 287 et
Bt 5 L ) fha o
Figura 2Resultados de Parametros Fisicos de la Formulacion 01/ Muestra 02
[ﬂ (Combined) I o =
May 6, 2017 12:50:22 N
Effective Diameter: 120.3 nm
Polydispersity: 0.252 =
Avg. Count Rate:  287.8 keps )
Baseline Index: 1.6/100.00%
Elapsed Time: 00:01:00 £
Ew
P>
0 i =
50 500 0
Fiuay EX Diam I
1 123 8
2 114. 2
3 117 3
[ [} © 0, 250 [T
Heiem 03 50 4 ) 25! Yok o
Figura 3 Resultados de Parametros Fisicos de la Formulacién 01/ Muestra 03
fj (Combined) ™ X =
May 6, 2017 12:53:51 i R ]
Effective Diameter: 138.7 nm e it
Polydispersity: 0.301 - 5 : kv
Avg. Count Rate: 109.7 keps
Baseline Index: 0.0/100.00% |
Elapsed Time: 00:04:00 E s
k]
Ly - Lo
Fun ’d'w.lﬁs nnl\lmb
i 5 el
e i Wi A
138.7 o n

. ENSAYOS
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Tabla 1 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 01

DE IPD
Muestra 01 125.4 nm 0.309
Muestra 01 120.3 nm 0.252
Muestra 01 138.7 nm 0.301
Promedio 128.13 £7.76 0.287 +0.025

DE: Diametro Efectivo; IPD: Indice de Polidispersidad

2° Ensayo Piloto: 12 /05 / 2017

Figura 4 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 02 Muestra 01

fj (Combined) f = =
May 12, 2017 21:14:37 # i
Effective Diameter: 145.5 nm F
Polydispersity: 0.305 "
Avg. Count Rate: 1950 keps E
Baseline Index: 0.0/100.00%
Elapsed Time: 00:01:00 g
=
[} =
59 5000 0
Daameter jrum)
Run E¥ Dian [ Fal Wikth [l Polydsporsy
1 147 0 82 6 £ 315
2 144 2 & o3
a 1483 35 £ 22
Hean ac 2
Sk Ena 0 e 1 N 4/
Lobwnd 4 AL ¥
Figura 5 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 02 Muestra 02
[fj (Combined) = =
May 12, 2017 24:17:13 =T
Effective Diameter: 139.8 nm
Polydispersity: 0.303 o
Avg. Count Rate:  169.7 keps -}
Baseline Index: 0.0/100.00%
Elapsed Time: 00:01:00 ¥
x
i i
50 5000 0
Deamneslas prum)
Fiun E¥ Diam iprr] o idth [l Polpdipsrs)
1 136,35 i1 €.2%5
H 1424 79.1 €.z
1 1265 7.8 € 1E
e g ] D304 1ot o
Conirad v 5 * 108
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Figura 6 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 02 Muestra 03

fj {Sombined) 0 3 - = -
May 12, 2017 21:19:14 i ; et
Sffective Diameter: 151.4 nm £ 4
2plydispersity: 0.3 "
Avg. Count Rate: 190.3 keps
Saseline Index: 0.0/ 00.00%
Zlapsed Time: 00:01:00 ; o
E
Tabla 2 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 02
DE IPD
Muestra 01 145.5 nm 0.305
Muestra 02 139.8 nm 0.303
Muestra 03 151.4 nm 0.321
Promedio 145.57 + 4.73 nm 0.309 +0.008

DE: Diametro Efectivo; IPD: indice de Polidispersidad

3° Ensayo Piloto: 17 /08 / 2017

Figura 7 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 03. Aplicacion de 10 minutos Sonicacion Mediana Frecuencia

Gaby 2.1 (Combined) i )
Aug 17, 2017 19:37:25 i i i "_
Effective Diameter: 754.5 nm i
Polydispersity: 0.354 =
Avg. Count Rate:  26.2 keps
Baseline Index: 2.7
Elapsed Time: 00:01:30 é‘ &
I"\,
3 Y
ol B ;
50 £0000.0
Diarsater (nm)
Fury EM Dizvn Jravd Hall 'w/fth fren| Podpfepoy
1 432.9 0.3% 1.7
2 732.1 420 4 0.330 8.3
El a8 492 3 0.379 0.0
Mean 752. 0 448 0. 355 3
Sad Emor 23 22.2 0.014 2
Cambied 764 .5 4491 0,354 2.7
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Figura 8 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 03. Aplicacion de 10 minutos Sonicacion Alta Frecuencia

Gaby 2.2 (Combined) 0 - -
Aug 17, 2017 19:41:14 i i -

H H A
Effective Diameter: 1372.5 nm i i !
Polydispersity: 0.429 " : :
Avg. Count Rate:  38.7 keps
Baseline Index: 0.0
Elapsed Time: 00:01:30 (&
E

26 \\
kY
e
L] 50000.0
Diamneter (nm)
Aun Eff_ iz || Hal whdta | Pobychs pr: Bascien ndas
1 902 9 21 E 0 24 oo
2 825 3 5474 0 asn oo
El 1569.2 1118.5 n soa oo
Mesr 11326 2 0.a0 o0
56d Emon Z1R.0 193.2 nnss 0o
Combirad 1372.§ 1 n 4z oo
Tabla 3 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 03
DE IPD
Muestra 10 minutos 754.5 nm 0.354
Mediana Frecuencia
Muestra 10 minutos 1372.5 nm 0.429
Alta Frecuencia

DE: Diametro Efectivo; IPD: Indice de Polidispersidad

4° Ensayo Piloto: 31 /08 /2017

Figura 9 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 04. Aplicacion de 5 minutos Sonicacion Baja Frecuencia. Muestra 01

gaby4 (Combined) v
Aug 31, 2017 17:14:19
Effective Diameter: 343.1 nm i 17
Polydispersity: 0.211 = i fi
Avg. Count Rate:  360.3 keps g &
Baseline Index: 5.1 f1
Elapsed Time: 00:01:30 ’g” & / ¥
§ r
(i
|
2 : !‘ '—‘
f e / =
n ] =i |
50 0000 0
Diameter {nm)
P, En Ds‘m. bm P%Ml?ﬂ& Baiwing inds
: T8 T gan 7
H 36, 7 1587 0502
Moy 128 159 4 o 58
Sud Evee 86 7.2 0 1.8
Combemd M1 157 @ o s

Paginad|6



Figura 10 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 04. Aplicacion de 5 minutos Sonicacion Baja Frecuencia. Muestra 02

gaby5 (Combined) 20 -
Aug 31, 2017 17:17:52
Effective Diameter: 228.8 nm
Polydispersity: 0.197 o
Avg. Count Rate: 320.2 keps
Baseline Index: 8.5
Elapsed Time: 00:01:30 g .
E
i {1h LUl i
600 6000 0
Duameter (nm)
Aun £n Dq‘n\lﬂm\ ,\'.J Pwa,mdv wagnd"
} e 1087 5 10k 87
3 270 103.% o 207 L]
Weun 7 T 2 T 00 TE
Std Erroe 1.0 14 0os
Combuned 8.8 101 § 0147 [N

Figura 11 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 04. Aplicacion de 5 minutos Sonicacion Baja Frecuencia. Muestra 03

gaby6 (Combined) P -
Aug 31, 2017 17:22:22
Effective Diameter: 279.1 nm
Polydispersity: 0.207 = =
Avg. Count Rate: 453.9 keps
Baseline Index: 8.2
Elapsed Time: 00:01:30 (| §
|
2 0
i ' \
500 50000
Diameter (nm)

Al EN D, ] ek o/t [ron]. Pelpdaperity Batebra (rdex
1 281.9 118 2 0178 (]
2 2791 1261 ) 198 81
3 6.4 137.6 0. 248 7.6
Mean 79 126. 6 0 207 [ K]
Sid Enoe 1 57 a0 04
Contined 79 1271 0 207 8

Tabla 4 Resultados de Parametros Fisicos Piloto 04

DE IPD
Muestra 01 343.1 nm 0.211
Muestra 02 228.8 nm 0.197
Muestra 03 279.1 nm 0.207
Promedio 283.67 +£57.29 nm 0.205 £ 0.007
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Tabla 5 Cambios en la Formulacién y Etapas de Procedimiento de Sintesis de Nanoparticulas Poliméricas de Quitosano

Cargadas con MSA

Mediana / Alta

Frecuencia)

Piloto 01 Piloto 02 Piloto 03 Piloto 04
1. 09gde
MSA 0.9 g de MSA 0.9 g de MSA
0.9gde
2. 225 mLde 22.5 mL de 22.5 mL de
MSA Quit 1 Quit 1 Quit 1
uitosano uitosano uitosano
22.5 mL de
] mg/mL mg/mL mg/mL
Componentes Quitosano 1
3. 3mLde TPP 3mLdeTPP1 3mLdeTPP1
mg/mL
1 mg/mL mg/mL mg/mL
3 mL de TPP
4. 15mLde 1.5 mL de PEG 1.5 mL de PEG
1 mg/mL
PEG 4000 1 4000 1 mg/mL 4000 1 mg/mL
mg/mL
Disolucidn del
MSA 1.Disolucion del
Reticulacion MSA
] . lonotrépica 2.Reticulacion
. - 1. Disolucién del L .
. Disolucion MSA Sonicacion (10 lonotropica
Etapas de del MSA ) y min Mediana / 3.Sonicacion
o ] .| 2. Reticulacion ) ) )
Sintesis . Reticulacion . Alta Frecuencia) (5 min Baja
] lonotropica o .
lonotrépica L Pegilacion Frecuencia)
3. Pegilacion L L
Sonicacion 4.Pegilacion
(10 min 5.Sonicacién (5 min

Baja Frecuencia)
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ANEXO 06. FORMULA CUALI-CUANTITATIVA DE LAS NANOPARTICULAS
POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON ACIDO S-NITROSO
MERCAPTOSUCCINICO

En la siguiente tabla, se describe la formulacion de las nanoparticulas poliméricas de quitosano
cargadas con acido s-nitrosomercaptosuccinico en funcién de sus ingredientes y el porcentaje en el
que se encuentran los mismos dentro de la formulacion.

ITEM INGREDIENTE PORCENTAJE

(%)

1 AGUA 95.03

2 ACIDO MERCAPTOSUCCINICO 2.75

3 NITRITO DE SODIO 1.26

4 ACIDO ACETICO 0.72

5 HIDROXIDO DE SODIO 0.15

6 QUITOSANO 0.07

7 TRIPOLIFOSFATO DE SODIO 0.01
TOTAL 99.99
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ANEXO 07: PROCEDIMIENTO PARA EL ROTULADO DE LAS MUESTRAS DEL
LOTE DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON
ACIDO MERCAPTOSUCCINICO

1. Condicion previa. Se han distribuido los lotes sintetizados de nanoparticulas
poliméricas de quitosano cargadas con MSA en frascos de vidrio (15 frascos por lote).
Un frasco representa una muestra.

2. Rotulado.
El rotulado constara de dos partes:

- Laprimera que corresponde al nimero de lote, representada por las siglas
LOT y el nimero de lote que corresponda.

- Lasegunda gue corresponde al tipo de analisis al que sera destinada la
muestra, representado por las siglas del analisis y el nimero de muestra que
corresponda.

Teniendo en cuenta los ensayos que se realizaran se asignaron las siguientes
siglas para el rotulado de las muestras. Consultar Tabla 3.

Tabla 1
. Andlsis . Siglaa___|
Determinacion de Parametros Fisicos PF
Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion EE
Determinacion de la Actividad Antifangica AAF
Estimacién del Perfil de Liberacion de NO LIB

A continuacion un esquema ejemplificando el rotulado de la muestra N°01 del Lote N°
01 para el anélisis de Determinacion de Pardmetros Fisicos.

Analisis

LOT 0|1 PF 01
|

Vo

NUmero NUmero de
de Lote Muestra
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En la siguiente tabla se encuentra la distribucion de todas las muestras de los tres lotes sintetizados en este trabajo y que seran utilizadas en los andlisis
comentados.

LOTE 01 LOTE 02 LOTE 03

N°de

Analisis
Frascos

Determinacion 09 LOTO1PFO1 LOTO1PF02 LOTO1PFO3. LOTO02PF01 LOTO02PF02 LOTO02PF03 LOTO3PFO1 LOTO03PF02 LOTO3PF03
de Parametros
Fisicos

Determinacion 09 LOTO1EEOL  LOTO1EEO2 LOTO1EEO03  LOTO2EEO1  LOTO2EEO2  LOTO2EEO03  LOTO3EEO1  LOTO3EEO2  LOTO3EEO3
de Eficiencia

de

Encapsulacién

Determinacion 09 LOTO01AAFO1 LOTO01AAF02 LOTO1AAF03 LOT02AAF01 LOT02AAF02 LOTO02AAF03 LOTO3AAF01 LOTO3AAF02 LOTO3AAFO03
de Actividad
Antifangica

Estimacion del 09 LOTO1LIBO1 LOTO1LIBO2 LOTO1LIBO3 LOTO2LIBO1 @ LOTO2LIBO2 LOTO2LIBO3 LOTO3LIBO1 LOTO3LIBO2 LOTO3LIBO3
Perfil de

Liberacion de

NO
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FOR 01/ NP

FORMATO DE ANALISIS DE PARAMETROS FiSICOS DE NANOPARTICULAS
POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON ACIDO MERCAPTOSUCCINICO

Angdlisis: Determinacién del didametro efectivo en nandmetros e indice de polidispersidad de
nanoparticulas poliméricas cargadas con acido mercaptosuccinico

Método: Dispersién de luz dindmica (Nanobrook Zetasizer)

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

indice de Refraccién: 1.7

Fecha Cddigo de DE (nm) IPD Interpretacion
Muestra
28/09/17 LOTO1PFO1 242.5 0.280 | Cumple especificacién
28/09/17 LOTO1PFO02 239.9 0.294 | Cumple especificacién
28/09/17 LOTO1PFO3 209.0 0.259 Cumple especificacién
28/09/17 LOTO2PFO1 234.0 0.273 | Cumple especificacidn
28/09/17 LOTO2PF02 240.7 0.284 | Cumple especificacién
28/09/17 LOTO2PF03 221.5 0.251 | Cumple especificacién
28/09/17 LOTO3PFO1 265.3 0.291 | Cumple especificacién
28/09/17 LOTO3PF02 258.1 0.263 Cumple especificacién
28/09/17 LOTO3PFO3 264.2 0.268 Cumple especificacién

28/09/17

Fecha de Cierre del Registro:

Firma Analista:
Gabriela M.

Especificacion
DE <500 nm
IPD<0.3

LEYENDA
DE = Didmetro efectivo
IPD = Indice de Polidispersidad




FOR 01/ NP

quitosano (Combined) o
Sep 28, 2017 132:47:30 1
Effective Diameter: 242.5 nm — |/
Polydispersity: 0.280 /
Avg. Count Rate: 220.0 keps : !
Baseline Index: 9.0 =
Elapsed Time: 00:02:00 ]
- f
P |
£ ]
-3
I — :
50 0000
Duamatar (nm}
Fun Ef Dian (ool Hol 'wigkh |res] [ [1 e
1 25D0.7 128.7 a. 2813 9
4 2425 131.14 0. 296 9
2 2386 123.7 0. 268 9
4 21513 111.6 . 3113 T
Hman 414 129.10 0 G5 i
6id Ence .13 1.4 .01 [
Conbaved z42.1 128.4 o.zg0 9.
Lectura DLS 1. Muestra LOT01PFO1
quitosano (Combined) o
Sep 28, 2017 13:57:52 i i — ! el
Effective Diameter: 239.9 nm /’
Polydispersity: 0.294 r
Avg. Count Rate: 250.1 keps _‘f_
Baseline Index: 8.7 76 i i i
Elapsed Time: 00:02:00 — ),
/
/!
F
§ 50
B I
i/
2%
L3 0000, ﬂi
Diarneter fnm)
Fun EA [Ran (o] Pty
1 23a0.8 1243 0. 281 8.1
4 £33.§ 131.49 0.31% 7.1
2 238.4 128. 6 0.2a7? 4.7
1 zuz. 4 126. 3 o.231 .7
Haan 228. 2 120. 4 D.283 E. 5
Sid Ence 4.9 2.7 op.on? 1.0
Corvbined £39.9 130.1 0D.294 8.7

Lectura DLS 2. Muestra LOT01PF02
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FOR 01/ NP

quitosans (Coml

Sep 26, 2017 1 ™y
Effective Diamete 209.0 nm
Polydispersity: 0.259
Avg. Count Rate: 191.6 keps
Baseline Index: 8.2 L
Elapsed Time: 00:02:00
E 50
i
—"I.
. /
¥
o 40 . ¥ _ s000
Diaster fre
o Bt bk
£ '
i Wi
m =
1 1 1 "
Lectura DLS 3. Muestra LOT01PF03
quitosano (Com =
Sep 28, 2017 1 1 |
Effective Diameter: 234.0 nm |
Polydispersity: 0.273 !
Avg. Count Rate: 249.3 keps
Baseline Index: 8.0 [
Elapsed Time: 00:02:00
=
g 50
25
" 50 £ 50000 O
Diameter (nm}
Aun EM. Dim. fre] Hall vkt frem | Bassine Index.
v 19, 4 1237 7
2 110 2:3
3 120. 6§ 5 6
4 130.4 9.9
e T T3 3 Y]
Stel Emoy 5.0 4.2 0. 0213 03
Combined 2340 E L0 p.273 8.0

Lectura DLS 4. Muestra LOT02PF01
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FOR 01/ NP

100
Effective Diameter: 240.7 nm
Polydispersity: 0.284
Avg. Count Rate: 264.1 keps
Baseline Index: 9.9 )
Elapsed Time: 00:02:00
1
€ w0
F-]
50 00000
(Orarneter {am)
Bun EH_Diam o] i Wigkh (] Polydisparsty Basnine Iroes
1 240 8 130 & 0 294 8.3
2 241.3 1274 0,278 65
3 2372 123103 0379 4
) 243 3 122.13 0,296 7.7
Mg 240 .7 128 4 0 28% T
Std Emen. 1.3 2.0 0. 008 1.0
Combrwd 2407 128 3 0 284 9,9
 |Sep 28, 2017 14:42:50
Effective Diameter: 221.5 nm
Polydispersity: 0.251
Avg. Count Rate: 243.2 keps
Baseline Index: 52 L P |
Elapsed Time: 00:02:00 —
z 4
i 5
.’II.
50 50000
st o)
[i7 ER Do Join) Baosire | rde:
: 212 1 '
1 23 L
Mean 11. 8 5.8
Sid Ewst a i 1.2
Coownrad 110 L}

