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Sintesis de nanoparticulas de PLGA con verde de
indocianina para terapia fotodinamica antimicrobiana

Resumen

En los ultimos anos esté teniendo lugar un rapido aumento en el niimero de especies
bacterianas resistentes a antibioticos debido al uso inapropiado de antibioticos para el
tratamiento de enfermedades infecciosas. Por ello, cada vez hay més infecciones que
son dificiles de tratar. Para superar este problema, la comunidad cientifica esta experi-
mentando un cambio hacia el tratamiento de las enfermedades infecciosas con terapias
antimicrobianas alternativas. Este trabajo se centra en el tratamiento de infecciones
topicas in vitro causadas por la bacteria gram-positiva Staphylococcus Aureus con una
terapia antimicrobiana denominada terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT).

La aPDT se basa en la aplicacion de un compuesto no toéxico llamado fotosensi-
bilizador (PS). En nuestros experimentos se utilizo6 verde de indocianina (ICG) como
PS. El ICG puede ser activado por la luz laser en el infrarrojo cercano (NIR) para
generar especies reactivas de oxigeno (ROS) en presencia del oxigeno del tejido. Estas
ROS tienen un efecto citotoxico necesario para inactivar a los microorganismos. Sin
embargo, el ICG tiene algunas limitaciones como la degradacion en disolucién acuosa,
acelerada por la luz y la temperatura. El objetivo de este estudio es la encapsulacion
de ICG en nanoparticulas (NPs) de poli(D,L-lactico-co-glicolico) (PLGA) para superar
estas limitaciones y evaluar su efecto antimicrobiano.

Con nuestros experimentos se demostré que la aPDT utilizando NPs de PLGA-ICG
es una buena alternativa para el tratamiento de infecciones tépicas ya que muestra un
alto efecto antimicrobiano por la generacion de ROS. Se han comparado dos métodos de
sintesis de NPs de PLGA-ICG: emulsién con evaporacion del disolvente en discontinuo
mediante el uso de ultrasonidos y emulsion con evaporacion del disolvente en continuo
mediante el micromezclado de fases por tecnologia microfluidica.

La preparacion de este vector ha exigido establecer numerosos protocolos y pro-
cedimientos de encapsulacion, determinacion analitica y caracterizaciéon morfologica y
estructural. También se ha hecho frente a problemas de estabilidad en los diferentes
medios acuosos en los que se ha dispersado el vector para su aplicacion en aPDT. La
emulsion doble en discontinuo ha resultado ser la técnica de sintesis més adecuada, con
una carga de ICG de 0.85 4 0.05 %. Con esta técnica de sintesis se obtuvieron NPs
de PLGA-ICG con un diametro hidrodinamico de 170.0 + 47.00 nm. Los estudios de
estabilidad y liberacién demostraron, respectivamente, que la encapsulacion de ICG
en NPs de PLGA protege al ICG de la degradacion y que estas NPs liberan durante
las primeras 24 horas un 7.71 + 3.23 % de ICG en PBS, medio salino en el que se
realizan los estudios para simiular condiciones fisiologicas. Se evalud la actividad fo-
totérmica y se demostrd que el efecto de estas NPs era puramente fotodinamico. Es
decir, el PS utilizado inactiva a los microorganismos cuando es irradiado debido a las
ROS generadas (actividad fotodinamica) y no debido al aumento de temperatura (ac-
tividad fototérmica). El mayor efecto antimicrobiano se produjo con una incubacion
de 24 horas antes de la irradiacion, obteniendo hasta una reduccion de CFUs/mL de
99.953 %.
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Synthesis of PLGA nanoparticles with indocyanine
green for antimicrobial photodynamic therapy

Abstract

In recent years there has been a rapid increase in the number of antibiotic-resistant
bacterial species due to the inappropriate use of antibiotics for the treatment of in-
fectious diseases. This has led to an increasing number of infections becoming more
difficult to treat. To overcome this problem, the scientific community is experiencing
a shift towards treating infectious diseases with alternative antimicrobial therapies.
Given this context, this work focuses on treating topical infections in vitro caused by
the gram-positive bacteria Staphylococcus Aureus with an antimicrobial therapy named
antimicrobial photodynamic therapy (aPDT).

aPDT is based on the application of a non-toxic compound called photosensitizer
(PS). We use in our experiments indocyanine green (ICG) as our PS. ICG can be
activated by laser light in the near infrared (NIR) to generate reactive oxygen species
(ROS) in the presence of tissue oxygen. These ROS have a cytotoxic effect needed to
inactivate the microorganisms. However, ICG has some limitations such as degradation
in aqueous solution, accelerated by light and temperature. The aim of this study is
the encapsulation of ICG in poly(D,L-lactic-co-glycolic) (PLGA) nanoparticles (NPs)
to overcome these limitations and evaluate its antimicrobial effect.