Lectura DLS 6. Muestra LOT02PF03
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FOR 01/ NP

quitosano (Combined)
Sep 28, 2017 14:48:05
Effective Diameter:
Polydispersity:

Avg. Count Rate:
Baseline Index:

Elapsed Time:

265.3 nm
0.291

319.4 keps
2.9

00:02:00

100

_/|

50000

Diamater nm}

Eereine index

e

Mean
2 Eroy
Cantined

Lectura DLS 7. Muestra LOTO3PF01

quitosano (Combined)
{Sep 26 2017 4 J
Effective Diametes 258.1 nm
Polydispersity: 0.263
Avg. Count Rate: 3321 keps
Baseline Index: 7.0 ™ [
1l
Elapsed Time: 00:02:00 |
. o
I s
E 1
28 .l'
o ’: q
50 500000
Dvamatoe om))
Fun
H
H
o 7 r e
S Emax 8 [ 1
Combert 1 ! r

Lectura DLS 8. Muestra LOTO3PF02
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FOR 01/ NP

] quitosano (Combined)
Sep 28, 2017 14:56:45

100,
Effective Diameter: 264.2 nm
Polydispersity: 0.268 v
Avg. Count Rate: 379.0 keps
Baseline Index: 7.0 ™
Elapsed Time: 00:02:00
§
fe
%
0 g E—— | <ot
50 S0000 %
Diamster o)
B EE Liws i Hot wﬂ‘_lw ?Wﬂ_ﬂfi th_ﬂa-
': : H s B
1 a4 213
4 a3 298

Lectura DLS 9. Muestra LOTE 03 PF 03
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

Facultad de Ciencias

Lima, 135 de Diciembre del 2017

CONSTANCIA DE ANALISIS

Mediante el presente documento se hace constancia de la determinacion del Diametro Efectivo de
particuly e Tndice de Polidispersion de un total de nueve (D9) muestras, andlisis solicitado por la
Bach. Gabriela Jesus Moron Atencio con motivos del desarrollo de su tesis de Licenciatura
“Determinacion de la Actividad Antifingiea de Nanoparticulas Poliméricas de Quitosano cargadas
con Acido S-Nitrosomercaptosuceinico sobre Candida afpicans v Candida glabrata” (Codigoe
SIDISI 1 00&50),

Para este fin. se recurriéo a la técnica de Dispersion de Luz Dinamica vtilizando el analizador de
particulas ManoBrook 90Plus (BrookHaven Instruments. NY) en las instalaciones de la
Universidad Nacional de Ingenieria. Se adjunta la Tabla 1. donde se muestran los

resullados oblenidos.

Tabla | Daros colectados

Deteriinacion de I r.un s U
- '.'r

Muestra

I ENER
Dismetro

Efectivo (DE) | 24258 239.90 20900 | 23400 24070 | 22150 | 26530 258100 254.20
en nm

?fﬁﬂﬁg,gﬁ ﬁ’fﬁ”?w JET, ﬁ%’aﬁ-fmﬁt ey

[ = N .
¥ 2 W ﬂﬁ ="—~| _- Ea._'ﬂﬂ
=indice de H.v:frdu.u{m 1.7

="

.'.'.5

o i 8

i =

Se emite el presente documento para los fines que se crean convenientes,

Aeptamente,

Av. Tapae Amaru 210, Lima 25 - Pard
Telefono Decanato: (511)481-0824 Central Telefdnica- FC : (511} 381-3868 | 381-3869

e-mall: fo@und.edu.pe Central Telefonica - UNI : {511) 481-1070 Anaxes: 237 - 236
hitp:ife.unl.edu pa


Usuario
Texto tecleado
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FOR - 02/ NP

FORMATO DE CURVA DE CALIBRACION PARA LA CUANTIFICACION DE ACIDO
MERCAPTOSUCCINICO EN NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO

Andlisis: Determinacién del contenido de dcido mercaptosuccinico en soluciones patrény
la generacidn de una curva de calibracion.

Método: Cuantificacion del producto colorimétrico del reactivo de Ellman con soluciones
patrén por espectrofotometria a 412 nm.

CURVA DE CALIBRACION ESTANDAR

Fecha: 01/10/17

Solucién Concentracion Dilucion Absorbancia a 412 nm
Patréon pg/ml
A 6 ug/ml 1 0.554
B 4.5 pg/ml 1 0.428
C 3 pg/ml 1 0.281
D 1.5 pg/ml 1 0.165
E 1.125 pg/ml 1 0.083
F 0.75 pg/ml 1 0.055
G 0.375 pg/ml 1 0.026
H 0.15 pg/ml 1 0.021
Tratamiento de Datos: Uso del programa Excel 2013 para la generacion de la ecuacion de
larecta(y=mx+b) y el coeficiente de correlacidn (r?).
Ecuacion de la recta: y= 0.0942x - 0.0032  r?: 0.9946
Anexo de Grafica
0.6
y =0.0942x - 0.0032
05 R? = 0.9946
€
c
i 0.4
g
©
203
oy
3
G 0.2
4
<
0.1
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Concentracién de MSA en pg/ml
Leyenda:
M= Concentracion Molar pg/ml = microgramos ml= mililitros  pM= micromolar
MSA= Acido Mercaptosuccinico
Fecha de Cierre de Registro: 01/10/17 Firma Analista: Gabriela M.
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FORMATO PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDO MERCAPTOSUCCINICO
ENCAPSULADO EN NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO Y SU EFICIENCIA DE

ENCAPSULACION.

FOR 03 / NP

Analisis: Determinacién del contenido de acido mercaptosuccinico encapsulado por mililitro de solucién de
nanoparticulas poliméricas de quitosano y la eficiencia de la encapsulacién.

Método: Cuantificacion del producto colorimétrico del reactivo de Ellman con las muestras problema por
espectrofotometria UV a 412 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Longitud de onda: 412 nm

Abs Dilucién C (enmg/mL)
1.486 1/2000 31.618
MSA Total 1.488 1/2000 31.660
1.484 1/2000 31.575
Promedio 31.618
Cadigo de Abs Dilucién Concentracion
Muestra MSA-Libre en mg/mL EE%
LOTO1EEO1 1.612 22/1000 0.779 97.53
LOTO1EEO2 1.612 22/1000 0.779 97.53
LOTO1EEO3 1.612 22/1000 0.779 97.53
LOTO2EEO1 1.664 22/1000 0.804 97.46
LOTO2EEO2 1.555 22/1000 0.752 97.62
LOTO2EEO3 1.675 22/1000 0.810 97.44
LOTO3EEO1 1.535 22/1000 0.742 97.65
LOTO3EEO2 1.658 22/1000 0.802 97.46
LOTO3EEO3 1.652 22/1000 0.799 97.47
Ecuacion:

EE% =

[MSA Total] — [MSA Libre]

[MSA Total]

Se efectua la conversion a mg/mL, teniendo en cuenta que el peso molecular del 4cido mercaptosuccinico es 150.15

g/mol.

Fecha de Cierre del Registro: 01/10/17

Firma Analista: Gabriela M.

C = Concentracion

Abs = Absorbancia

Leyenda: MSA = Acido mercaptosuccinico nm= Nandémetro EE% = Eficiencia de Encapsulacién
mg/mL= miligramo por mililitro
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FORMULARIO DE CONTROL DE CALIDAD

HONGOS LEVADURIFORMES

ESPECIES DE CANDIDA SP.

Laboratorio: Micologia

Material de referencia — Resultados esperados:

TG cL CHROM UREA MYC VELO CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
CEPAS 2hrsy 30 ‘ ;
ATCC (‘ (24hrs (24-48 hrs a (24 hrsa (3dias a (3diasa (48 hr a 37°C)
mina37°) | Toamb) | 37°C) 379C) | Toamb) | Toamb) | GLU | LAC | SAC | MAL | GAL | RAF
Candida
albicans (+) (+) VERDES ) (++) ) ) O] (+) () (+) Q]
90028
Candida BORDE
glabrata 8 O BLANCO Y 8 O 8 GO I IO I A C I B O I IO S
90030 CENTRO
ROSADO
Candida
parapsilosis ) Q] CREMAS ) Q] ) ) ) (+) () (+) Q]
22019
Candida
tropicalis ) (+) AZULES ) Q] (++) ) ) (+) (+) (+) )
00175
Candida
krusei 6258 ) © ROSADAS (+hy © ) @0l ololo 0
Candida
guilliermondii ©) ©) VIOLETA ©) *) ©) ™) ©) ) *) *) *)
021342513
Candida
lusitaniae ) Q] BLANCA ) (+-)* (-) ) ) (+) (+) Q] )
0300448913

TG: tubo germinativo; CL: clamidospora; CHROM: medio cromégeno; MYC: agar mycosel ; GLU: glucosa; LAC: lactosa ; SAC: sacarosa;
MAL: maltosa; GAL: galactosa; RAF: rafinosa; *: reaccionas variables

RESPONSABLES: Gabriela Moroén.

FECHA: 26/08/17

Codigo TG | CL | CHROM | UREA | MYC VELO GLU LAC SAC | MAL | GAL | RAF Regg'ta
Candida ;
! Candida
ggcans ) (+) | VERDE ¢ ) ¢ ) o) *) +) *) O | g
BORDE
Candida BLANCO Y ;
Candida
glabrata ) - CENTRO O] ) - + - A - - -
INS121768314 ( ) ROSADO/FU 2 ¢ © © © © © glabrata
CSIA
: i Candid
ConddaXusel 1 () | (-) | RosARASH S *) *) () ) O 60 | 0| o
Candida Candida
parapsilosis © (-) | cremas © e 0] *) &) *) +) *) () | parapsil
ATCC 22019 osis

Fecha de cierre del registro

Firmay V° B° del supervisor (a)

26/08/17

Analista: Gabriela Morén

Blga. Flor Urcia A.

110




1. FORMACION DE TUBO GERMINATIVO

Foto 1 Candida albicans 024 . Tubo Germinativo. Aumento 100x

‘andida glabrata
INS 121768314

4

-~ X

Foto 2 Candida glabrata INS121768314. Tubo Germinativo Aumento 100x
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Foto 3 Candida krusei 6258. Tubo Germinativo. Aumento 100x

Foto 4 Candida parapsilosis 22019. Tubo Germinativo. Aumento 100x

3110



2. FORMACION DE CLAMIDOSPORA

Foto 5 Candida albicans. Clamidospora. Aumento 100 x

Foto 6 Candida glabrata. Clamidospora. Aumento 100x

4110



Foto 7 Candida krusei. Clamidospora. Aumento 100 x

Foto 8 Candida parapsilosis. Clamidospora. Aumento 100x

5110



3. CRECIMIENTO EN CHROM AGAR ®

Foto 9 Candida albicans 024 y Candida krusei 6258. Placa CHROM ® agar

Foto 9 Candida glabrata INS121768314 y Candida krusei 6258. Placa CHROM ® agar

6|10



4. DEGRADACION DE UREA

Foto 10 Tubos con Agar Urea

5. CRECIMIENTO EN AGAR MYCOSEL ®

Foto 11 Tubos con Agar Mycosel ®

7110



6. FORMACION DE VELO EN CALDO SABORAUD

Foto 12 Tubos con Caldo Saboraud. Formacion de Velo por parte de la cepa C. krusei

7. BIOQUIMICA: CARBOHIDRATOS

Foto 13 Tubos con carbohidratos Glucosa, Sacarosa, Maltosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa.
Candida albicans 024
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Foto 14 Tubos con carbohidratos Glucosa, Sacarosa, Maltosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa.
Candida glabrata INS121768314

Foto 15 Tubos con carbohidratos Glucosa, Sacarosa, Maltosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa.
Candida krusei 6258

Pagina 9(10



Foto 16 Tubos con carbohidratos Glucosa, Sacarosa, Maltosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa.
Candida parapsilosis 22019

1010
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FORMULARIO CONTROL DE LECTURA
MICRODILUCION EN CALDO PARA LA DETERMINACION DE CMI EN LEVADURAS

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO (FLUCONAZOL) / TIEMPO DE INCUBACION (48 HORAS)

CMI (pg/mL)
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CONCENTRACION | 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

LECTURA VISUAL (48 HORAS) (VALOR ASIGNADO)

C. krusei Q
A ATCC 6258 0 0 1 2 3 3 4 4 4 4 (Z)
) 3
C. krusei
B ATCC 6258 0 0 1 2 3 3 4 4 4 4 'C_)
2| o
C. parapsilosis r
C ATCC 22019 0 0 0 0 0 0 2 2 3 3 > m
zZ O
C parasios 3| ¢
. parapsilosis
D ATCC 22019 0 0 0 0 0 0 2 2 3 4 @)
=
m
E z
_|
@]
=
G
H

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequefia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez

La CMI para AB, esta definida como la menor concentracién con valor 0 en la escala.

La CMI para azolicas y CASP se define como la concentracion mas baja con valor 2 en la escala
ANTIFUNGICOS: FLZ= Fluconazol, 5FC = Fluorocitosina

Fecha de cierre del registro: 11/07/2017
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FORMULARIO CONTROL DE LECTURA

MICRODILUCION EN CALDO PARA LA DETERMINACION DE CMI EN LEVADURAS

Lectura a las 24 Horas

\ IS
g {‘ . S .
AN U N )
\“‘ ‘xr‘ ‘)‘.‘" 1

E )ﬁ& Q’ ,& \‘ \\r M \M
C'@

Ii.(
a\ Yq W« T WY

}A wm m ,.v .«v
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MICRODILUCION EN CALDO PARA LA DETERMINACION DE CMI EN LEVADURAS

FORMULARIO CONTROL DE LECTURA

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO (VORICONAZOL) /TIEMPO DE INCUBACION (48 HORAS)

CMI (ug/mL)
N° POCILLO 1 5 6 7 8 9 10 11 12
CONCENTRACION 16 1 05 | 0,25 | 0,23 | 0,06 | 0,03
LECTURA VISUAL (48 Horas) (VALOR ASIGNADO)
8
C. krusei
A ATCC 6258 0 0 0 0 2 3 4 5
Py
C. krusei ©)
B | ATcc 6258 0 0 0 0 2 3 4 © | 5
C. parapsilosis ; m
C ATCC 22019 0 0 0 0 ! 2 3 (ZT %
°© B
C. parapsilosis 0O
D ATCC 22019 0 0 0 0 1 2 s §
z
E —
(@)
F
G
H

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez
La CIM para AB, esta definida como la menor concentracion con valor 0 en la escala.
La CIM para azdlicas y CASP se define como la concentracion més baja con valor 2 en la escala
ANTIFUNGICOS: AB= Anfotericina B; CASP= Caspofungina; ITZ= Itraconazol; VZ= Voriconazol

Fecha de Cierre de Registro : 11/07/2017
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] FORMULARIO CONTROL DE LECTURA
MICRODILUCION EN CALDO PARA LA DETERMINACION DE CMI EN LEVADURAS

Lectura a las 24 Horas:

,4‘

(, &%’t i ?« M
mﬂv(g% ?A ¥ wgﬂa

N

P

Lectura a las 48 Horas:

& '«\ !‘ w« V\ \)v \:v ‘*a ‘vgs

_m (e m UMW N x:
¢ ”-h, 6 1 .oy ‘?’ ’e( 2y w‘\ ‘&
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FORMULARIO CONTROL DE LECTURA
MICRODILUCION EN CALDO PARA LA DETERMINACION DE CMI EN LEVADURAS

Tabla. Intervalos de la CMI de los antifiingicos para las cepas control de calidad, obtenidas
or el método de microdilucion M27 — A3 segun el CLSI.

Intervalos de la CMI (ug/mL)

C. parapsilosis ATCC 22019 C. krusei ATCC 6258
Antifingico 24 h 48 h 24 h 48 h
Fluconazol 05-4 1-4 8-64 16-128
Voriconazol 0.016 - 0.12 0.03-0.25 0.06 -0.5 0.12-1

Resultado:

Respecto al Fluconazol, se hallé un CMI de 64 pg/mL para la cepa ATCC C. krusei 6258, lo cual
es compatible con los pardmetros de calidad. Respecto a C. parapsilosis, los pocillos con
fluconazol (4 pg/mL) se encuentran épticamente claros, se observa la presencia de una
colonia Unicamente. Esto puede asociarse con un crecimiento residual caracteristico de los
farmacos tipo azoles, por lo que se sefiala que esta concentracion es la CMI, que se encuentra
dentro del rango para el control de calidad.

Por ultimo, dado que el CMI del Voriconazol para las cepas ATCC C. parapsilosis 22019 y C. krusei
6258 es 0.25 ug/mL y este resultado es compatible con los rangos dispuestos por el CLSI. En
funcién a la expuesto, puede decirse que el analista ha ejecutado el método de manera
favorable.
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FOR 04 / NP

LECTURA VISUAL M27- A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccinico (1) / 24 HORAS

CONCENTRACION
18 9 45 | 225|113 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04

en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 0 3 3
ATCC 6258 (@)
O
C. krusei zZ
B 0 0 0 0 0 0 0 3 3 5‘
ATCC 6258 O
— —
C. parapsilosis O
C 0 0 0 0 0 0 0 3 3 m
ATCC 22019
O
— e
C. parapsilosis m
D 0 0 0 0 0 0 0 3 3 9]
ATCC 22019 g
E Candida glabrata 0 0 0 0 0 1 3 4 4 @
INS121768314 =
@)
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 0 0 0 1 3 4 4
Candida albicans
G 024 0 0 0 1 4 4 4 4 4
Candida albicans
H 0 0 0 3 4 4 4 4 4

024

avdaiiyg3als3 3d T0d1NOD

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO = Acido S-nitrosomercaptosuccinico

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04 / NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI (mg/mL)

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccinico (1) / 48 HORAS

CONCENTRACION
18 9 45 | 225|113 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04

en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258 (@)
©)]
C. krusei zZ
B =
ATCC 6258 P
©)]
=
C. parapsilosis O
C 0 0 0 |0 0 1 2 3 3 m
ATCC 22019
O
— Py
C. parapsilosis m
D 0 0 0o |o 0 1 2 3 3 0
ATCC 22019 =
E Candida glabrata g
INS121768314 =
@]

F Candida glabrata
INS121768314

G Candida albicans
024

Candida albicans

H
024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO = Acido S-nitrosomercaptosuccinico

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04 / NP

MUESTRA MSA-NO (1). LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04 / NP

MUESTRA MSA-NO (1). LECTURA A LAS 48 HORAS
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FOR 04/ NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccinico (2) / 24 HORAS

CONCENTRACION 18 9 45 | 225 |1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 0 3 3
ATCC 6258 8
C. krusei 9
B 0 0 0 0 0 0 0 3 3 5
ATCC 6258 3
©)]
C. parapsilosis -
C 0 0 0 0 0 0 0 3 3 )
ATCC 22019 m
O
C. parapsilosis ﬁ
D o | o] o | o] oo 0 3 s | M
ATCC 22019 9
=
Candida glabrata m
E INS121768314 0 0 0 0 0 2 3 4 4 5
Candida glabrat o
andida glabrata
F INS121768314 0 0 0 0 0 2 3 4 4
G Candida albicans 0 0 0 ) . . . . .
024
Candida albicans
H 0 0 0 3 4 4 4 4 4
024

dvdalyg3Lrs3 3d T0dLNOD

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO = Acido S-nitrosomercaptosuccinico

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/ NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccinico (2) / 48 HORAS

CONCENTRACION 18 9 45 | 225 |1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

C. krusei
A

ATCC 6258 8
C. krusei Z
B —
ATCC 6258 Py
©)]
C. parapsilosis r
C 0 0 o |o 0 1 2 3 3 )
ATCC 22019 m
(@]
C. parapsilosis I';lql
D 0 0 0o |o 0 1 2 3 3 e}
ATCC 22019 =
=
Candida glabrata m
E INS121768314 Z
_|
@)

= Candida glabrata
INS121768314

G Candida albicans
024

Candida albicans

H
024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO = Acido S-nitrosomercaptosuccinico

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/ NP

MUESTRA MSA-NO (2). LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04/ NP

MUESTRA MSA-NO (2). LECTURA A LAS 48 HORAS

.-t“ :
&

&
i

Pagina 4|4



FOR 04/ NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccinico (3) / 24 HORAS

CONCENTRACION
18 9 45 | 225| 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 0 3 3
ATCC 6258 @)
©)]
C. krusei Z
B 0 0 0 0 0 0 0 3 3 ;—U|
ATCC 6258 0
=
C. parapsilosis o
C 0 0 0 0 0 0 0 3 3 m
ATCC 22019 o)
— Y
C. parapsilosis m
D 0 0 0 0 0 0 0 3 3 @)
ATCC 22019 2
E Candida glabrata 0 0 0 0 0 1 3 4 4 g
INS121768314 =
@)
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 0 0 0 1 3 4 4
Candida albicans
G 024 0 0 0 3 4 4 4 4 4
Candida albicans
H 0 0 0 3 4 4 4 4 4
024

avdaiyg3lrs3 3d T04dLNOD

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefa reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO = Acido S-nitrosomercaptosuccinico

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/ NP

LECTURA VISUAL M27 - A3 (CLSlIy.

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccinico (3) / 48 HORAS

CONCENTRACION
18 9 45 | 225|113 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258 (@)
©)]
C. krusei zZ
B —
X
ATCC 6258 0
=
C. parapsilosis o
C 0 0 0 |0 0 1 1 3 3 m
ATCC 22019 0
—— X
C. parapsilosis m
D 0 0 0o |o 0 1 1 3 3 @)
ATCC 22019 =
E Candida glabrata g
INS121768314 =
@)

= Candida glabrata
INS121768314

G Candida albicans
024

Candida albicans

H
024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefa reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO = Acido S-nitrosomercaptosuccinico

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/ NP

MUESTRA MSA-NO (3). LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04/ NP

MUESTRA MSA-NO (3) LECTURA A LAS 48 HORAS
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FOR 04/ NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI (ng/mL)
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
QUITOSANO (1)/ 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION 375 187.5 93.75 46.9 | 234 11.7 | 5.85 | 2.93 1.46 | 0.73
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 3 3 3 3 4 4 4 4
ATCC 6258
o)
C. krusei % @)
B 3 3 3 3 4 4 4 4 Z
414
ATCC 6258 pu) P
O |0
C. parapsilosis | r
C 2 2 2 2 3 3 3 4 O w)
ATCC 22019 m |\m
O |m
C. parapsilosis | wn
D 2 2 2 2 3 3 3 4 C"'; r_||'|
ATCC 22019 2 Pl
Candida albicans m -
E 3 3 3 3 3 3 3 3 pd ;U>
024 g
O |0
Candida albicans
F 3 3 3 3 3 3 3 3
024
G | Candidaglabrata 3 3 3 3 3 3 4 4
H | Candidaglabrata 3 3 3 3 3 3 4 4

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccién de la turbidez
3= Pequefa reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: Quitosano

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/ NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
QUITOSANO (1)/ 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
375 187.5 93.75 46.9 | 234 11.7 585 | 2.93 1.46 0.73
En (ug/mL)
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258 ) o
: Q10
C. krusei Z | =
B = | 4
ATCC 6258 8 py)
__ = | 2
C. parapsilosis
C 1 2 2 2 3 3 3 3 4 % )
ATCC 22019 O m
m
C. parapsilosis F;lgl (ﬂ
D 1 2 2 2 3 3 3 3 4 O | m
ATCC 22019 z | &
= |
Candida albicans m 5
Z
E 5| >
024 O | T
Candida albicans
F
024
G | Candidaglabrata
H | candidaglabrata

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez

ANTIFUNGICOS: Quitosano

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/ NP

MUESTRA QUITOSANO (1). LECTURA A LAS 24 HORAS

................
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FOR 04/ NP

MUESTRA QUITOSANO (1) . LECTURA A LAS 48 HORAS
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

QUITOSANO (2) / 24 HORAS (05/10/17)

CONCENTRACION
375 187.5 93.75 46.9 | 23.4 11.7 | 5.85 2.93 1.46 0.73
En (ng/mL)
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 3 3 3 3 3 4 4 4 4
ATCC 6258 )
. O
C. krusei zZ
B 3 3 3 3 3 4 4 4 4 —
ATCC 6258 8
— r
C. parapsilosis
C 0 2 2 2 2 3 3 3 4 I'?'I
ATCC 22019
0O
C. parapsilosis I';PI
D 0 2 2 2 2 3 3 3 4 @)
ATCC 22019 =
Candida albicans m
=z
E 2 3 3 3 3 3 3 3 3 5
024 @)
Candida albicans
F 2 3 3 3 3 3 3 3 3
024
G Candida glabrata 2 3 3 3 3 3 3 4 4
H | Candida glabrata 2 3 3 3 3 3 3 4 4

dvdalyd3Ls3d 3d T0dLNOD

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: Quitosano

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27 (CLSlIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
QUITOSANO (2) / 48 HORAS 06/10/17)
CONCENTRACION
375 187.5 93.75 46.9 | 234 11.7 5.85 2.93 1.46 0.73
En (ug/mL)
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
C. krusei 8 8
ATCC 6258 ;—U| i
X
C. parapsilosis IQ @)
C 1 2 2 2 3 3 3 3 4 r
ATCC 22019 U O
m i m
C. parapsilosis @) m
D 1 2 2 2 3 3 3 3 4 nl @
ATCC 22019 @] m
= P
Candida g -
E albicans g o
>
024 6' O
Candida
F albicans
024
G | Candida glabrata
H | Candida glabrata

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequefa reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS: Quitosano

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

MUESTRA QUITOSANO (2) . LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04/NP

MUESTRA QUITOSANO (2) . LECTURA A LAS 48 HORAS
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FOR 04 / NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
QUITOSANO (3) / 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION
375 187.5 93.75 46.9 | 23.4 11.7 5.85 2.93 1.46 0.73
En (ng/mL)
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 3 3 3 3 3 4 4 4 4
ATCC 6258 ) O
: 9| 0
C. krusei zZ =
B 3 3 3 3 3 4 4 4 4 = | 5
ATCC 6258 8 )
__ = | ©
C. parapsilosis
C 0 2 2 2 2 3 3 3 4 I'?'I O
ATCC 22019 o m
m
C. parapsilosis |-;H g
D 0 2 2 2 2 3 3 3 4 O | m
ATCC 22019 =| &
= |—
Candida albicans g 5
E 2 3 3 3 3 3 3 3 3 I
024 O| O
Candida albicans
F 2 3 3 3 3 3 3 3 3
024
G Candida glabrata 2 3 3 3 3 3 3 4 4
H | Candida glabrata 2 3 3 3 3 3 3 4 4

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: Quitosano

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04 / NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
QUITOSANO (3) / 48 HORAS( 06/10/17)
CONCENTRACION
375 187.5 93.75 46.9 | 23.4 11.7 | 5.85 2.93 1.46 0.73
En (ug/mL)
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258 ) O
: Q| O
C. krusei zZ =
B = 4
ATCC 6258 8 )
__ = Q
C. parapsilosis
C 1 2 2 2 3 3 3 3 4 % o
ATCC 22019 o m
m
C. parapsilosis F;lgl (ﬁ
D 1 2 2 2 3 3 3 3 4 O | m
ATCC 22019 = | &
= | —
Candida albicans m 5
Z
E 5 >
024 O| O
Candida albicans
F
024
G | Candidaglabrata
H | candidaglabrata

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefa reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: Quitosano

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04 / NP

MUESTRA QUITOSANO (3) . LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04 / NP

MUESTRA QUITOSANO (3) . LECTURA A LAS 48 HORAS
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOTO1AAFO01 / 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION
18 | 9 | 45 |225|1.13|056 |0.28 |0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 0 1 3
ATCC 6258 'e) o
Q| O
C. krusei zZ Z
B 0 0 0 0 0 0 0 1 3 5' —
ATCC 6258 5 Y]
o
—— r —
C. parapsilosis o
C 0o | o 0 0 0 0 0 2 3 m| 5
ATCC 22019 0 m
P Py (7))
C. parapsilosis m —
D 0 0 0 0 0 0 0 2 3 0 m
ATCC 22019 z| &
ml E
Candida glabrata )
E INS121768314 0 0 2 0 0 0 0 2 s 5 >
o| ©
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 2 0 0 0 0 2 3
Candida albicans
G 024 0 0 0 0 2 3 3 4 4
Candida albicans
H 0 0 0 0 2 3 3 4 4
024
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO-Np = Acido  S-nitrosomercaptosuccinico  en

Nanoparticulas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOTO1AAF01 / 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
@
C. krusei @) 8
B Z Z
ATCC 6258 5' ;—U|
C. parapsilosis ,Q |Q
C 0 0 0 0 0 1 2 3 3 o
ATCC 22019 m rDrl
C. parapsilosis % m
D 0 0 0 0 0 1 2 3 3 m -
ATCC 22019 @] m
z| &
E Candida glabrata m —
INS121768314 = w)
| >
F | Candidaglabrata @) O
INS121768314
Candida albicans
G 024
Candida albicans
H

024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequenia reduccién en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS:
Nanoparticulas

MSA-NO-Np

= Acido

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)

S-nitrosomercaptosuccinico

en
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO1AAFO1. LECTURA A LAS 24 HORAS

L | - ,\‘ h‘t
‘ ( ”« "& ‘»\lﬂ \)3474 %1. \M \Q! \‘ﬁl
iﬂ))“ )!’N\ « M \,)1. \g, %, W

:\Il‘ﬂ = " P é — . t [ﬁ:fi'
Crecimiento Paraddjico en C. glabrata (MSA NO Np 4.5 mg/mL) :
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO01AAFOl1. LECTURA A LAS 48 HORAS
Jv‘ . /' ,“ ; v/‘ /“‘/‘ }i‘ /‘ ——‘\/ i
< i \‘ f Y / . J :‘ \ 7/ 7 .
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Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs.
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FOR 04/ NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOTO1AAF02 / 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION
18 | 9 | 45 |225|1.13|056 |0.28 |0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 0 1 3
ATCC 6258 'e) o
Q| O
C. krusei zZ Z
B 0 0 0 0 0 0 0 1 3 5' —
ATCC 6258 5 Y]
o
—— r —
C. parapsilosis o
C 0o | o 0 0 0 0 0 2 3 m| 5
ATCC 22019 0 m
P Py (7))
C. parapsilosis m —
D 0 0 0 0 0 0 0 2 3 0 m
ATCC 22019 z| &
ml E
Candida glabrata )
E INS121768314 0 0 2 0 0 0 0 2 s 5 >
o| ©
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 2 0 0 0 0 2 3
Candida albicans
G 024 0 0 0 0 2 3 3 4 4
Candida albicans
H 0 0 0 0 2 3 3 4 4
024
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO-Np = Acido  S-nitrosomercaptosuccinico  en

Nanoparticulas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/ NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT01AAF02 / 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
@
C. krusei @) 8
B Z Z
ATCC 6258 5' ;—U|
C. parapsilosis ,Q |Q
C 0 0 0 0 0 1 2 3 3 o
ATCC 22019 m rDrl
C. parapsilosis % m
D 0 0 0 0 0 1 2 3 3 m -
ATCC 22019 @] m
z| &
E Candida glabrata m —
INS121768314 = w)
| >
F | Candidaglabrata @) O
INS121768314
Candida albicans
G 024
Candida albicans
H

024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequenia reduccién en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS:
Nanoparticulas

MSA-NO-Np

= Acido

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)

S-nitrosomercaptosuccinico

en
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FOR 04/ NP

MUESTRA LOTO1AAFO02. LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04/ NP

MUESTRA LOTO1AAFO02. LECTURA A LAS 48 HORAS

5"’ = ’_ i
7

W  \iwo

-t =Xy

=1 -
7/

/% »
\.'}..! N::!'

-

Pagina 4|4



FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOTO1AAFO03 / 24 HORAS (05 /10/17)
CONCENTRACION
18 | 9 | 45 |225|1.13|056 |0.28 |0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 1 3
ATCC 6258 'e) o
| O
C. krusei zZ Z
B 0 0 0 0 1 3 5' —
ATCC 6258 5 Y]
o
—— r —
C. parapsilosis o
C o| o | o] o 1 3 m| 5
ATCC 22019
a m
P Py (7))
C. parapsilosis m —
D 0 0 0 0 1 3 9} m
ATCC 22019 z| &
ml E
Candida glabrata )
E INS121768314 0 0 ! 0 2 s 5 >
@) O
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 1 0 2 3
Candida albicans
G 024 0 0 0 0 3 4
Candida albicans
H 0 0 1 0 3 4
024
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO-Np = Acido  S-nitrosomercaptosuccinico  en

Nanoparticulas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOTO1AAF03 / 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
@
C. krusei @) 8
B Z Z
ATCC 6258 5' ;—U|
C. parapsilosis ,Q |Q
C 0 0 0 0 0 1 2 3 3 o
ATCC 22019 m rDrl
C. parapsilosis % m
D 0 0 0 0 0 1 2 3 3 m -
ATCC 22019 @] m
z| &
E Candida glabrata m —
INS121768314 = w)
= >
F | Candidaglabrata @) O
INS121768314
Candida albicans
G 024
Candida albicans
H

024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequenia reduccién en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS:
Nanoparticulas

MSA-NO-Np

= Acido

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)

S-nitrosomercaptosuccinico

en
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO1AAF03. LECTURA A LAS 24 HORAS

e . v

" 2 I'\\,l,» “N s
8/ 74 Y.