We prove with our experiments that aPDT using PLGA-ICG NPs is a good alter-
native for the treatment of topical infections as it shows a high antimicrobial effect
due to the generation of ROS. Two synthesis methods for PLGA-ICG NPs have been
compared: batch emulsion with solvent evaporation using ultrasound and continuous
emulsion with solvent evaporation using microfluidic technology.

The preparation of this vector has required the establishment of numerous pro-
tocols and procedures for encapsulation, analytical determination and morphological
and structural characterization. We have faced problems of stability in the different
aqueous media in which the vector has been dispersed for application in aPDT. Batch
double emulsion has proved to be the most suitable synthesis technique with an ICG
loading of 0.85 4 0.05 %. We obtained PLGA-ICG NPs with a hydrodynamic diameter
of 170.0 £ 47.0 nm with this synthesis technique. The stability and releasing stud-
ies proved respectively that encapsulation of ICG in PLGA NPs protects ICG from
degradation and that these NPs release during the first 24 hours 7.71 + 3.23 % ICG in
PBS, the saline medium in which the studies are carried out to simulate physiological
conditions. The photothermal activity was evaluated and the effect of these NPs was
shown to be purely photodynamic. In other words, the PS inactivates microorganisms
when it is irradiated due to the ROS generated (photodynamic activity) instead of to
the temperature increase (photothermal activity). The greatest antimicrobial effect
occurred with a 24-hour incubation prior to irradiation with a reduction of CFUs/mL
upon 99.953 %.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Contexto

El descubrimiento de los antibiéticos fue una de las principales revoluciones para la
salud publica a lo largo del siglo XX [1]. Sin embargo, el rapido aumento del nimero
de especies bacterianas multirresistentes a antibioticos puede estar poniendo fin a un
periodo que se ha extendido durante los tltimos 50 anos, llamado "la era de los an-
tibioticos"|2]. El uso inapropiado de antibidticos para el tratamiento de enfermedades
infecciosas ha contribuido a un excesivo consumo de los mismos en la tltima mitad del
siglo XX y a la aparicion de bacterias resistentes a los mismos [3|. Por tanto, cada vez
es mayor el numero de infecciones cuyo tratamiento se vuelve més dificil debido a la
pérdida de eficacia de los antibioticos [4]. Algunos estudios estiman que el namero de
muertes anuales debido a la resistencia a antibidticos se incrementara alarmantemente
hasta alcanzar 10 millones en el ano 2050 comparado con el nimero de muertes al
ano que se producen actualmente (700000 aproximadamente) [5, 6]. Complementaria-
mente, la resistencia a antibidticos prolonga las estancias hospitalarias, los costes del
tratamiento y, ademéas, aumenta la mortalidad y morbilidad [2].

Desde el punto de vista de la dermatologia, la piel es una de las primeras lineas de
defensa contra la invasion microbiana |7]. Las fisuras de la piel (como traumatismo, in-
cisién quirtdrgica, quemaduras, etc) permiten la penetracion de patogenos bacterianos,
que pueden dar lugar a infecciones en la piel y en los tejidos blandos [8]. Las infecciones
bacterianas topicas representan algunas de las enfermedades infecciosas méas comunes
en todo el mundo. El patogeno Staphylococcus aureus es una bacteria gram-positiva
que forma parte de la flora normal de la piel y del tracto respiratorio humano. Tiene un
gran potencial para causar una amplia gama de infecciones clinicas (infecciones topicas
especialmente) |9]. Historicamente, S. aureus ha sido uno de los patégenos responsables
de una gran parte de las infecciones nosocomiales en pacientes hospitalizados vulnera-
bles [10, 1]. Sin embargo, con el aumento de la resistencia a antibiticos, este patogeno
se esta convirtiendo en una grave amenaza para la salud mundial.