Crecimiento Paraddjico en C. glabrata y C. albicans (MSA NO Np 4.5 i
i
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO1AAF03. LECTURA A LAS 48 HORAS

. ‘.:4 c,‘ / v
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: Poc:llos con C. paraps:los:s a las 48 Hrs.
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAFO01 / 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION
18 | 9 | 45 |225|1.13|056 |0.28 |0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 1 3
ATCC 6258 'e) o
Q| O
C. krusei zZ Z
B 0 0 0 0 0 0 2 3 5' —
ATCC 6258 5 Y]
o
—— r —
C. parapsilosis o
C 0o | o 0 0 0 0 1 3 m| 5
ATCC 22019
a m
P Py (7))
C. parapsilosis m —
D 0 0 0 0 0 0 1 3 0 m
ATCC 22019 z| &
ml E
Candida glabrata )
E INS121768314 0 0 0 0 0 0 2 s 5 >
@) O
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 0 0 0 0 2 3
Candida albicans
G 024 0 0 0 1 2 2 3 4 4
Candida albicans
H 0 0 0 1 2 2 3 4 4
024
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO-Np = Acido  S-nitrosomercaptosuccinico  en

Nanoparticulas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF01 / 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
@
C. krusei @) 8
B Z Z
ATCC 6258 5' ;—U|
C. parapsilosis ,Q |Q
C 0 0 0 0 0 1 2 3 3 o
ATCC 22019 m rDrl
C. parapsilosis % m
D 0 0 0 0 0 1 2 3 3 m -
ATCC 22019 @] m
z| &
E Candida glabrata m —
INS121768314 = w)
| >
F | Candidaglabrata @) O
INS121768314
Candida albicans
G 024
Candida albicans
H

024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequenia reduccién en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS:
Nanoparticulas

MSA-NO-Np

= Acido

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)

S-nitrosomercaptosuccinico

en
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO0ZAAFO01. LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO0ZAAFO01. LECTURA A LAS 48 HORAS
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF02 / 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION
18 | 9 | 45 |225|1.13|056 |0.28 |0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 1 2
ATCC 6258 'e) o
Q| O
C. krusei zZ Z
B 0 0 0 0 0 0 1 2 5' —
ATCC 6258 5 Y]
o
—— r —
C. parapsilosis o
C 0o | o 0 0 0 0 1 2 m| 5
ATCC 22019
a m
P Py (7))
C. parapsilosis m —
D 0 0 0 0 0 0 1 2 0 m
ATCC 22019 z| &
ml E
Candida glabrata )
E INS121768314 0 0 2 0 0 0 2 2 5 >
@) O
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 2 0 0 0 2 2
Candida albicans
G 024 0 0 0 1 2 3 3 3 4
Candida albicans
H 0 0 0 1 2 3 3 3 4
024
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO-Np = Acido  S-nitrosomercaptosuccinico  en

Nanoparticulas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF02 / 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
@
C. krusei @) 8
B Z Z
ATCC 6258 5' ;—U|
C. parapsilosis ,Q |Q
C 0 0 0 0 0 1 2 3 3 o
ATCC 22019 m rDrl
C. parapsilosis % m
D 0 0 0 0 0 1 2 3 3 m -
ATCC 22019 @] m
z| &
E Candida glabrata m —
INS121768314 = w)
| >
F | Candidaglabrata @) O
INS121768314
Candida albicans
G 024
Candida albicans
H

024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequenia reduccién en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS:
Nanoparticulas

MSA-NO-Np

= Acido

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)

S-nitrosomercaptosuccinico

en
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MUESTRA LOTO0ZAAF02. LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04/NP
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO0ZAAF02. LECTURA A LAS 48 HORAS
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAFO03 / 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION
18 | 9 | 45 |225|1.13|056 |0.28 |0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 0 1 3
ATCC 6258 'e) o
Q| O
C. krusei zZ Z
B 0 0 0 0 0 0 0 1 3 5' —
ATCC 6258 5 Y]
o
—— r —
C. parapsilosis o
C 0o | o 0 0 0 0 0 2 3 m| 5
ATCC 22019 0 m
P Py (7))
C. parapsilosis m —
D 0 0 0 0 0 0 0 2 3 0 m
ATCC 22019 z| &
ml E
Candida glabrata )
E INS121768314 0 0 2 0 0 0 0 2 s 5 >
o| ©
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 2 0 0 0 0 2 3
Candida albicans
G 024 0 0 1 0 2 3 3 4 4
Candida albicans
H 0 0 1 0 2 3 3 4 4
024
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO-Np = Acido  S-nitrosomercaptosuccinico  en

Nanoparticulas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF03 / 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
@
C. krusei @) 8
B Z Z
ATCC 6258 5' ;—U|
C. parapsilosis ,Q |Q
C 0 0 0 0 0 1 2 3 3 o
ATCC 22019 m rDrl
C. parapsilosis % m
D 0 0 0 0 0 1 2 3 3 m -
ATCC 22019 @] m
z| &
E Candida glabrata m —
INS121768314 = w)
= >
F | Candidaglabrata @) O
INS121768314
Candida albicans
G 024
Candida albicans
H

024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequenia reduccién en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS:
Nanoparticulas

MSA-NO-Np

= Acido

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)

S-nitrosomercaptosuccinico

en
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO0Z2AAF03. LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO0ZAAF03. LECTURA A LAS 48 HORAS

7
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Kd Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs.
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF01 / 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 1 2
ATCC 6258 (@) e
Q| O
C. krusei Z zZ
B 0 0 0 0 0 2 3 ;—U| —
ATCC 6258 o Ry,
©)
— - —
C. parapsilosis o
C o | o 0 0 0 1 2 m| @
ATCC 22019 0 m
—— Y (0)]
C. parapsilosis m =
D 0 0 0 0 0 1 2 @) m
ATCC 22019 z| 2
ml E
Candida glabrata )
E INS121768314 0 0 ! 0 0 2 2 5 >
@) O
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 2 0 0 2 2
Candida albicans
G 024 0 0 0 1 2 2 3 3 4
Candida albicans
H 0 0 0 1 2 2 3 3 4
024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefa reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez

ANTIFUNGICOS: MSA-NO-Np = Acido  S-nitrosomercaptosuccinico  en
Nanoparticulas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3(CLSlIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMmI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOTO3AAF01 / 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
O
C. krusei (@) 8
B Z pa
ATCC 6258 5' ;_U|
C. parapsilosis ,Q |Q
C 0 0 0 0 0 1 2 3 3 o
ATCC 22019 m rUrl
C. parapsilosis % m
D 0 0 0 0 0 1 2 3 3 m |
ATCC 22019 @) m
z| &
E Candida glabrata m —
INS121768314 = W)
= >
F | Candidaglabrata @] O
INS121768314
Candida albicans
G 024
Candida albicans
H

024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequeia reduccién en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS:
Nanoparticulas

MSA-NO-Np =

Acido

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria (Verde)

S-nitrosomercaptosuccinico

en
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO3AAFO01. LECTURA A LAS 24 HORAS

* R
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B
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Crecimiento Paradédjico en C. glabrata (MSA NO Np 4.5 mg/mL)
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO3AAFO01. LECTURA A LAS 24 HORAS

o

.*/
&

» Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs.
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF02 / 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 2.25|1.13 | 0.56 | 0.28 0.07 | 0.14 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 0 1 3
ATCC 6258 e} o
| O
C. krusei zZ Z
B 0 0 0 0 0 0 0 1 3 5' —
ATCC 6258 5 Y,
O
— — —
C. parapsilosis o
C 0o | o 0 0 0 0 0 1 3 m| 5
ATCC 22019
0O m
—— e (0)]
C. parapsilosis m —
D 0 0 0 0 0 0 0 1 3 9] m
ATCC 22019 = 2y
m r
Candida glabrata )
E INS121768314 0 0 ! 0 0 0 0 ! 2 5 >
o| ©
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 1 0 0 0 0 1 2
Candida albicans
G 024 0 0 1 1 2 3 4 3 4
Candida albicans
H 0 o 1 0 2 3 4 3 4
024
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequeia reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez
ANTIFUNGICOS: MSA-NO-Np = Acido  S-nitrosomercaptosuccinico  en

Nanoparticulas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3(CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF02 / 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.07 | 0.14 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
@
C. krusei @] 8
B Z Z
ATCC 6258 5' ;_U|
C. parapsilosis ,Q |Q
C 0 0 0 0 0 1 2 3 3 o
ATCC 22019 m rDrl
C. parapsilosis % m
D 0 0 0 0 0 1 2 3 3 m |
ATCC 22019 (@) m
z| &
E | Candidaglabrata m —
INS121768314 = W)
| >
F | Candidaglabrata @) O
INS121768314
Candida albicans
G 024
Candida albicans
H

024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequenia reduccién en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS:
Nanoparticulas

MSA-NO-Np

= Acido

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)

S-nitrosomercaptosuccinico

en
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO3AAF02. LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO3AAF02. LECTURA A LAS 48 HORAS

y * 4 / ’ /l ‘” }J\
‘ Poc:llos con C. paraps:los:s a las 48 Hrs.
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF03 / 24 HORAS (05/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A 0 0 0 0 0 0 0 1 3
ATCC 6258 @) ®)
Q| O
C. krusei Z zZ
B 0 0 0 0 0 0 0 1 3 ;—U| —
ATCC 6258 o Py
©)
— Iy —
C. parapsilosis o
C o | o 0 0 0 0 0 2 2 m| @
ATCC 22019 ®) m
—— X (0)]
C. parapsilosis m -
D 0 0 0 0 0 0 0 2 2 @) m
ATCC 22019 z| 2
ml| E
Candida glabrata )
E INS121768314 0 0 2 0 0 0 0 3 3 5 >
@) O
Candida glabrata
F INS121768314 0 0 2 0 0 0 0 3 3
Candida albicans
G 024 0 0 0 1 2 3 3 4 4
Candida albicans
H 0 0 0 1 2 3 3 4 4
024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez
3= Pequefa reduccion en la turbidez; 4= Sin reduccion de la turbidez

ANTIFUNGICOS: MSA-NO-Np = Acido  S-nitrosomercaptosuccinico  en
Nanoparticulas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria (Verde)
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FOR 04/NP

LECTURA VISUAL M27- A3 (CLSIy:

ANTIFUNGICO/TIEMPO DE INCUBACION

CMmI
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MUESTRA MSA-NO-Np = LOTO3AAF03 / 48 HORAS (06/10/17)
CONCENTRACION
18 9 45 | 225 | 1.13 | 0.56 | 0.28 0.14 | 0.07 | 0.04
en mg/mL
LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)
C. krusei
A
ATCC 6258
O
C. krusei (@) 8
B Z pa
ATCC 6258 5' ;_U|
C. parapsilosis ,Q |Q
C 0 0 0 0 0 1 2 3 3 o
ATCC 22019 m rUrl
C. parapsilosis % m
D 0 0 0 0 0 1 2 3 3 m |
ATCC 22019 @) m
z| &
E Candida glabrata m —
INS121768314 = W)
= >
F | Candidaglabrata @] O
INS121768314
Candida albicans
G 024
Candida albicans
H

024

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO)

0= Opticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reduccion de la turbidez

3= Pequeia reduccién en la turbidez; 4= Sin reduccién de la turbidez

ANTIFUNGICOS:
Nanoparticulas

MSA-NO-Np =

Acido

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria (Verde)

S-nitrosomercaptosuccinico

en
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO3AAF03. LECTURA A LAS 24 HORAS
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FOR 04/NP

MUESTRA LOTO3AAF03. LECTURA A LAS 48 HORAS

"‘1/ &\~ 4
) P
7T

% Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs.
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ANEXO 16



FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NITRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacion del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicién del dcido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.)

Absorbancia de Muestras

Muestra /
Concentracion

Tiempos de Lectura

LIBO1

LIBO2

LIBO3

0 minutos ( 08: 20)

0.023 0.02

0.022

10 minutos (8 :30)

0.018 0.021

0.019

20 minutos (8:40)

0.015 0.017

0.019

30 minutos (8:50)

0.014 0.016

0.017

40 minutos (9:00)

0.013 0.012

0.014

50 minutos (9:10)

0.009 0.009

0.009

1 hora (9:20)

0.006 0.006

0.008

2 horas (10: 20)

0.002 0.003

0.003

3 horas (11:20)

o
o
o
=

o
o
o
=

4 horas (12:20)

5 horas (13:20)

6 horas (14:20)

MSA-NO
0.14 mg/mL

7 horas (15:20)

8 horas (16:20)

9 horas (17:20)

10 horas (18:20)

11 horas ( 19:20)

12 horas (20:20)

13 horas (21:20)

14 horas (22:20)

15 horas (23:20)

16 horas (00: 20 ) 16/10/17

17 horas (01: 20)

18 horas (02 : 20)

19 horas (03: 20)

20 horas (04: 20)

21 horas (05: 20 )

22 horas (06 :20)

23 horas (07: 20 )

24 horas (08 : 20 )

30 horas (14:20 )

36 horas (20: 20)

42 horas (02: 20) 17/10/17

48 horas (8:20 )

O|O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O |[O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O
O|O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O |[O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

O|O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O |[O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17

Firma Analista

: GabrielaM

Leyenda nm = Nandmetro

MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=

Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

FOR 05/ NP

[MSA-NO] 0.14 mg/mL

0.025
0.02
0.015

LIB 01

0.01 LiB 02

LIB 03
0.005

3;0

-0.005
Tiempo (Hrs.)



FOR 05 /NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NITRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacion del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicién del dcido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.)

Absorbancia de Muestras
Co'rcie:::cilén Tiempos de Lectura LOTOILIBO1 | LOTO1LIBO2 LOTO1LIBO3
0 minutos ( 08: 20) 0.011 0.012 0.011
10 minutos (8 : 30) 0.012 0.012 0.012
20 minutos (8:40) 0.011 0.012 0.012
30 minutos (8:50) 0.011 0.011 0.011
40 minutos (9:00) 0.008 0.009 0.01
50 minutos (9:10) 0.005 0.007 0.008
1 hora (9:20) 0.005 0.005 0.008
2 horas (10: 20) 0.004 0.005 0.007
3 horas (11:20) 0.004 0.005 0.006
4 horas (12:20) 0.003 0.004 0.005
5 horas (13:20) 0.003 0.004 0.005
LOTE 01
Np 6 horas (14:20) 0.003 0.004 0.004
7 horas (15:20) 0.003 0.003 0.004
0.14 mg/mL
MSA-NO 8 horas (16:20) 0.003 0.003 0.003
9 horas (17:20) 0.003 0.003 0.003
10 horas (18:20) 0.003 0 0.003
11 horas ( 19:20) 0.003 0.002 0.003
12 horas (20:20) 0.003 0.002 0.002
13 horas (21:20) 0.003 0.002 0.002
14 horas (22:20) 0.003 0.002 0.002
15 horas (23:20) 0.002 0.001 0.002
16 horas (00: 20 ) 16/10/17 | 0.002 0.002 0.001
17 horas (01: 20) 0.002 0.002 0.001
18 horas (02 : 20) 0.002 0.001 0.001
19 horas (03: 20 ) 0.002 0 0
20 horas (04: 20) 0.002 0 0
21 horas (05: 20 ) 0 0 0
22 horas (06 :20) 0 0 0
23 horas (07: 20 ) 0 0 0
24 horas (08: 20 ) 0 0 0
30 horas (14:20 ) 0 0 0
36 horas (20: 20) 0 0 0
42 horas (02: 20) 17/10/17 0 0 0
48 horas (8:20 ) 0 0 0

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17

Firma Analista: Gabriela M

Leyenda nm = Nandmetro
Np= Nanoparticula

mg= miligramo

MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico

mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

0.014

0.012

0.01

0.008

0.006

0.004

0.002

-0.002

0.012

0;0.011

10

19; 0

FOR 05 /NP

[MSA-NO -Np] 0.14 mg/mL (LOTE 01)

20; 0

20

21;0

30

Tiempo (Hrs.)

40

LOT 01 LIB 01

LOT 01 LIB 02

LOT 01 LIB 03

50 60



FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NITRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacion del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicién del dcido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.)

Absorbancia de Muestras
Co':'cueii:ﬂm Tiempos de Lectura LOTO2LIBO1 | LOTO2 LIB 02 LOTO2 LIB 03
0 minutos ( 08: 20) 0.012 0.012 0.012
10 minutos (8 : 30) 0.011 0.011 0.012
20 minutos (8:40) 0.011 0.011 0.011
30 minutos (8:50) 0.011 0.01 0.01
40 minutos (9:00) 0.008 0.008 0.008
50 minutos (9:10) 0.006 0.007 0.006
1 hora (9:20) 0.005 0.004 0.005
2 horas (10: 20) 0.005 0.004 0.004
3 horas (11:20) 0.004 0.004 0.004
4 horas (12:20) 0.004 0.004 0.004
5 horas (13:20) 0.004 0.003 0.003
LOTE 02
Np 6 horas ( 14:20) 0.004 0.003 0.003
0.14 7 horas (15:20) 0.003 0.003 0.003
mg/mL 8 horas (16:20) 0.003 0.004 0.003
MSA-NO 9 horas (17:20) 0.003 0.003 0.004
10 horas (18:20) 0.002 0.003 0.003
11 horas ( 19:20) 0.002 0.002 0.003
12 horas (20:20) 0.002 0.002 0.002
13 horas (21:20) 0.001 0.001 0.002
14 horas (22:20) 0.001 0.001 0.002
15 horas (23:20) 0.001 0.001 0.001
16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0.001 0.001 0.001
17 horas (01: 20) 0.001 0 0
18 horas (02 : 20) 0 0 0
19 horas (03: 20) 0 0
20 horas (04: 20) 0 0 0
21 horas (05: 20 ) 0 0 0
22 horas (06 :20) 0 0 0
23 horas (07: 20 ) 0 0 0
24 horas (08 : 20 ) 0 0 0
30 horas (14:20 ) 0 0 0
36 horas (20: 20) 0 0 0
42 horas (02: 20) 17/10/17 0 0 0
48 horas (8:20 ) 0 0 0
Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista:
Gabriela M.
Leyenda nm =Nanémetro MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=

Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

0.014

0.012

0.01

0.008

0.006

0.004

0.002

-0.002

10

[MSA-NO Np] 0.14 mg/mL (LOTE 02)

17;0

18;0
20

30

Tiempo (545 nm)

40

50

FOR 05/ NP

LOT 02 LIB 01

LOT 02 LIB 02

LOT 02 LIB 03

60



FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NITRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacion del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicién del dcido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.)

Absorbancia de Muestras
Co'rcie:::cilén Tlempos de Lectura LOTO3 LIBO1 | LOTO3 LIB 02 LOTO3 LIB 03
0 minutos ( 08: 20) 0.013 0.011 0.013
10 minutos (8 : 30) 0.012 0.01 0.012
20 minutos (8:40) 0.012 0.01 0.012
30 minutos (8:50) 0.011 0.009 0.011
40 minutos (9:00) 0.01 0.01 0.011
50 minutos (9:10) 0.005 0.006 0.007
1 hora (9:20) 0.004 0.004 0.006
2 horas (10: 20) 0.004 0.005 0.005
3 horas (11:20) 0.003 0.005 0.005
4 horas (12:20) 0.004 0.004 0.005
5 horas (13:20) 0.004 0.004 0.004
LOTE 03
Np 6 horas (14:20) 0.004 0.003 0.003
7 horas (15:20) 0.003 0.003 0.003
0.14 mg/mL
MSA-NO 8 horas (16:20) 0.003 0.003 0.003
9 horas (17:20) 0.003 0.003 0.004
10 horas (18:20) 0.002 0.002 0.003
11 horas ( 19:20) 0.002 0.002 0.003
12 horas (20:20) 0.002 0.002 0.003
13 horas (21:20) 0.002 0.001 0.002
14 horas (22:20) 0.001 0.001 0.002
15 horas (23:20) 0.001 0.001 0.002
16 horas (00: 20 ) 16/10/17 | 0.001 0.001 0.001
17 horas (01: 20) 0.001 0 0.001
18 horas (02 : 20) 0 0 0
19 horas (03: 20) 0 0 0.001
20 horas (04: 20) 0 0 0.001
21 horas (05: 20 ) 0 0 0
22 horas (06 :20) 0 0 0
23 horas (07: 20 ) 0 0 0
24 horas (08: 20 ) 0 0 0
30 horas (14:20 ) 0 0 0
36 horas (20: 20) 0 0 0
42 horas (02: 20) 17/10/17 0 0 0
48 horas (8:20 ) 0 0 0

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17

Firma Analista: Gabriela M

Leyenda nm = Nandmetro
Nanoparticula

mg= miligramo

MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=

mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

FOR 05/ NP

[MSA-NO Np] 0.14 mg/mL (LOTE 03)

0.014
0.012

0.01

LOT 03 LIB 01
0.008

0.006 LOT 03 LIB 02

0.004

LOT 03 LIE 03

0.002
18;0

0 21;0
0 10 2 30 2 50 60

-0.002
Tiempo (Hrs.)



FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NITRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacion del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicién del dcido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.)

Absorbancia de Muestras

comestral Tiempos de Lectura LIBO1 LIB02 LIB03
0 minutos ( 08: 20) 0.031 0.03 0.033
10 minutos (8 :30) 0.027 0.029 0.03
20 minutos (8:40) 0.026 0.03 0.027
30 minutos (8:50) 0.026 0.024 0.025
40 minutos (9:00) 0.017 0.02 0.019
50 minutos (9:10) 0.017 0.016 0.017
1 hora (9:20) 0.014 0.013 0.015
2 horas (10: 20) 0.01 0.01 0.009
3 horas (11:20) 0 0.001 0.003
4 horas (12:20) 0 0.001 0
5 horas (13:20) 0.013 0.009 0.01
6 horas (14:20) 0.016 0.015 0.014

MSANO 1 oras (15:20) 0.007 0.008 0.007

0.28 mg/mL
8 horas (16:20) 0.021 0.019 0.021
9 horas (17:20) 0.007 0.008 0.008
10 horas (18:20) 0.021 0.02 0.019
11 horas ( 19:20) 0.019 0.018 0.018
12 horas (20:20) 0.016 0.015 0.015
13 horas (21:20) 0.02 0.019 0.021
14 horas (22:20) 0.01 0.012 0.011
15 horas (23:20) 0.003 0.004 0.003
16 horas (00: 20 ) 16/10/17 0.013 0.011 0.014
17 horas (01: 20) 0.018 0.018 0.016
18 horas (02 : 20) 0.015 0.016 0.014
19 horas (03: 20 ) 0.011 0.012 0.015
20 horas (04: 20) 0.023 0.025 0.02
21 horas (05: 20 ) 0.021 0.019 0.02
22 horas (06 :20) 0.03 0.027 0.026
23 horas (07: 20 ) 0.02 0.015 0.019
24 horas (08 : 20 ) 0.005 0.006 0.008
30 horas (14 : 20 ) 0 0 0.001
36 horas (20: 20) 0 0 0
42 horas (02: 20) 17/10/17 0 0 0
48 horas (8:20 ) 0 0 0

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M

Leyenda nm = Nandmetro

Nanoparticula

mg= miligramo

MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=
mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

FOR 05/ NP

[MSA-NO] 0.28 mg/mL

0.035
0.03

0.025

LIE 01

0.02

LIE 02

0.015

0.01

LIE 03

0.005

0 30; 0
0 10 20 30 40 50 60

-0.005
Tiempo (Hrs.)
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FOR 04/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NITRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacion del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicién del dcido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.)

Absorbancia de Muestras
COI:\:::::;:Ln Tiempos de Lectura LOTOILIBO1 | LOTO1LIBO2 LOTO1LIBO3

0 minutos ( 08: 20) 0.019 0.019 0.02

10 minutos (8 :30) 0.008 0.01 0.015

20 minutos (8:40) 0.011 0.013 0.011

30 minutos (8:50) 0.016 0.017 0.008

40 minutos (9:00) 0.021 0.018 0.013

50 minutos (9:10) 0.007 0.018 0.013

1 hora (9:20) 0.009 0.01 0.018

2 horas (10: 20) 0.011 0.019 0.019

3 horas (11:20) 0 0.023 0.002

4 horas (12:20) 0.008 0.012 0

5 horas (13:20) 0.02 0.018 0.024

6 horas (14:20) 0.009 0.025 0.017

LOLI;OI 7 horas (15:20) 0.018 0.01 0.02
0.28 8 horas (16:20) 0.009 0.016 0.025
9 horas (17:20) 0.001 0.014 0.017

mg/mL

10 horas (18:20) 0.015 0.014 0.014

11 horas ( 19:20) 0.01 0.015 0.018

12 horas (20:20) 0.014 0.011 0.013

13 horas (21:20) 0.012 0.01 0.01

14 horas (22:20) 0.018 0.015 0.017

15 horas (23:20) 0.016 0.014 0.015

16 horas (00: 20 ) 16/10/17 0.015 0.016 0.017

17 horas (01: 20) 0.008 0.021 0.025

18 horas (02 : 20) 0.01 0.015 0.025

19 horas (03: 20 ) 0.016 0.013 0.021

20 horas (04: 20) 0.008 0.021 0.032

21 horas (05: 20 ) 0.024 0.013 0.006

22 horas (06 :20) 0.037 0.029 0.027

23 horas (07: 20 ) 0.003 0.006 0.005

24 horas (08 : 20 ) 0 0 0

30 horas (14 : 20 ) 0 0 0.001

36 horas (20: 20) 0 0 0

42 horas (02: 20) 17/10/17 0 0 0

48 horas (8:20 ) 0 0 0

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M

Leyenda nm = Nandmetro

Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro

MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=




Absorbancia a 545 nm

0.04

0.035

0.03

0.025

0.02

0.015

0.01

0.005

-0.005

FOR 04/ NP

[MSA-NO Np] 0.28 mg/mL (LOTE 01)

20

LOT 01 LIB 01

LOT 01 LIB 02

LOT 01 LIB O3

&24;0%

30 40 50 60

Tiempo (Hrs.)
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NITRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacion del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicién del dcido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.)

Absorbancia de Muestras
COI:\:::::;:Ln Tlempos de Lectura LOTO2LIBO1 | LOTO2LIBO2 LOT02LIBO3
0 minutos ( 08: 20) 0.018 0.02 0.019
10 minutos (8 : 30) 0.012 0.011 0.011
20 minutos (8:40) 0.011 0.01 0.012
30 minutos (8:50) 0.014 0.013 0.014
40 minutos (9:00) 0.019 0.02 0.018
50 minutos (9:10) 0.016 0.018 0.015
1 hora (9:20) 0.01 0.005 0.004
2 horas (10: 20) 0.017 0.009 0.01
3 horas (11:20) 0.022 0.012 0.003
4 horas (12:20) 0.009 0.024 0.015
5 horas (13:20) 0.016 0.005 0.016
6 horas ( 14:20) 0.022 0.012 0.004
LOLZOZ 7 horas (15:20) 0.011 0.016 0.016
0.28 mg/mL 8 horas ( 16:20) 0.015 0.005 0.004
g
MSA-NO 9 horas (17:20) 0.012 0.001 0.008
10 horas (18:20) 0.01 0.014 0.012
11 horas ( 19:20) 0.016 0.008 0.014
12 horas (20:20) 0.015 0.015 0.01
13 horas (21:20) 0.018 0.01 0.012
14 horas (22:20) 0.019 0.016 0.016
15 horas (23:20) 0.014 0.014 0.014
16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0.009 0.012 0.006
17 horas (01: 20) 0.012 0.006 0.009
18 horas (02 : 20) 0.014 0.012 0.012
19 horas (03: 20) 0.018 0.015 0.014
20 horas (04: 20) 0.009 0.007 0.007
21 horas (05: 20 ) 0.012 0.018 0.018
22 horas (06 :20) 0.03 0.024 0.031
23 horas (07: 20 ) 0.008 0.005 0.008
24 horas (08 : 20 ) 0.002 0.001 0.002
30 horas (14:20 ) 0 0 0
36 horas (20: 20) 0 0 0
42 horas (02: 20) 17/10/17 0 0 0
48 horas (8:20 ) 0 0 0
Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M.
Leyenda nm =Nanémetro MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=
Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

FOR 05/ NP

[MSA-NO Np] 0.28 mg/mL (LOTE 02)

0.035
0.03
LOT 02 LIE 01
LOT 02 LIE 02
LOT 02 LIE 03

~ 24;0.001

30 40 50 60

Tiempo (Hrs.)
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NITRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacion del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicién del dcido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.)

Absorbancia de Muestras

COI:\:::::;:I/M Tiempos de Lectura LOTO3LIBO1 | LOTO3LIBO2 LOTO3LIBO3
0 minutos ( 08: 20) 0.021 0.019 0.02
10 minutos (8 : 30) 0.01 0.01 0.011
20 minutos (8:40) 0.009 0.011 0.013
30 minutos (8:50) 0.012 0.013 0.014
40 minutos (9:00) 0.019 0.014 0.016
50 minutos (9:10) 0.018 0.014 0.013
1 hora (9:20) 0.009 0.008 0.009
2 horas (10: 20) 0.017 0.002 0.001
3 horas (11:20) 0.024 0.02 0.016
4 horas (12:20) 0.011 0.025 0.023
5 horas (13:20) 0.017 0.016 0.014
LOTE 03 6 horas (14:20) 0.022 0.014 0.009
Np 7 horas (15:20) 0.011 0.008 0.004
0.28 mg/mL 8 horas (16:20) 0.006 0.002 0.013

g
MsA.No |9 horas (17:20) 0.002 0.017 0.018
10 horas (18:20) 0.015 0.011 0.012
11 horas ( 19:20) 0.012 0.01 0.005
12 horas (20:20) 0.016 0.017 0.016
13 horas (21:20) 0.011 0.01 0.011
14 horas (22:20) 0.02 0.018 0.015
15 horas (23:20) 0.016 0.012 0.01
16 horas (00: 20 ) 16/10/17 0.014 0.003 0.002
17 horas (01: 20) 0.007 0.011 0.012
18 horas (02 : 20) 0.01 0.028 0.016
19 horas (03: 20 ) 0.019 0.018 0.015
20 horas (04: 20) 0.009 0.006 0.008
21 horas (05: 20 ) 0.021 0.002 0.02
22 horas (06 :20) 0.035 0.019 0.03
23 horas (07: 20 ) 0.005 0.025 0.008
24 horas (08 : 20 ) 0.003 0.005 0.002
30 horas (14 : 20 ) 0 0.002 0
36 horas (20: 20) 0 0 0
42 horas (02: 20) 17/10/17 0 0 0
48 horas (8:20 ) 0 0 0
Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M.

Leyenda nm = Nandmetro

Nanoparticula

mg= miligramo

MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=
mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

0.04

0.035
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0.01 |

0.005

-0.005

FOR 05/ NP

[MSA-NO Np] 0.28 mg/ mL (LOTE 03)

LOT 03 LIE 01

LOT 03 LIB 02

LOT 03 LIB 03

K\ 24, 0.002

TN
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Tiempo ( Hrs.)
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NiTRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacidn del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicion del acido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 12 de Octubre (08:40 a.m.)

Absorbancia de Muestras
copuestral Tiempos de Lectura LIBO1 LIB02 LIB03
0 minutos ( 08: 40) 0.053 0.056 0.052
10 minutos (08 : 50) 0.05 0.049 0.048
20 minutos (9:00) 0.048 0.047 0.046
30 minutos (9:10) 0.044 0.038 0.043
40 minutos (9:20) 0.035 0.036 0.035
50 minutos (9:30) 0.036 0.036 0.037
1 hora (9:40) 0.04 0.04 0.042
2 horas (10: 40) 0.02 0.03 0.03
3 horas (11:40) 0.028 0.03 0.029
4 horas (12:40) 0.018 0.015 0.017
5 horas (13:40) 0.034 0.031 0.035
6 horas (14:40) 0.045 0.04 0.042
MSA-NO 7 horas (15:40) 0.031 0.027 0.035
0.56 mg/mL 8 horas (16:40) 0.03 0.027 0.032
9 horas (17:40) 0.03 0.028 0.033
10 horas (18:40) 0.022 0.019 0.021
11 horas ( 19:40) 0.025 0.024 0.023
12 horas (20:40) 0.024 0.021 0.025
13 horas (21:40) 0.03 0.029 0.024
14 horas (22:40) 0.028 0.03 0.031
15 horas (23:40) 0.027 0.027 0.029
16 horas ( 00: 40 ) 13/10/17 0.018 0.016 0.018
17 horas (01:40) 0.027 0.024 0.027
18 horas (02 : 40) 0.03 0.029 0.032
19 horas (03:40) 0.03 0.029 0.032
20 horas (04: 40) 0.021 0.019 0.02
21 horas (05: 40 ) 0.002 0.001 0.003
22 horas (06 :40) 0.004 0.003 0.004
23 horas (07: 40 ) 0.003 0.003 0.002
24 horas (08 : 40 ) 0.001 0.001 0.002
30 horas (14 :40 ) 0 0 0
36 horas (20: 40) 0 0 0
42 horas (02: 40) 14/10/17 0 0 0
48 horas (8 :40 ) 0 0 0
Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17 Firma Analista: Gabriela M
Leyenda nm =Nanémetro MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=
Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

FOR 05/ NP

[MSA-NO] 0.56 mg/mL

0.04

LiB 01
0.03

LIB 02
0.02

LIB 03

0.01

-0.01
Tiempo (Hrs.)
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NiTRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacidn del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicion del acido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 12 de Octubre (08:40 a.m.)

Absorbancia de Muestras
COn“::::rt;:/on Tiempos de Lectura LOTO1LIBO1 | LOTO1LIBO2 LOTO1LIBO3
0 minutos ( 08: 40) 0.033 0.032 0.031
10 minutos (8 : 50) 0.018 0.015 0.011
20 minutos (9:00) 0.012 0.011 0.007
30 minutos (9:10) 0.017 0.02 0.012
40 minutos (9:20) 0.015 0.02 0.02
50 minutos (9:30) 0.022 0.03 0.021
1 hora (9:40) 0.022 0.028 0.023
2 horas (10: 40) 0.017 0.019 0.02
3 horas (11:40) 0.004 0.005 0.003
4 horas (12:40) 0.009 0.005 0.002
5 horas (13:40) 0.033 0.032 0.036
LOTE 01 6 horas (14:40) 0.016 0.022 0.021
Np 7 horas (15:40) 0.028 0.024 0.026
0.56 mg/mL 8 horas (16:40) 0.04 0.036 0.049
g
MSA-NO 9 horas (17:40) 0.02 0.018 0.023
10 horas (18:40) 0.044 0.044 0.039
11 horas ( 19:40) 0.021 0.027 0.02
12 horas (20:40) 0.015 0.02 0.014
13 horas (21:40) 0.011 0.013 0.009
14 horas (22:40) 0.015 0.016 0.012
15 horas (23:40) 0.02 0.022 0.018
16 horas ( 00: 40 ) 13/10/17 0.022 0.024 0.022
17 horas (01:40) 0.024 0.03 0.024
18 horas (02 : 40) 0.022 0.027 0.021
19 horas (03:40) 0.02 0.025 0.019
20 horas (04: 40) 0.031 0.035 0.032
21 horas (05: 40 ) 0.022 0.025 0.022
22 horas (06 :40) 0.012 0.017 0.011
23 horas (07: 40 ) 0.002 0.003 0.005
24 horas (08 : 40 ) 0 0 0.002
30 horas (14 :40 ) 0 0 0
36 horas (20: 40) 0 0 0
42 horas (02: 40) 14/10/17 0 0 0
48 horas (8 :40 ) 0 0 0
Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17 Firma Analista: Gabriela M
Leyenda nm =Nanémetro MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=
Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

0.06

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

-0.01

—

FOR 05/ NP

[MSA-NO Np] 0.56 mg/mL (LOTE 01)

LOT 0L LB D1

LOT 01 LB 02

LOT 01 LB 03

<24;0
10 20 30 40 50 60

Tiempo en Horas
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NiTRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacidn del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicion del acido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 12 de Octubre (08:40 a.m.)

Absorbancia de Muestras
COn“::::rt;:/on Tiempos de Lectura LOTO2LIB01 |  LOTO2LIBO2 LOT02LIBO3
0 minutos ( 08: 40) 0.034 0.033 0.034
10 minutos (8 : 50) 0.018 0.016 0.018
20 minutos (9:00) 0.017 0.016 0.018
30 minutos (9:10) 0.018 0.017 0.017
40 minutos (9:20) 0.02 0.019 0.02
50 minutos (9:30) 0.02 0.022 0.024
1 hora (9:40) 0.022 0.02 0.023
2 horas (10: 40) 0.015 0.017 0.02
3 horas (11:40) 0.007 0.007 0.005
4 horas (12:40) 0.004 0.003 0.004
5 horas (13:40) 0.028 0.027 0.03
6 horas ( 14:40) 0.015 0.015 0.016
LOL‘;OZ 7 horas (15:40) 0.024 0.025 0.024
0.56 mg/mL 8 horas ( 16:40) 0.03 0.032 0.034
g
MSA-NO 9 horas (17:40) 0.016 0.021 0.019
10 horas (18:40) 0.035 0.039 0.04
11 horas ( 19:40) 0.017 0.017 0.016
12 horas (20:40) 0.014 0.015 0.013
13 horas (21:40) 0.01 0.01 0.011
14 horas (22:40) 0.016 0.015 0.015
15 horas (23:40) 0.019 0.02 0.019
16 horas ( 00: 40 ) 13/10/17 0.023 0.023 0.022
17 horas (01: 40) 0.025 0.027 0.025
18 horas (02 : 40) 0.025 0.026 0.024
19 horas (03: 40) 0.023 0.026 0.023
20 horas (04:40) 0.02 0.022 0.024
21 horas (05: 40 ) 0.019 0.02 0.019
22 horas (06 :40) 0.011 0.012 0.012
23 horas (07: 40 ) 0.004 0.002 0.004
24 horas (08 : 40 ) 0.001 0.002 0.001
30 horas (14 :40 ) 0 0 0
36 horas (20: 40) 0 0 0
42 horas (02: 40) 14/10/17 0 0 0
48 horas (8 :40 ) 0 0 0
Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17 Firma Analista: Gabriela M
Leyenda nm =Nanémetro MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=
Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm
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[MSA-NO Np] 0.56 mg/mL (LOTE 02)
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FOR 05/ NP

LOT 02 LB 01

LOT 02 LIB 02

LOT 02 LIB 03
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NiTRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacidn del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicion del acido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 12 de Octubre (08:40 a.m.)