Hoy en dia, el tratamiento de las infecciones cutaneas se realiza mediante la aplica-
cion de un agente antimicrobiano topico, que puede ser un antibiotico (como mupirocina
o 4cido fusidico) o antiséptico (clorhexidina o alcohol) [7]. El uso de antibidticos topicos
ofrece ventajas como su aplicacion directa en el lugar de acciéon requerido, lo que redu-
ce la toxicidad sistémica. Sin embargo, como ya se ha comentado, su uso generalizado
provoca el aumento de resistencia bacteriana, limitando asi su eficacia. Por otra parte,
los antisépticos topicos desempenian un papel fundamental en la prevencion de infec-



ciones nosocomiales y son componentes clave en la limpieza y control de infecciones en
hospitales [10]. Una ventaja del uso de los agentes antisépticos es su menor resistencia
bacteriana en comparacion con el uso de antibidticos ya que los antibioticos tienen
normalmente un tnico mecanismo de accién y los antisépticos varios. Esto hace que las
probabilidades de que las bacterias desarrollen mutaciones que fomenten la resistencia
a multiples acciones antimicrobianas sean menores. Sin embargo, el uso rutinario de
los agentes antisépticos estd menos regulado, lo que hace que la preocupacion sobre el
desarrollo de la resistencia a estos sea mayor [7].

Por todo lo indicado, el aumento del niimero de bacterias multirresistentes a anti-
bidticos esta dando lugar a un gran esfuerzo de investigacion para descubrir terapias
antimicrobianas alternativas, entre las cuales se encuentra la terapia fotodinamica an-
timicrobiana (aPDT) [11].

1.2 Terapia fotodinAmica antimicrobiana

La aPDT se ha desarrollado debido a la necesidad urgente de tratar infecciones causadas
por bacterias resistentes a antibioticos [9]. Se basa en la aplicacion de un compuesto no
toxico, llamado fotosensibilizador (PS), que puede ser activado por la luz a una longitud
de onda determinada para generar, en presencia de oxigeno del tejido, especies reactivas
de oxigeno (ROS), las cuales son nocivas para las células bacterianas [4].

El concepto de terapia fotodinamica (PDT) data de 1900, siendo sus primeros es-
fuerzos dirigidos hacia terapias contra el cancer mientras que se introdujo por primera
vez en 1960 como terapia antibacteriana. Los progresos realizados en aPDT se parali-
zaron debido al descubrimiento de los antibitticos y sus propiedades bactericidas. En
los ultimos anos ha aumentado el interés hacia esta terapia antimicrobiana debido al
rapido aumento de la resistencia a los antibioticos [12]. Este enfoque prometedor se
ha propuesto como terapia para el tratamiento de una gran variedad de infecciones
de heridas localizadas, especialmente en partes del cuerpo de facil acceso, donde la
propagacion de la luz no es un inconveniente [6]. La aPDT ha sido investigada in vitro
desde 1990 y ha demostrado ser eficaz, tanto in vitro como in vivo, contra bacterias
patogenas [13].

Esta terapia presenta numerosas ventajas para el tratamiento de infecciones bac-
terianas en comparacioén con las terapias convencionales:

1. Capacidad de eliminar microorganismos con una rapida inactivacion de estos [3].
2. Es una terapia no invasiva [14].

3. Efectos secundarios limitados ya que el PS se aplica localmente en el lugar de la
infeccion [4, 11].

4. No se ha reportado ningiin caso en el que se haya desarrollado resistencia a esta
terapia. Esto se explica por que la aPDT afecta a miltiples funciones celulares
(como la interaccion con el ADN o integridad de la membrana) mientras que los
antibioticos suelen afectar a una tunica funcion celular [6, 11, 4].

5. Efectiva para tratar tanto bacterias gram-positivas (S. aureus) como bacterias
gram-negativas (E. Coli) [15].



En cuanto a este ultimo punto, se ha demostrado que la aPDT es més efectiva en
eliminar bacterias gram-positivas que bacterias gram-negativas ya que estas ultimas
son mas resistentes a varios PSs cominmente utilizados en aPDT. Esto es debido a las
diferencias estructurales que presentan en la membrana citoplasmaética. Las bacterias
gram-positivas presentan una membrana citoplasmatica rodeada por una capa porosa
de peptidoglicano (Figura 1.1), lo que permite al PS aniénico o neutro unirse eficaz-
mente a estas bacterias para su posterior fotoinactivacion [3, 2|. Por el contrario, las
bacterias gram-negativas presentan una compleja membrana externa con bicapas lipi-
dicas que sirven de barrera fisica entre la célula y su entorno, lo que dificulta la entrada
del PS al citoplasma de la bacteria [16]. Sin embargo, este tipo de bacterias presentan
cargas superficiales negativas, por lo que son capaces de atraer PSs cationicos, lo cual
facilita el proceso de difusion, mejorando la accion fotodinamica [17].
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Figura 1.1: Mecanismo de la fotoinactivaciéon de las bacterias gram-positivas y gram-
negativas basadas en la nanotecnologia [15].

A continuacion se describen los tres componentes principales que intervienen en la
aPDT:

1.2.1 Fotosensibilizadores quimicos

Las moléculas fotosensibilizadoras son compuestos quimicos que, bajo la aplicacion de
una fuente de luz, generan ROS [14]. Es importante que el PS utilizado en aPDT
cumpla algunos requisitos como los que se nombran a continuacion:

1. Baja toxicidad [12].
2. Capacidad de localizarse preferentemente en la infeccion a tratar [14].

3. Que haya un corto tiempo entre la administracion del PS y la acumulacion en las
bacterias objetivo [12].

4. Que no se acumule en tejidos sanos. Si no es asi, que la eliminacion de los tejidos
sanos sea relativamente rapida para minimizar efectos secundarios [12].
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5. Que se active gracias a la exposicion a una fuente de luz a una longitud de onda
determinada, la cual permita una suficiente penetracion de la luz en el tejido [14].

6. Que tenga un alto rendimiento cuéntico que conduzca a una buena producciéon
de ROS tras el proceso de irradiacion [12, 18].

Se han probado muchos PSs para esta terapia tanto in vitro como in vivo [2]. En
la Tabla 1.1 se recogen los PSs utilizados més frecuentemente en aPDT.

PS Descripcion Ref.

Banda de absorcion en la region 600-700 nm (luz visible).

PS sintético, hidrofilico, catidnico, baja toxicidad. 1]
Azul de metileno Eﬁcgz con'tr'a 'bacterlas gram—posmlvas'y gram-negativas. 2]

Utilizado inicialmente contra la malaria. 3]

Tratamiento contra el cancer, marcador de tejidos en

cirugia.

Banda de absorcion en la region 600-700 nm (luz visible). [11]
Azul de Toluidina PS sintético, hidrofilico, cationico, baja toxicidad. 3]

Eficaz contra bacterias gram-positivas y gram-negativas. [18]

Banda de absorcion en la region 700-950 nm (rango del NIR).

PS anfifilico, aniénico, baja toxicidad.

Eficaz contra bacterias gram-positivas. [19]
Verde de indocianina Diagnoéstico por imagen como agente de contraste para 120]

reconocimiento de tumores.

Evaluacion de la funcién hepatica, cardiaca y

oftalmoldgica.

Banda de absorcion en el rango 300-500 nm (luz visible). 3]
Curcumina PS natural, de bajo coste, solubilidad en agua limitada. 120]

Uso topico para tratar heridas superficiales.

Banda de absorcion en el rango 480-550 nm (luz visible).

PS hidrofilico, ani6nico. [11]
Rosa de bengala Maés utilizado contra las bacterias gram-positivas. 3]

Usado en oftalmologia para el diagnostico de [18]

enfermedades.

Tabla 1.1: Principales caracteristicas de los PSs més utilizados en aPDT.

Hasta la fecha, tnicamente el azul de metileno, azul de toluidina y verde de in-
docianina han sido aprobados para su uso clinico [9]. En este trabajo se va a utilizar
verde de indocianina (ICG) como PS, que presenta una fuerte absorciéon en el rango
del NIR (700-800 nm). Este compuesto esta aprobado por la U.S. Food and Drug Ad-
ministration (FDA) para ser utilizado en la clinica [16]. La mayoria de aplicaciones del
ICG estan basadas en su propiedad de fluorescencia [21]|. El ICG se empleo original-
mente como herramienta de diagnostico médico en el campo de evaluacion del esfuerzo
cardiaco y para monitorizar la funcién hepéatica [22, 23|. La investigacion de las pro-
piedades fluorescentes del ICG en 1970 amplié su uso en otros campos quirargicos,
como en oftalmologia, urologia y cirugia general para la evaluacién de la perfusion del
tejido. Ademas, es utilizado para tratamiento de tumores, como carcinoma de colon o
hepatocelular [19].