Absorbancia de Muestras

COn“::::rt;:/on Tiempos de Lectura LOTO3LIBO1 |  LOTO3LIB02 LOT03LIBO3
0 minutos ( 08: 40) 0.03 0.032 0.03
10 minutos (08 :50) 0.015 0.017 0.014
20 minutos (9:00) 0.014 0.015 0.015
30 minutos (9:10) 0.016 0.017 0.014
40 minutos (9:20) 0.017 0.018 0.016
50 minutos (9:30) 0.023 0.025 0.023
1 hora (9:40) 0.025 0.026 0.026
2 horas (10: 40) 0.018 0.017 0.017
3 horas (11:40) 0.003 0.005 0.003
4 horas (12:40) 0.002 0.004 0.003
5 horas (13:40) 0.029 0.032 0.033
6 horas ( 14:40) 0.015 0.016 0.017
LOLI;O3 7 horas (15:40) 0.024 0.025 0.025
0.56 mg/mL 8 horas (16:40) 0.04 0.044 0.046
g
MSA-NO 9 horas (17:40) 0.019 0.023 0.022
10 horas (18:40) 0.045 0.044 0.041
11 horas ( 19:40) 0.018 0.019 0.017
12 horas (20:40) 0.012 0.015 0.014
13 horas (21:40) 0.01 0.012 0.011
14 horas (22:40) 0.016 0.017 0.016
15 horas (23:40) 0.019 0.021 0.02
16 horas ( 00: 40 ) 13/10/17 0.02 0.022 0.022
17 horas (01: 40) 0.025 0.024 0.025
18 horas (02 : 40) 0.024 0.025 0.026
19 horas (03:40) 0.024 0.025 0.026
20 horas (04:40) 0.029 0.03 0.03
21 horas (05: 40 ) 0.018 0.02 0.02
22 horas (06 :40) 0.012 0.013 0.012
23 horas (07: 40 ) 0.004 0.005 0.005
24 horas (08 : 40 ) 0.001 0.001 0.002
30 horas (14 :40 ) 0 0 0
36 horas (20: 40) 0 0 0
42 horas (02: 40) 14/10/17 0 0 0
48 horas (8 :40 ) 0 0 0

Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17

Firma Analista: Gabriela M

Leyenda nm = Nandémetro

Nanoparticula

mg= miligramo

MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=
mlL=mililitro




Absorbancia a 545 nm

FOR 05/ NP

[MSA-NO Np] 0.56 mg/mL (LOTE 03)

0.05

0.04 /\ (\

0.03 Q LOT03 LB 01
\4 LOT 03 LIB 02

0.02
LOT 03 LIB 03

0.01

< 24; 0.002
0
0 10 20 30 40 50 60
-0.01

Tiempo (Hrs.)
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NiTRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Andlisis: Estimacion del perfil de liberacidn del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicion del acido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 09 de Octubre (10.20 a.m.)

Absorbancia de Muestras

couestral Tiempos de Lectura LIBO1 LIB02 LIBO3
0 minutos ( 10: 20) 0.184 0.19 0.189
10 minutos (10: 30) 0.179 0.177 0.172
20 minutos (10:40) 0.166 0.162 0.162
30 minutos (10:50) 0.151 0.154 0.155
40 minutos (11:00) 0.143 0.148 0.155
50 minutos (11:10) 0.133 0.139 0.137
1 hora (11:20) 0.125 0.123 0.128
2 horas (12: 20) 0.096 0.1 0.099
3 horas (13:20) 0.078 0.088 0.085
4 horas (14:20) 0.065 0.072 0.074
5 horas (15:20) 0.044 0.056 0.053
6 horas (16:20) 0.04 0.042 0.044
MSA-NO 7 horas (17:20) 0.036 0.032 0.033
2.25 mg/mL 8 horas (18:20) 0.031 0.029 0.029
9 horas (19:20) 0.025 0.024 0.023
10 horas (20:20) 0.023 0.02 0.019
11 horas ( 21:20) 0.018 0.02 0.017
12 horas (22:20) 0.015 0.014 0.011
13 horas (23:20) 0.012 0.012 0.01
14 horas (00:20) 10/10/17 0.008 0.007 0.006
15 horas (01:20) 0.008 0.008 0.006
16 horas (02:20) 0.005 0.004 0.005
17 horas (03: 20) 0.004 0.004 0.003
18 horas (04: 20) 0.003 0.002 0.002
19 horas (05: 20) 0.003 0.002 0.002
20 horas (06:20) 0.01 0.009 0.01
21 horas (07: 20 ) 0.021 0.018 0.019
22 horas (08 :20) 0.029 0.027 0.03
23 horas (09: 20 ) 0.033 0.036 0.04
24 horas (10: 20 ) 0.04 0.041 0.045
30 horas (16:20 ) 0.045 0.052 0.057
36 horas (22:20) 0.082 0.084 0.089
42 horas (04 : 20) 11/10/17 0.098 0.102 0.102
48 horas (10:20 ) 0.184 0.19 0.189
Fecha de Cierre del Registro: 11/10/17 Firma Gabriela M.
Analista:

Leyenda: nm = Nanémetro MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico
Np= Nanoparticula mg= miligramo

mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NiTRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacidn del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicion del acido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 09 de Octubre (10.20 a.m.)

Absorbancia de Muestras
COnx::rs:crfzn Tiempos de Lectura LOTO1LIBO1 | LOTO1LIBO2 LOTO1LIBO3
0 minutos ( 10: 20) 0.145 0.152 0.146
10 minutos (10: 30) 0.124 0.139 0.124
20 minutos (10:40) 0.119 0.124 0.111
30 minutos (10:50) 0.111 0.119 0.103
40 minutos (11:00) 0.089 0.093 0.092
50 minutos (11:10) 0.08 0.082 0.085
1 hora (11:20) 0.061 0.061 0.078
2 horas (12: 20) 0.06 0.052 0.056
3 horas (13:20) 0.053 0.048 0.05
4 horas (14:20) 0.044 0.042 0.039
5 horas (15:20) 0.039 0.04 0.031
6 horas ( 16:20) 0.031 0.035 0.031
LOLi01 7 horas (17:20) 0.027 0.029 0.025
MSA-NO 8 horas ( 18:20) 0.026 0.024 0.02
2.25 mg/mL 9 horas (19:20) 0.019 0.017 0.017
10 horas (20:20) 0.019 0.018 0.017
11 horas ( 21:20) 0.015 0.012 0.013
12 horas (22:20) 0.01 0.007 0.009
13 horas (23:20) 0.006 0.002 0.005
14 horas (00:20) 10/10/17 0.003 0 0.002
15 horas (01:20) 0.008 0.004 0.005
16 horas ( 02: 20) 0.013 0.012 0.011
17 horas (03: 20) 0.027 0.028 0.023
18 horas (04: 20) 0.031 0.035 0.04
19 horas (05: 20) 0.055 0.047 0.048
20 horas (06: 20) 0.069 0.069 0.071
21 horas (07: 20 ) 0.076 0.078 0.09
22 horas (08 :20) 0.081 0.089 0.1
23 horas (09: 20 ) 0.092 0.096 0.123
24 horas (10: 20 ) 0.098 0.125 0.132
30 horas (16: 20 ) 0.229 0.255 0.259
36 horas (22: 20) 0.273 0.31 0.298
42 horas (04 : 20) 11/10/17 | 0.224 0.233 0.234
48 horas (10:20 ) 0.193 0.178 0.189
Fecha de Cierre del Registro: 11/10/17 Firma Analista: Gabriela M
Leyenda: nm = Nanémetro MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico
Np= Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NiTRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacidn del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicion del acido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 09 de Octubre (10.20 a.m.)

Absorbancia de Muestras

COn“::::rt;:/on Tiempos de Lectura LOTO2LIB01 |  LOTO2LIBO2 LOT02LIBO3
0 minutos ( 10: 20) 0.149 0.15 0.148
10 minutos (10: 30) 0.126 0.129 0.127
20 minutos (10:40) 0.117 0.121 0.115
30 minutos (10:50) 0.108 0.11 0.113
40 minutos (11:00) 0.091 0.092 0.094
50 minutos (11:10) 0.085 0.083 0.081
1 hora (11:20) 0.072 0.075 0.072
2 horas (12: 20) 0.065 0.066 0.063
3 horas (13:20) 0.058 0.057 0.05
4 horas (14:20) 0.046 0.045 0.039
5 horas (15:20) 0.037 0.033 0.028
6 horas ( 16:20) 0.03 0.029 0.027

LOL‘;OZ 7 horas (17:20) 0.026 0.022 0.024
MSA-NO 8 horas ( 18:20) 0.02 0.018 0.019

2.25 mg/mL 9 horas (19:20) 0.016 0.014 0.014
10 horas (20:20) 0.012 0.011 0.01
11 horas ( 21:20) 0.009 0.01 0.008
12 horas (22:20) 0.006 0.007 0.006
13 horas (23:20) 0.005 0.004 0.004
14 horas (00:20) 10/10/17 0.001 0 0.001
15 horas (01:20) 0.003 0.002 0.004
16 horas ( 02: 20) 0.01 0.009 0.012
17 horas (03: 20) 0.024 0.026 0.028
18 horas (04: 20) 0.039 0.041 0.037
19 horas (05: 20) 0.056 0.05 0.049
20 horas (06: 20) 0.072 0.069 0.066
21 horas (07: 20 ) 0.088 0.082 0.079
22 horas (08 :20) 0.1 0.099 0.094
23 horas (09: 20 ) 0.111 0.103 0.098
24 horas (10: 20 ) 0.12 0.124 0.121
30 horas (16: 20 ) 0.214 0.221 0.232
36 horas (22: 20) 0.299 0.301 0.285
42 horas (04 : 20) 11/10/17 0.246 0.242 0.251
48 horas (10:20 ) 0.191 0.189 0.191

Fecha de Cierre del Registro: 11/10/17 Firma

Analista:
Leyenda: nm = Nanémetro MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico
Np= Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro




Absorbancia a 545 nm
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FOR 05/ NP

FORMATO DE ANALISIS DEL PERFIL DE LIBERACION DEL OXIDO NiTRICO POR LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Analisis: Estimacion del perfil de liberacidn del éxido nitrico por parte de las nanoparticulas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposicion del acido s-nitrosomercaptosuccinico.

Método: Espectrofotometria. Lectura a 545 nm.

ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Fecha y Hora de Inicio: 09 de Octubre (10:20 a.m.)

Absorbancia de Muestras
COn“::::rt;:/on Tiempos de Lectura LOTO3LIBO1 |  LOTO3LIB02 LOT03LIBO3
0 minutos ( 10: 20) 0.151 0.152 0.148
10 minutos (10: 30) 0.13 0.132 0.129
20 minutos (10:40) 0.112 0.123 0.111
30 minutos (10:50) 0.109 0.112 0.107
40 minutos (11:00) 0.093 0.095 0.092
50 minutos (11:10) 0.084 0.086 0.084
1 hora (11:20) 0.073 0.078 0.072
2 horas (12: 20) 0.06 0.06 0.059
3 horas (13:20) 0.052 0.054 0.048
4 horas (14:20) 0.04 0.041 0.043
5 horas (15:20) 0.032 0.033 0.036
6 horas ( 16:20) 0.03 0.024 0.03
LOLI;% 7 horas (17:20) 0.023 0.021 0.025
MSA-NO 8 horas ( 18:20) 0.02 0.019 0.023
2.25 mg/mL 9 horas (19:20) 0.01 0.014 0.012
10 horas (20:20) 0.008 0.01 0.009
11 horas ( 21:20) 0.007 0.009 0.009
12 horas (22:20) 0.006 0.005 0.005
13 horas (23:20) 0.003 0.003 0.003
14 horas (00:20) 10/10/17 0 0 0
15 horas (01:20) 0.002 0.003 0.002
16 horas ( 02: 20) 0.009 0.01 0.011
17 horas (03: 20) 0.028 0.027 0.03
18 horas (04: 20) 0.036 0.035 0.04
19 horas (05: 20) 0.048 0.046 0.052
20 horas (06: 20) 0.062 0.065 0.068
21 horas (07: 20 ) 0.077 0.08 0.081
22 horas (08 :20) 0.09 0.097 0.101
23 horas (09: 20 ) 0.099 0.102 0.115
24 horas (10: 20 ) 0.117 0.114 0.113
30 horas (16: 20 ) 0.231 0.219 0.218
36 horas (22: 20) 0.278 0.281 0.279
42 horas (04 : 20) 11/10/17 0.234 0.248 0.241
48 horas (10:20 ) 0.187 0.19 0.192
Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17 Firma Analista: Gabriela M
Leyenda nm =Nanémetro MSA-NO= Acido S-nitrosomercaptosuccinico Np=
Nanoparticula mg= miligramo mL=mililitro
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ANEXO 17. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE RESULTADOS

1. Andlisis Estadistico de Parametros Fisicos
1.1. Didametro Efectivo
1.1.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

1.1.1.1. Hipdtesis

Ho= Los valores de Diametro Efectivo del lote “n” de MSA Np provienen de una
distribucion normal (Hipdtesis nula).

H.= Los valores de Diametro Efectivo del lote “n” de MSA Np no provienen de una
distribucién normal (Hipotesis alterna).

Donden=1,2,3.

1.1.1.2. Criterios de Rechazo de Hipo6tesis Nula

Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:
- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05)

- El valor del estadistico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (y?)
critico para una distribucion de ji cuadrada.

1.1.1.3. Tabla de Resultados Estadisticos

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
DE_Lote01 ,360 3 . ,808 3 ,133
DE_Lote02 ,245 3 . ,970 3 ,670
DE_Lote03 ,333 3 . ,862 3 ,272
a. Correccion de significacion de Lilliefors Fuente: SPSS Statistics
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1.1.1.4. Interpretacién de Resultados

Interpretacién del Valor L
Muestra Estadistico Shapiro-Wilk Interpretacion de Valor p
< i . oAy
DE Lote 01 0.133 . 7,'81.5 Se retiene 0.133>0.05 Se retiene hipdtesis nula
hipdtesis nula
DE Lote 02 SR < 7,'81.5 SIS 0.670 > 0.05 Se retiene hipotesis nula
hipotesis nula
DE Lote 03 e < 7,'81.5 SOIEHIETS 0.272 > 0.05 Se retiene hipotesis nula
hipotesis nula
*Segun Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, ¥ critico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia
a = 0.05 (Ver Anexo 18).

1.1.1.5. Conclusion:

Se asume que la distribucién de los valores de Diametro Efectivo de los lotes 01, 02 y 03 de
MSA Np es normal. Se procede a realizar prueba de Homogeneidad de Varianzas.

1.1.2. Prueba de Homogeneidad de Varianzas

1.1.2.1. Hipotesis

Ho= Las varianzas del Diametro Efectivo de los lotes de MSA Np son homogéneas.

H.= Las varianzas del Diametro Efectivo de los lotes de MSA Np provienen no son

homogéneas.

1.1.2.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula
Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:
- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05)
- El valor estadistico de Levene es mayor al valor F critico para una distribucién de

Fisher.

1.1.2.3. Tabla de Resultados Estadisticos

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
Diametro_Efectivo | Se basa en la media 4,759 2 6 ,058
Se basa en la mediana ,505 2 6 ,627
Se basa en la mediana y con gl ,505 2 2,683 ,652
ajustado
Se basa en la media recortada 4,054 2 6 ,077

Fuente: SPSS Statistics
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1.1.2.4. Interpretacion

Interpretacién del Valor

Muestra Estadistico de Levene*

Interpretacion del Valor p

Didmetro 4.759 < 5.14 Se retiene hipdtesis

Efectivo nula 0.058 > 0.05 Se retiene hipdtesis nula

*Segun Tabla de Distribucién Fisher, F critico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad
del Denominador : 6 ; Nivel de significancia o = 0.05 (Ver Anexo 19).

1.1.2.5. Conclusion:
Los valores de Diametro Efectivo de los lotes de MSA Np poseen varianzas homogéneas.

Se procede al analisis de varianzas con el test ANOVA- Unifactorial.

1.1.3. Prueba de Andlisis de Varianzas (ANOVA - Unifactorial)

1.1.3.1. Hipotesis

Ho= Las medias de valores de Didmetro Efectivo de los lotes de MSA Np son iguales
H.= Las medias de valores de Diametro Efectivo de los lotes de MSA Np no son iguales

1.1.3.2. Criterios de Rechazo de Hipétesis Nula
Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:
- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05)

- El valor F obtenido es mayor al valor F critico para una distribucion de Fisher.

1.1.3.3. Tablas de Resultados Estadisticos

ANOVA
Diametro_Efectivo
Suma de . . .
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 1959,049 2 979,524 6,426 ,032
Dentro de grupos 914,620 6 152,437
Total 2873,669 8

Fuente: SPSS Statistics
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Pruebas post hoc: Comparaciones Multiples

Variable dependiente: Diametro_Efectivo

HSD Tukey
Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
() Lote (J) Lote medias (I-J) Desv. Error Sig. Limite inferior Limite superior
Lote 01 Lote 02 -1,60000 10,08090 ,986 -32,5310 29,3310
Lote 03 -32,06667" 10,08090 ,044 -62,9976 -1,1357
Lote 02 Lote 01 1,60000 10,08090 ,986 -29,3310 32,5310
Lote 03 -30,46667 10,08090 ,053 -61,3976 ,4643
Lote 03 Lote 01 32,06667" 10,08090 ,044 1,1357 62,9976
Lote 02 30,46667 10,08090 ,053 -,4643 61,3976
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05. Fuente: SPSS Statistics

Subconjuntos homogéneos: Diametro_Efectivo

HSD Tukey2
Subconjunto para alfa = 0.05
Lote N 1 2
Lote 01 3 230,4667
Lote 02 3 232,0667 232,0667
Lote 03 3 262,5333
Sig. ,986 ,053

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 3,000. Fuente: SPSS Statistics

1.1.3.4. Interpretacion de Resultados

Interpretacion del Valor
Estadistico de Fisher

Muestra Interpretacion del Valor p

Diametro
Efectivo

*Segln Tabla de Distribucidn Fisher, F critico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad
del Denominador : 6 ; Nivel de significancia o = 0.05 (Ver Anexo 19).
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Anélisis de Subconjuntos Homogéneos
Subconjunto Valor p Observado Interpretacion
p>0.05 : Las medias de los valores DE de
L 1*L 2 . .
ote 01*Lote 0 0.986 los lotes 01 y 02 de MSA Np son iguales.
p>0.05 : Las medias de los valores DE de
L 2*L . .
ote 02*Lote 03 0.053 los lotes 02 y 03 de MSA Np son iguales.
p<0.05 : Las medias de los valores DE de
Lote 03*Lote 01 0.044 los lotes 03 y 01 de MSA Np no son
iguales.