Entre las ventajas del ICG se encuentran las siguientes:
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1. Baja toxicidad [22].
2. Bajo coste en comparacion con otros PSs [14].

3. Fuerte absorcion en el rango del NIR [20]. Como la mayoria de moléculas presentes
en el organismo no absorben ni emiten luz en el rango del NIR las senales emitidas
por el ICG estan libres de interferencias [22|. Ademas, al absorber fuertemente
en el rango del NIR, la profundidad de penetracion de la luz en tejidos biologicos
es mayor en comparacion con otros PSs, que absorben a longitudes de onda en
el rango de la luz visible [21].

Sin embargo, el ICG presenta ciertas limitaciones que se nombran a continuacion:

1. En solucion acuosa, el ICG presenta agregacion a mayores concentraciones (estu-
dios han demostrado que a una concentracion a partir de 0.5 pg/mL se produce
agregacion del ICG en solucion acuosa) [23]. Esta agregacion dependiente de la
concentracion es debido a la dimerizacion que sufre el ICG a mayores concentra-
ciones [22, 14| siendo debido a las fuerzas de Van der Waals que se producen entre
las moléculas [23]. Debido al proceso de agregacion, el ICG sufre un proceso de
desactivacion de fluorescencia (en inglés quenching), que lleva a una disminucion
en la senal de fluorescencia que se produce por el solapamiento del espectro de
absorcion y emision de fluorescencia [21, 23|.

2. En solucion acuosa, el ICG sufre una degradacion 6ptica que es acelerada por la
exposicion a la luz y a altas temperaturas [20, 21]. Esta degradacion resulta en
una decoloraciéon y en la disminucion de la absorbancia y fluorescencia [24].

3. Fotoblanqueo, es decir, la destruccion fotoquimica del ICG como consecuencia
de la irradiacion [14]. Esta propiedad se creia indeseable pero algunos estudios
sugieren que este fenémeno puede hacer que la dosimetria de la luz utilizada sea
menos critica [12].

4. Bajo rendimiento cuantico para la generacion de ROS tras la irradiacion [9].
Estudios han demostrado que la adiciéon de dtomos pesados en la estructura del
ICG puede aumentar la produccién de ROS pero, en cambio, podria reducir la
emision de fluorescencia [25].

Para la PDT antitumoral, el ICG es inyectado por via intravenosa y se transporta en
sangre para acumularse en el tumor. En este caso, el 98 % del ICG se une a las proteinas
del suero mientras que el ICG no unido es eliminado rapidamente del sistema vascular a
través del higado [19]. Sin embargo, para la aPDT se lleva a cabo la administracion local
del PS en la zona infectada mediante aplicaciéon toépica, administracion de aerosoles,
inyeccion intersticial o instilacion dependiendo de la localizacion de la infeccion [2].

La estructura quimica del ICG se muestra en la Figura 1.2. E1 ICG posee dos partes
policiclicas, que contribuyen a una alta lipofilia (marcado en rojo con linea punteada
en la figura), y un grupo sulfato conectado a cada anillo policiclico, que contribuye a
sus propiedades hidrofilicas (marcado en azul con linea continua en la figura) [26]. Esta
propiedad anfifilica le permite al ICG una mayor solubilidad en fluidos fisiol6gicos y
una mayor biodisponibilidad [14].



Figura 1.2: Estructura quimica del ICG [24].

1.2.2 Fuente de luz

En aPDT se utiliza luz laser de baja potencia que produce energia en el rango del
ultravioleta (200-400 nm), del visible (400-700 nm) o en el rango del NIR (700-1200 nm)
para activar al PS [3, 17|. Actualmente, las fuentes de luz utilizadas en aPDT son los
laseres de Helio-Neon (633 nm), laseres de diodo de arseniuro de galio-aluminio (655 nm
y 830 nm) y laseres de argon (488 nm y 514 nm) [17|. Otra alternativa como fuente
de luz son los LEDs, capaces de producir alta intensidad de banda de amplio espectro.
El laser tiene ventajas frente a los LEDs, como la mayor penetracion de la luz en el
tejido y mayor coherencia en el haz de luz. En cambio, los LEDs tienen un bajo coste
y gran versatilidad, ademés de la capacidad de irradiar grandes areas [3, 17]. En este
caso se utilizard un laser diodo de 808 nm. La region laser utilizada se encuentra en
el rango del NIR, lo cual es una ventaja ya que permite una mayor profundidad de
penetracion de la luz en los tejidos biolégicos. Por lo que con este tipo de terapia seria
posible tratar infecciones méas profundas [27].

1.2.3 Oxigeno molecular

El oxigeno molecular presente en el tejido es necesario para producir ROS. A conti-
nuacion se muestra el mecanismo de la generacion de ROS mediante la aPDT (ver
Figura 1.3) [6]. Tras la irradiacion de luz, el PS absorbe el foton pasando de un estado
singlete fundamental (Sy) a un estado singlete excitado (S,). Como este estado excitado
es inestable, el PS puede perder esa energia ya sea emitiendo fluorescencia (F) o calor
(H) de vuelta al estado fundamental. Otra opcion es que el PS vaya del estado singlete
excitado a otro estado triplete excitado (T;) mas estable (conocido como cruce inter-
sistema o ISC). Una vez en este estado triplete, el PS puede volver al estado singlete
fundamental o bien emitiendo fosforescencia (P) o generando ROS [11]. La aPDT se
centra en este tltimo caso. Existen dos tipos de mecanismos por los que se generan

ROS:

e Tipo I: transferencia de electrones del PS excitado al oxigeno molecular presente
en el ambiente generando ROS como radicales superéxido (O,™), radicales hidro-
xilo (HO™) y peréxido de hidrégeno (H;O), responsables del efecto citotoxico

e Tipo II: transferencia directa de energia del PS excitado a un oxigeno molecular
del estado fundamental formando un oxigeno singlete (1O)
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Se cree que ambas reacciones participan en la aPDT pero normalmente una de
ellas es predominante, lo cual depende de cada PS [28]. Tras un ciclo de generacion de
ROS, el PS esté de nuevo en el estado singlete fundamental y puede llegar a absorber
otro foton generando mas ROS. Se ha demostrado que un PS puede generar miles de
moléculas de 'O, antes de ser destruido por fotoblanqueo [9]. El sitio de accion del PS
depende de la localizacién del mismo y de la longitud de difusiéon de las ROS generadas.
Debido al corto tiempo de vida de las ROS generadas, su longitud de difusion sera corta,
por lo que el dano oxidativo tendra lugar en las cercanias del PS [6, 12].

Se ha determinado que las bacterias son capaces de adaptarse a las ROS generadas
de tipo I pero, en cambio, no presentan mecanismos de defensa contra el 1O,, por lo que
éste podria ser el principal responsable de la inactivacion de los microorganismos [6].

excited singlet state oxygen radicals
02+, H202, HO-

typel

50, charge transfer
: : ipl 30,

- Uiptette 2 |energy transfer
] B

' typell

___:_v_
Sy V——=———= 10,

ground singlet state PS m0|eCUIe singlet oxygen

Sn

oxidative burst

A
LY

visible / near-IR light

Figura 1.3: Diagrama de Jablonky: mecanismos de la generacion de ROS en aPDT [11].

Cabe destacar que la inactivacion de los microorganismos depende de ciertos fac-
tores como la concentracion del ICG, la dosis de luz, el tiempo de irradiacion, tiempo
de incubacién antes de irradiar, etc [29].

1.3 ;Por qué el uso de nanoparticulas?

Para superar las limitaciones que presenta el ICG, se han propuesto diferentes alterna-
tivas basadas en la nanotecnologia [14]. Se ha demostrado que la encapsulacion del ICG
en diversos polimeros biodegradables ofrece enormes ventajas a las moléculas de ICG,
como la mejora de su vida media, una mayor estabilidad, mayor biodisponibilidad, bio-
compatibilidad, biodegradabilidad, reduccion de la rapida degradacion que sufre el ICG
libre y la prevencion de la agregacion no deseada, entre otras [20, 14]. Sin embargo, la
naturaleza anfifilica del ICG es uno de los principales obstaculos en la formulacion de
NPs de PLGA conteniéndolo [30]. La ventaja de encapsularlo en NPs frente a micropar-
ticulas radica en la elevada relacion superficie-volumen de las primeras, que permitiria
recubrir una mayor superficie y una liberacion mas rapida [26].