1.1.3.5. Conclusion

Basandonos en los valores calculados p y F, se rechaza la hipétesis nula, por lo tanto, se asume
gue existe una diferencia significativa entre los tres lotes de MSA Np respecto a la media de sus
diametros efectivos de particula. No obstante, al ejercer la comparacién de medias lote a lote
(andlisis de subconjuntos) se observé que entre los lotes 01 - 02 y los lotes 02 — 03 no existe una
diferencia significativa respecto a las medias de sus didmetros efectivos de particula. Por otro
lado, los lotes 01 — 03 difieren significativamente en este aspecto.

1.2. Indice de Polidispersidad

1.2.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

1.2.1.1. Hipotesis

Ho= Los valores de indice de Polidispersidad del lote “n”” de MSA Np provienen de una

distribucion normal.

H.= Los valores de indice de Polidispersidad del lote “n” de MSA Np no provienen de

una distribucién nor

Donden=1, 2 ,3.

1.2.1.2. Criterios de Rechazo de Hipdtesis Nula

mal.

Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:

- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05).

- El valor del estadistico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (y?)

critico para una distribucion de ji cuadrada.
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1.2.1.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico Gl Sig.
IPD_Lote01 ,219 3 . ,987 3 ,780
IPD_Lote02 ,253 3 . ,964 3 ,637
IPD_Lote03 ,323 3 . ,879 3 ,321
a. Correccion de significacion de Lilliefors Fuente: SPSS Statistics

1.2.1.4. Interpretacién de Resultados

Interpretacién del Valor .
Muestra Estadistico Shapiro Wilk* Interpretacion del Valor p
IPD Lote 01 | 0987 <7815 iilr:“e”e hIpOtesis | 4 780> 0.05 Se retiene hipétesis nula
IPD Lote 02 SIS iilgetlene MPOIRIE 0.637 >0.05 Se retiene hipotesis nula
IPD Lote 03 RS iilgatlene APERIE 0.321 >0.05 Se retiene hipotesis nula
*Seglin Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, ¥ critico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia a =
0.05 (Ver Anexo 18).

1.2.1.5. Conclusion:

Se asume que la distribucion de los valores de indice de Polidispersidad de los lotes 01, 02 y 03
de MSA Np es normal.

Proceder a realizar una prueba de Homogeneidad de Varianzas.

1.2.2. Anélisis de Homogeneidad de Varianzas
1.2.2.1. Hipébtesis

Ho= Las varianzas del Indice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np son
homogéneas.

H.= Las varianzas del indice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np no son
homogéneas.

1.2.2.2. Criterios de Rechazo de Hipdtesis Nula
Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:

- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05)
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- El valor estadistico de Levene es mayor al valor F critico para una distribucién de

Fisher.

1.2.2.3. Tabla de Resultados Estadisticos

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.

Indice_de_Polidispersidad | Se basa en la media ,019 6 ,982

Se basa en la mediana ,034 6 ,967

Se basa en la mediana y ,034 5,930 ,967

con gl ajustado

Se basa en la media ,020 6 ,980

recortada

1.2.2.4. Interpretacion

Fuente: SPSS Statistics

Muestra

Interpretacion del Valor
Estadistico de Levene

Polidispersidad

indice de 0.019< 5.14 Se retiene hipotesis

nula

Interpretacion del Valor p

0.982 >0.05 Se retiene hipotesis nula

*Segln Tabla de Distribucidn Fisher, F critico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad
del Denominador : 6 ; Nivel de significancia a = 0.05 (Ver Anexo 19).

1.2.2.5. Conclusion

Los valores de indice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np poseen varianzas homogéneas.
Se procede al anélisis de varianzas con el test ANOVA- Unifactorial.

1.2.3. Prueba de Andlisis de Varianzas (ANOVA - Unifactorial)

1.2.3.1. Hipdtesis

Ho= Las medias de valores de Indice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np son

iguales

H.= Las medias de valores de indice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np no son

iguales
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1.2.3.2. Criterios de Rechazo de Hipétesis Nula

Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:

- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05)

- El valor F obtenido es mayor al valor F critico para una distribucion de Fisher.

1.2.3.3. Tablas de Resultados Estadisticos

ANOVA
Indice_de_Polidispersidad

Suma de
gl Media cuadratica F Sig.

cuadrados
Entre grupos ,000 2 ,000 ,192 ,830

Dentro de grupos ,002 6 ,000
Total ,002 8

Variable dependiente:

Fuente: SPSS Statistics

Pruebas post hoc: Comparaciones multiples

Indice_de_Polidispersidad

HSD Tukey
Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
(I) Lote (J) Lote medias (I-J) Desv. Error Sig. Limite inferior Limite superior

Lote 01 Lote 02 ,0083333 ,0134633 ,816 -,032976 ,049642
Lote 03 ,0036667 ,0134633 ,960 -,037642 ,044976
Lote 02 Lote 01 -,0083333 ,0134633 ,816 -,049642 ,032976
Lote 03 -,0046667 ,0134633 ,937 -,045976 ,036642
Lote 03 Lote 01 -,0036667 ,0134633 ,960 -,044976 ,037642
Lote 02 ,0046667 ,0134633 ,937 -,036642 ,045976

Fuente: SPSS Statistics
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Subconjuntos homogéneos

Indice_de_Polidispersidad

HSD Tukey2
Subconjunto para alfa =
0.05
Lote N 1
Lote 02 3 ,269333
Lote 03 3 ,274000
Lote 01 3 ,277667
Sig. ,816

a. Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

b. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000. Fuente: SPSS Statistics

1.2.3.4. Interpretacién de Resultados

Muestra Interpretacion deI_ Valor Estadistico Interpretacion del Valor p
de Fisher
Ig;aer:t?\t? 0.192 < 5.14 Se retiene hipotesis nula | 0.830>0.05 Se retiene hip6tesis nula

*Segln Tabla de Distribucién Fisher, F critico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad
del Denominador : 6 ; Nivel de significancia a = 0.05 (Ver Anexo 19).

Anélisis de Subconjuntos Homogéneos

. Valor p .
Subconjunto Observado Interpretacion
Lote 01*Lote 02*Lote 0.816 p>0.05 : Las medias de los valores IPD de los
03 ' lotes 01, 02 y 03 de MSA Np son iguales.

1.2.3.5. Conclusion:

Basados en los valores calculados p y F, no se rechaza la hipétesis nula, por lo que se asume
gue las medias de los valores de indice de polidispersidad de los tres lotes de MSA Np son

iguales.
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2. Andlisis Estadistico de Eficiencia de Encapsulacién

2.1.Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

2.1.1.1. Hipébtesis

Ho= Los valores de Eficiencia de Encapsulacion del lote “n” de MSA Np provienen de

una distribucién normal.

H.= Los valores de Eficiencia de Encapsulacion del lote “n” de MSA Np no provienen
de una distribucion normal.

Donden=1, 2 ,3.

2.1.1.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula

Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:

- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05)

- El valor del estadistico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (y?)
critico para una distribucion de ji cuadrada.

2.1.1.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
EE% Lote01 . 3 . . 3
EE%_Lote02 ,385 3 . ,750 3 ,000
EE%_Lote03 ,385 3 . ,750 3 ,000
a. Correccion de significacién de Lilliefors Fuente: SPSS Statistics
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2.1.1.4. Interpretacién de Resultados

Interpretacion del Valor
Estadistico Shapiro Wilk*

Muestra Interpretacion del Valor p

EE% Lote

01

EE % Lote | 0.750 <7.815 Se retiene hipotesis
02 nula

EE% Lote | 0.750 < 7.815 Se retiene hipdtesis
03 nula

*Seglin Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, y? critico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia o. =
0.05 (Ver Anexo 18).

2.1.1.5. Conclusién

Se rechaza la hipétesis nula, por lo tanto se asume que la distribucion de los valores de eficiencia
de encapsulacion de los lotes 01, 02 y 03 de MSA Np no es normal.

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al anélisis de varianzas
mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal — Wallis para “Kk” muestras
independientes.

2.2. Prueba No Paramétrica de Analisis de Varianzas Kruskal-Wallis

2.2.1. Hipbtesis

Ho= Los valores de eficiencia de encapsulacion de los lotes MSA Np provienen de una
poblacidn idéntica con una misma mediana.
H.= Los valores de eficiencia de encapsulacion de los lotes de MSA Np no provienen de una

poblacién idéntica ni poseen una misma mediana.
2.2.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula
Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:
- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05)

- Elvalor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado
(y?) critico para una distribucion de ji cuadrada.
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2.2.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Estadisticos de prueba®P

Eficiencia_de_Encapsulacién
H de Kruskal-Wallis 1,175
gl 2
Sig. asintética ,556

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: Lote Fuente: SPSS Statistics

2.2.4. Interpretacion de Resultados

Interpretacion del Valor L
Muestra Estadistico de K ruskall Wallis Interpretacion del Valor p
Eficiencia de 1.175<5.14 Se retiene hipotesis 0.556 >0.05 Se retiene hipotesis
Encapsulacién nula nula

*Segun Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, XZ critico = 5.992 Grados de Libertad :2; Nivel de significancia o =
0.05 (Ver Anexo 18).

2.2.5. Conclusion

Los valores de eficiencia de encapsulacion para los lotes 01, 02 y 03 de MSA Np pertenecen a
una poblacién idéntica y con una misma mediana.

3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

3.1. CMI Candida albicans

3.1.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

3.1.1.1. Hipébtesis
Ho= Los valores CMI de Candida albicans del lote “n” de MSA-NO Np provienen de
una distribucion normal.

H.= Los valores CMI de Candida albicans del lote “n” de MSA-NO Np no provienen
de una distribucion normal.

Donden=1,2,3.
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3.1.1.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula

Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:
- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05)
- El valor del estadistico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (y?)

critico para una distribucion de ji cuadrada.

3.1.1.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Lote Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
CMI_C_albicans | Lote 01 . 3 . . 3
Lote 02 ,385 3 . ,750 3 ,000
Lote 03 . 3 . . 3
a. Correccion de significacion de Lilliefors Fuente: SPSS Statistics

3.1.1.4. Interpretacién de Resultados

Muestra EI:tt;(;iPs :gggﬁgp‘?i\\//\i:?;* Interpretacion del Valor p
CMI C. albicans

Lote 01
CMI C. albicans 0.750 < 7.815 Se retiene

Lote 02 hipotesis nula
CMI C. albicans

Lote 03
*Seglin Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, ¥ critico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia o =
0.05 (Ver Anexo 18).

3.1.1.5. Conclusién

Se rechaza la hipdtesis nula, por lo tanto se asume que la distribucion de los valores CMI de
Candida albicans de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np no es normal.

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al analisis de varianzas
mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal — Wallis para “Kk” muestras
independientes.
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3.1.2.  Prueba No Paramétrica de Andlisis de Varianzas Kruskal-Wallis

3.1.2.1. Hipdtesis

Ho= Los valores CMI de Candida albicans de los lotes de MSA- NO Np provienen de una

poblacidn idéntica con una misma mediana.

H.= Los valores CMI de Candida albicans de los lotes de MSA- NO Np no provienen de

una poblacidn idéntica ni poseen una misma mediana.

3.1.2.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula

Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:

- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05)

- Elvalor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado

(x?) critico para una distribucion de ji cuadrada.

3.1.2.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Estadisticos de prueba®P

CMI_C albicans
H de Kruskal-Wallis 5,600
Gl 2
Sig. Asintética ,061

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Lote Fuente: SPSS Statistics

3.1.2.4. Interpretacion de Resultados Estadisticos

Interpretacion del Valor -
Muestra Estadistico de K ruskall Wallis Interpretacion del Valor p
CMI 5.600<5.992 Se retiene hipotesis 0.061 > 0.05 Se retiene hipotesis
C. albicans nula nula

*Seglin Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, (> critico = 5.992 Grados de Libertad :2; Nivel de significancia o =
0.05 (Ver Anexo 18).
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3.1.2.5. Conclusién

Los valores CMI de Candida albicans de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np provienen de una

poblacidn idéntica y con medianas iguales.

3.2. CMI Candida glabrata

3.2.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

3.2.1.1. Hipdtesis

Ho= Los valores CMI de Candida glabrata del lote “n” de MSA-NO Np provienen de

una distribucién normal.

H.= Los valores CMI de Candida glabrata del lote “n” de MSA-NO Np no provienen

de una distribucién normal.

Donden=1,2,3.

3.2.1.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula

Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:

- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05)

- El valor del estadistico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (y?)

critico para una distribucion de ji cuadrada.

3.2.1.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Lote Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
CMI_C_glabrata Lote 01 ,385 3 , 750 3 ,000
Lote 02 ,385 3 ,750 3 ,000
Lote 03 ,385 3 ,750 3 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: SPSS Statistics
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3.2.1.4. Interpretacion de Resultados

Interpretacion del Valor

Muestra Estadistico Shapiro Wilk*

Interpretacion del Valor p

CMI C. glabrata 0.750 < 7.815 Se retiene

Lote 01 hipotesis nula

CMI C. glabrata 0.750 < 7.815 Se retiene
Lote 02 hipotesis nula

CMI C. glabrata 0.750 < 7.815 Se retiene
Lote 03 hipotesis nula

*Seglin Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, y? critico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia o =
0.05 (Ver Anexo 18).

3.2.1.5. Conclusién

En funcién al resultado del valor p observado (Sig), se rechaza la hipdtesis nula, por lo tanto se
asume que la distribucion de los valores CMI de Candida glabrata de los lotes 01, 02 y 03 de
MSA-NO Np no es normal.

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al andlisis de varianzas
mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal — Wallis para “k” muestras
independientes.

3.2.2.  Prueba No Paramétrica de Analisis de Varianzas Kruskal-Wallis

3.2.2.1. Hipdtesis

Ho= Los valores CMI de Candida glabrata de los lotes de MSA-NO Np provienen de una
poblacion idéntica con una misma mediana.

H.= Los valores CMI de Candida glabrata.de los lotes de MSA-NO Np no provienen de una
poblacién idéntica ni poseen una misma mediana.

3.2.2.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula
Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:

1. El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05)
2. El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado (y?)
critico para una distribucion de ji cuadrada.
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3.2.2.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Estadisticos de prueba®P

CMI_C glabrata
H de Kruskal-Wallis ,800
Gl 2
Sig. Asintética ,670

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: Lote Fuente: SPSS Statistics

3.2.2.4. Interpretacién de Resultados Estadisticos

Interpretacion del Valor L
Muestra Estadistico de K ruskall Wallis Interpretacion del Valor p
CMmI 0.800 <5.992 Se retiene hipatesis 0.670 > 0.05 Se retiene hipotesis
C. glabrata nula nula

*SegUn Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, XZ critico = 5.992 Grados de Libertad :2; Nivel de significancia o =
0.05 (Ver Anexo 18).

3.2.2.5. Conclusion

Los valores CMI de Candida glabrata de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np provienen de

una poblacién idéntica y con medianas iguales.

3.3. CMI Candida parapsilosis

3.3.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

3.3.1.1. Hipbtesis
Ho= Los valores CMI de Candida parapsilosis del lote “n” de MSA-NO Np provienen
de una distribucion normal.

H.= Los valores CMI de Candida parapsilosis del lote “n” de MSA-NO Np no provienen

de una distribuciéon normal.
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Donden=1,2,3.

3.3.1.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula

Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:

1. Elvalor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05)

2. El valor del estadistico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (y?)
critico para una distribucion de ji cuadrada.

3.3.1.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Lote Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
CMI_C_parapsilosis Lote 01 . 3 . . 3
Lote 02 . 3 . . 3
Lote 03 . 3 . . 3

Fuente: SPSS Statistics
3.3.1.4. Interpretacion de Resultados

Interpretacion del Valor
Muestra Estadistico Shapiro Interpretacion del Valor p
Wilk*

CMI C. parapsilosis
Lote 01

CMI C. parapsilosis
Lote 02

CMI C. parapsilosis
Lote 03

*Seglin Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, ¥ critico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia o =
0.05 (Ver Anexo 18).

No se puede interpretar

3.3.1.5. Conclusién

Se asume que la distribucion de los valores CMI de Candida parapsilosis de los lotes 01, 02 y 03
de MSA-NO Np no es normal.

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al analisis de varianzas

mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal — Wallis para “Kk” muestras
independientes.
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3.3.2.  Prueba No Paramétrica de Andlisis de Varianzas Kruskal-Wallis

3.3.2.1. Hipotesis

Ho= Los valores CMI de Candida parapsilosis de los lotes de MSA-NO Np provienen de una

poblacién idéntica con una misma mediana.
H.= Los valores CMI de Candida parapsilosis de los lotes de MSA-NO Np no provienen de

una poblacidn idéntica ni poseen una misma mediana.

3.3.2.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula

Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:
1. El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05)
2. El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado

critico para una distribucion de ji cuadrada
3.3.2.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Estadisticos de prueba®
CMI_C parapsilosis

H de Kruskal-Wallis ,000
gl 2
Sig. asintética 1,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Lote Fuente: SPSS Statistics

3.3.2.4. Interpretacion de Resultados Estadisticos

Interpretacion del Valor -
Muestra Estadistico de K ruskall Wallis Interpretacion del Valor p
CMI 0.000 <5.992 Se retiene hipotesis 1.000 > 0.05 Se retiene hipotesis
C. parapsilosis nula nula

*SegUn Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, (> critico = 5.992 Grados de Libertad :2; Nivel de significancia o =
0.05 (Ver Anexo 18).
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3.3.2.5. Conclusién

Se asume que las CMI de C. parapsilosis de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np provienen de
una poblacién idéntica y con medianas iguales.

3.4. CMI de C.krusei

3.4.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

3.4.1.1. Hipdtesis
Ho= Los valores CMI de Candida krusei del lote “n” de MSA-NO Np provienen de una
distribucién normal.

H.= Los valores CMI de Candida krusei del lote “n” de MSA-NO Np no provienen de
una distribucién normal.

Donden=1,2,3.
3.4.1.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula
Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:
1. Elvalor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05)

2. El valor del estadistico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado ()

critico para una distribucion de ji cuadrada.

3.4.1.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Lote Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
CMI_C_krusei Lote 01 . 3 . . 3
Lote 02 . 3 . . 3
Lote 03 . 3 . . 3
a. Correccion de significacion de Lilliefors Fuente: SPSS Statistics
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3.4.1.4. Interpretacién de Resultados

Interpretacion del Valor
Muestra Estadistico Shapiro Interpretacion del Valor p
Wilk*

CMI C. krusei

Lote 01
CMlio(ié Igrzusel No se puede interpretar
CMI C. krusei

Lote 03

*Seglin Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, y? critico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia o =
0.05 (Ver Anexo 18).

3.4.1.5. Conclusién

Se asume que la distribucién de los valores CMI de Candida krusei de los lotes 01, 02 y 03 de
MSA-NO Np no es normal.

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al analisis de varianzas
mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal — Wallis para “k” muestras
independientes.

3.4.2. Prueba No Paramétrica de Andlisis de Varianzas Kruskal-Wallis

3.4.2.1. Hipdtesis

Ho= Los valores CMI de Candida krusei de los lotes de MSA-NO Np provienen de una
poblacién idéntica con una misma mediana.
H.= Los valores CMI de Candida krusei de los lotes de MSA-NO Np no provienen de una

poblacidn idéntica ni poseen una misma mediana.
3.4.2.2. Criterios de Rechazo de Hipotesis Nula
Se rechazara la Ho cuando se cumplan los siguientes escenarios:
1. El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05)

2. El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado
critico para una distribucion de ji cuadrada.
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3.4.2.3. Tablas de Resultados Estadisticos

Estadisticos de prueba®®

CMI_C_krusei
H de Kruskal-Wallis ,000
gl 2
Sig. asintotica 1,000
a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: Lote Fuente: SPSS Statistics

3.4.2.4. Interpretacion de Resultados Estadisticos

Interpretacion del Valor .
Muestra Estadistico de Kruskall Wallis Interpretacion del Valor p
CMI 0.000 <5.992 Se retiene hipotesis 1.000 > 0.05 Se retiene hipotesis
C. krusei nula nula

*Seglin Tabla de Distribucion Ji Cuadrada, % critico = 5.992 Grados de Libertad :2; Nivel de significancia a =
0.05 (Ver Anexo 19).

3.4.2.5. Conclusién

Se asume que las CMI de C. krusei de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np provienen de una

poblacidn idéntica y con medianas iguales.
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ANEXO 18. TABLA DE DISTRIBUCION JI CUADRADA CON NIVEL DE SIGNIFICANCIA 0.05

by G
Curva de gensidad 2,

Pl
g / \i/ 'f!.rca sornbreada = ¢
» v / 7
Tabla A.7  Valores criticos para la distribucién de fi cuadrada / £
- - —_— W BRSSO
o 0 A

v\\ 095 98 975 95 S0 .10 05 025 01 005

! 0.000 0.000 0.001 0.004 0.016 2,706 3.843 5.025 6.637 7.882
2 0.010 - 0,020 0.051 0.103 0.211 4605 5992 7.378 9.216 10.597
3 0.072 0.115 0,216 0.352 0.584 6.251 7.815 09348 11.344 12.837
4 0.207 0.297 0,484 0.711 1.064 7.779 9.488 11,143 13.277 14.860
5 0.412 0.554 0.831 1.145 1.610 9.236 - 11.070 12.832 15.085 16.748
6 0.676 0.872 . 1237 -1.635 2.204. 10.645 .. -12.592 14.440 16.812 18.548
7 0.989 1,239 1.690 2.167 2.833 12017 14.067 16.012 18474 20.276
8§ 1.344 1.646 2.180 2.733 3.490 13.362 15.507 17.534 20.090 21.954
9 1.735 2.088 2,700 3.325 4.168 14.684 16.813 19.022 21.665 23.587
10 2156 2.558 3.247 3.940 4865 - 15987 18.307 20.483 23.209 25.188
11 2.603 3.053 3.816 4.575 5.578 17275 15.675 21.920 24724 26755
12 3.074 3.571 4.404 5.226 6.304 18.549 21.026 23,337 26217 28.300
13 3.565 4.107 5.009 5.892 T7.041 19.812 22,362 24735 27.687 20.817
14 4.075 4.660 5.629 6.571 77907 21054 23.683 26.119 29.141 31.319
15 | 4600 5229 6262 7261 8.547 [22307) 24.996 27488 30577  32.799
16 5.142 5.812 6.908 7.962 9,312 23.542 26.296 28.845 32.000 34,267
17 5.697 6.407 7.564 8.682 10.085 24.769 27.587 30.190 33408 35716
18 6.265 7.015 8.231 9.390 10.865 © 25989 28.869 31.526 - 34.805 37.156
19 £.843 7.632 8.906 10,117 11.651 27.203 30.143 32.852 36,190  38.580-
20 7.434 8.260 - 9.591- 10,851 12,443 28412 31.410 34.170 37.566 39.997
21 8.053 8.897 10.283 11.591 13,240 -~ 25515 32.670 35478 38930 41.399
22 8.643  © 9.542 10.982 12338 14.042 30.813 33.924 36.781 40,289 42,7796
23 9.260 10.195 - 11,688  "13.090 14.848 32.007 35.172 38.075 41.637 44,179
24 9.886. 10.856 12,461 13.848 i5.659 33,196 - 36.415 39,364 42.980  45.558
25 10,519 11.523 13,120 14.611 16,473 34,381 37.652 40.646 44.313 46.925
26 | IL160 121198  13.844 15379  17.292 35563  38.885  41.923 45642  48.200
27 11.807  12.878 14.573 - 16151 18.114 36.741 40,113 43,194 46.9562 49.642
28 12.461 13.565 15.308 16.928 .':LE.QEQ 37.916 41337 44,451 48.278  50.993
29 13.120 14.256 16,147 17.7708 19,768 39.087 42.557 45772 49.586  52.333
30 |- 't3._.737 14.954 16.791 18.493 20,599 40.256 43773 46979 50.892  53.672
31 14.457 15.655 17.538 19.280 21.433 41,422 44 985 48.231 52.190 55.000
32 15.134 16362 18.2581 20.072 22271 42.585 46,194 49,480 53,486 56.328
33 15,814 ° 17.073 19.046 20.866 23.110 43.745 47.400 50,724 534.774 57.646
34 | 16501 17789 19806  Z1.664 23952 44903 48602  51.066  S6.061  58.964
35 17,191 13.508 20.568 22.465 24.756 46.059 49.802 53.203 57.346  60.272
36 | 17.887 19233 21.336 23269 25643  47.212 50998 54437  58.619  61.581
37 | 18584 19960  22.J05 24075 26492 48363 52192 55667  59.891  62.880
38 | 19280 20691 22878 24884 27343 49513 53384 56896  61.162 6418
30 ] 19994 21425  23.654 25695 28196 ° 50.660 54.572  58.119 62426  63.473
40 20.706 22.164 24433 ‘26,509 29.050 51.805 55.758 50342 63.691 66.766

;e . :

Pava v > 40, ;fiyy uil - —q% + \ E%-')a v= grados de libertad

a = nivel de significancia
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ANEXO 19. TABLA DE DISTRIBUCION DE FISHER CON NIVEL DE SIGNIFICANCIA 0.05

En las columnas se encuentran los valores F que corresponden al area 0.05 a la derecha
En las columnas se encuentran los grados de libertad del numerador

En los renglones se encuentran los grados de libertad del denominador.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

161.4 1995 215.7 224.6 230.2 234.0 236.8 238.9 240.5 241.9

18.51
10.13
7.71
6.61
5.99
5.59
5.32
5.12
4.96
4.84
4.75
4.67
4.60
4.54
4.49
4.45
4.41
4.38
4.35
4.32
4.30
4.28
4.26
4.24
4.23
4.21
4.20
4.18
417
4.08
4.00
3.92

19.00
9.55
6.94
5.79
5.14
4.74
4.46
4.26
4.10
3.98
3.89
3.81
3.74
3.68
3.63
3.59
3.55
3.52
3.49
3.47
3.44
3.42
3.40
3.39
3.37
3.35
3.34
3.33
3.32
3.23
3.15
3.07

19.16
9.28
6.59
5.41
4.76
4.35
4.07
3.86
3.71
3.59
3.49
3.41
3.34
3.29
3.24
3.20
3.16
3.13
3.10
3.07
3.05
3.03
3.01
2.99
2.98
2.96
2.95
2.93
2.92
2.84
2.76
2.68

19.25
9.12
6.39
5.19
4.53
412
3.84
3.63
3.48
3.36
3.26
3.18
3.11
3.06
3.01
2.96
2.93
2.90
2.87
2.84
2.82
2.80
2.78
2.76
2.74
2.73
2.71
2.70
2.69
2.61
2.53
2.45

19.30
9.01
6.26
5.05
4.39
3.97
3.69
3.48
3.33
3.20
3.11
3.03
2.96
2.90
2.85
2.81
277
274
2.71
2.68
2.66
2.64
2.62
2.60
2.59
2.57
2.56
2.55
2.53
2.45
2.37
2.29

19.33
8.94
6.16
4.95
4.28
3.87
3.58
3.37
3.22
3.09
3.00
2.92
2.85
2.79
2.74
2.70
2.66
2.63
2.60
2.57
2.55
2.53
2.51
2.49
2.47
2.46
2.45
243
242
2.34
2.25
218

19.35
8.89
6.09
4.88
4.21
3.79
3.50
3.29
3.14
3.01
2.91
2.83
2.76
2.71
2.66
2.61
2.58
2.54
2.51
2.49
2.46
244
242
2.40
2.39
2.37
2.36
2.35
2.33
2.25
217
2.09

19.37
8.85
6.04
4.82
4.15
3.73
3.44
3.23
3.07
2.95
2.85
277
2.70
2.64
2.59
2.55
2.51
248
2.45
242
2.40
2.37
2.36
2.34
2.32
2.31
2.29
2.28
2.27
2.18
2.10
2.02

19.38
8.81
6.00
4.77
4.10
3.68
3.39
3.18
3.02
2.90
2.80
2.71
2.65
2.59
2.54
2.49
2.46
242
2.39
2.37
2.34
2.32
2.30
2.28
2.27
2.25
2.24
2.22
2.21
212
2.04
1.96

19.40
8.79
5.96
4.74
4.06
3.64
3.35
3.14
2.98
2.85
2.75
2.67
2.60
2.54
2.49
2.45
2.41
2.38
2.35
2.32
2.30
2.27
2.25
2.24
2.22
2.20
219
218
2.16
2.08
1.99
1.91

11
243.0
19.40

8.76
5.94
4.70
4.03
3.60
3.31
3.10
2.94
2.82
2.72
2.63
2.57
2.51
2.46
2.41
2.37
2.34
2.31
2.28
2.26
2.24
2.22
2.20
218
217
215
214
213
2.04
1.95
1.87

12
243.9
19.41

8.74
5.91
4.68
4.00
3.57
3.28
3.07
2.91
2.79
2.69
2.60
2.53
2.48
242
2.38
2.34
2.31
2.28
2.25
2.23
2.20
2.18
2.16
2.15
213
212
2.10
2.09
2.00
1.92
1.83

15
2459
19.43

8.70
5.86
4.62
3.94
3.51
3.22
3.01
2.85
2.72
2.62
2.53
2.46
2.40
2.35
2.31
2.27
2.23
2.20
2.18
215
213
2.1
2.09
2.07
2.06
2.04
2.03
2.01
1.92
1.84
1.75

20
248.0
19.45

8.66
5.80
4.56
3.87
3.44
3.15
2.94
2.77
2.65
2.54
2.46
2.39
2.33
2.28
2.23
219
2.16
212
210
2.07
2.05
2.03
2.01
1.99
1.97
1.96
1.94
1.93
1.84
1.75
1.66

24
2491
19.45

8.64
5.77
4.53
3.84
3.41
3.12
2.90
274
2.61
2.51
242
2.35
2.29
2.24
219
215
2.11
2.08
2.05
2.03
2.01
1.98
1.96
1.95
1.93
1.91
1.90
1.89
1.79
1.70
1.61

30
250.1
19.46

8.62
5.75
4.50
3.81
3.38
3.08
2.86
2.70
2.57
247
2.38
2.31
2.25
219
2.15
2.11
2.07
2.04
2.01
1.98
1.96
1.94
1.92
1.90
1.88
1.87
1.85
1.84
1.74
1.65
1.55

40
2511
19.47

8.59
5.72
4.46
3.77
3.34
3.04
2.83
2.66
2.53
2.43
2.34
2.27
2.20
215
210
2.06
2.03
1.99
1.96
1.94
1.91
1.89
1.87
1.85
1.84
1.82
1.81
1.79
1.69
1.59
1.50

60
252.2
19.48

8.57
5.69
4.43
3.74
3.30
3.01
2.79
2.62
2.49
2.38
2.30
2.22
2.16
2.1
2.06
2.02
1.98
1.95
1.92
1.89
1.86
1.84
1.82
1.80
1.79
1.77
1.75
1.74
1.64
1.53
1.43

120
253.3
19.49

8.55
5.66
4.40
3.70
3.27
297
2.75
2.58
2.45
2.34
2.25
2.18
2.11
2.06
2.01
1.97
1.93
1.90
1.87
1.84
1.81
1.79
1.77
1.75
1.73
1.71
1.70
1.68
1.58
1.47
1.35

© Ing. Jesus Alberto Mellado Bosque
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Distribucion F  0.01

En las columnas se encuentran los valores F que corresponden al area 0.05 a la derecha
En las columnas se encuentran los grados de libertad del numerador
En los renglones se encuentran los grados de libertad del denominador.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15 20 24 30 40 60 120
4052 4999 5403 5625 5764 5859 5928 5981 6022 6056 6083 6106 6157 6209 6235 6261 6287 6313 6339
98.50 99.00 99.17 99.25 99.30 99.33 99.36 99.37 99.39 99.40 99.41 99.42 99.43 99.45 99.46 99.47 99.47 99.48 99.49
34.12 30.82 29.46 28.71 28.24 27.91 27.67 27.49 27.35 27.23 27.13 27.05 26.87 26.69 26.60 26.50 26.41 26.32 26.22
21.20 18.00 16.69 15.98 15.52 15.21 14.98 14.80 14.66 14.55 14.45 14.37 14.20 14.02 13.93 13.84 13.75 13.65 13.56
16.26 13.27 12.06 11.39 10.97 10.67 10.46 10.29 10.16 10.05 9.96 9.89 9.72 955 947 938 929 920 9.1
13.75 1092 9.78 915 875 847 826 810 798 787 779 772 756 740 731 723 714 7.06 6.97
1225 955 845 785 746 7.19 6.99 6.84 6.72 662 654 647 6.31 6.16 6.07 599 591 582 574
1126 865 759 701 663 6.37 6.18 6.03 591 581 573 567 552 536 528 520 512 503 495
10.56 8.02 6.99 642 6.06 580 561 547 535 526 518 511 496 481 473 465 457 448 440
10.04 756 655 599 564 539 520 506 494 485 477 471 456 441 433 425 417 4.08 4.00
11 965 7.21 6.22 567 532 507 489 474 463 454 446 440 425 410 4.02 394 386 3.78 3.69
12 933 6.93 595 541 506 4.82 464 450 439 430 422 416 401 386 3.78 3.70 362 354 345
13 9.07 6.70 574 521 486 4.62 444 430 419 410 4.02 396 382 366 359 351 343 334 325
14 8.86 6.51 556 504 469 446 428 414 403 394 386 380 366 351 343 335 327 318 3.09
15 8.68 6.36 542 489 456 432 414 400 389 380 3.73 367 352 337 329 321 313 3.05 296
16 853 6.23 529 477 444 420 403 389 378 369 362 355 341 326 3.18 3.10 3.02 293 284
17 840 6.11 518 467 434 410 393 379 368 359 352 346 331 3.16 3.08 3.00 292 283 275
18 8.29 6.01 509 458 425 4.01 384 371 360 351 343 337 323 3.08 3.00 292 284 275 266
19 8.18 593 501 450 417 394 377 363 352 343 336 330 315 3.00 292 284 276 267 258
20 810 585 494 443 410 387 3.70 356 346 337 329 323 3.09 294 286 278 269 261 252
21 802 578 487 437 404 381 364 351 340 331 324 317 3.03 288 280 272 264 255 246
22 795 572 482 431 399 376 359 345 335 326 318 312 298 283 275 267 258 250 240
23 788 566 476 426 394 371 354 341 330 321 314 3.07 293 278 270 262 254 245 235
24 782 561 472 422 390 367 350 336 326 317 3.09 3.03 289 274 266 258 249 240 2.31
25 777 557 468 418 385 363 346 332 322 313 3.06 299 285 270 262 254 245 236 227
26 772 553 464 414 382 359 342 329 318 3.09 3.02 29 281 266 258 250 242 233 223
27 768 549 460 4.11 378 356 339 326 3.15 3.06 299 293 278 263 255 247 238 229 220
28 764 545 457 4.07 375 353 336 323 312 303 296 290 275 260 252 244 235 226 217
29 760 542 454 404 373 350 333 320 3.09 300 293 287 273 257 249 241 233 223 214
30 756 539 451 4.02 370 347 330 3.17 3.07 298 291 284 270 255 247 239 230 221 21
40 7.31 518 431 383 351 329 312 299 289 280 273 266 252 237 229 220 211 202 1.92
60 7.08 498 413 365 334 312 295 282 272 263 256 250 235 220 212 203 194 184 1.73
120 685 479 395 348 3.17 296 279 266 256 247 240 234 219 203 195 18 176 166 1.53

Para calcular el valor F en excel, se utiliza la funcion de la distribucion F inversa

=distr.f.inv(0.01; gl num; gl den) © Ing. Jesus Alberto Mellado Bosque
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