Se han utilizado varios polimeros para encapsular ICG, como el acido poli(D,L-
lactico-co-glicolico) (PLGA), el poli(etilenglicol) (PEG), policaprolactona (PCL) y el
acido polilactico (PLA) [31]. En este caso se ha utilizado el PLGA, uno de los polime-
ros preferidos para aplicaciones biomédicas debido a sus atractivas propiedades como la
biodegradabilidad, biocompatibilidad e hidrofobicidad [32]|. El PLGA ha sido aprobado
por la FDA como material de fabricacién de muchos dispositivos médicos y se ha uti-
lizado en humanos durante muchos afos como material de sutura biodegradable [33].
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Una de las ventajas de la utilizacién de este polimero es que existen formulaciones y
métodos de sintesis bien descritos y adaptados a la encapsulacion de diversos tipos de
farmacos y PSs tanto hidrofilicos como hidréfobos. El PLGA se degrada gradualmente
por hidroélisis en condiciones fisioldgicas normales dando lugar a dos productos biocom-
patibles: acido lactico y acido glicolico. Este hecho hace que el polimero produzca una
liberacion del farmaco sostenida en el tiempo que depende del ratio lactico/glicolico y
del peso molecular del copolimero [31, 14].

También se han utilizado NPs inorganicas para encapsular el ICG, como nanorods
de oro o silice mesoporosa, o NPs basadas en carbono como el 6xido de grafeno o
liposomas. Sin embargo, estos sistemas presentan bajas tasas de biodegradacion y un
riesgo de bioseguridad en el campo biomédico, lo que limita su aplicacion en este campo.

[14].

1.4 Metodologia

Se han utilizado varios procesos de encapsulacion para proteger moléculas activas. Al-
gunas de las técnicas de sintesis de NPs de PLGA mas utilizadas son emulsion simple
y doble con evaporacion del disolvente, nanoprecipitacion, salting out, electrospinning
en reactores convencionales discontinuos (por lotes) o bien llevando a cabo dichas reac-
ciones en reactores continuos como los reactores microfluidicos [34]. La seleccion de un
método que proporcione una encapsulaciéon adecuada depende de las propiedades fisico-
quimicas del farmaco a encapsular, como su hidrofilia o hidrofobia, de los surfactantes
usados, los disolventes, la concentracion, etc |30, 35].

Para la obtencion de NPs de PLGA-ICG se han llevado a cabo dos métodos de
sintesis: sintesis en discontinuo (emulsion simple y doble con evaporacion del disolvente
mediante un transductor de ultrasonidos) y sintesis en continuo (emulsion simple y
doble con evaporacion del disolvente mediante el micromezclado de fases por tecnologia
microfluidica).

Debido a la naturaleza anfifilica del ICG es posible encapsular este PS tanto por
emulsion simple (Oil in Water, O/W) como por emulsion doble ( Water in Oil in Water,
W/O/W). El proceso de emulsion con evaporacion del disolvente mediante el uso de
ultrasonidos se basa en la presencia de dos fases inmiscibles (agua y acetato de etilo) que
se mezclan debido a la energia proporcionada por una sonda piezoeléctrica que genera
ultrasonidos. Esta sonda piezoeléctrica facilita la formaciéon de micelas que alojan en
su interior al polimero disuelto en el disolvente orgénico. Posteriormente, se produce
la evaporacion por agitacion del disolvente organico y la posterior precipitacion del
polimero encapsulando ICG, al no ser el polimero soluble en la fase acuosa [33]|. La
diferencia entre ambos procesos de emulsion esta en la fase en la que se disuelve el
PS. La emulsion O/W, cuya fase interna es organica, es adecuada para encapsular
moléculas hidrofobas mientras que la emulsion W/O /W, cuya fase interna es acuosa,
tiene la capacidad de encapsular farmacos tanto hidrofobos como hidrofilicos, lo que
le da una gran ventaja frente a la emulsion O/W [31]. En la emulsion O/W el ICG
se encapsula en la parte més interna de la particula, en la fase orgénica, al igual que
el PLGA mientras que en la emulsion W/O/W el ICG se encapsula en la fase acuosa
més interna de la particula. Ambas técnicas necesitan la presencia de un surfactante
para conseguir una estabilidad de la emulsiéon a largo plazo y, de esta forma, favorecer
el control del tamano de las micelas formadas, que posteriormente se relaciona con
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el tamano final de las NPs generadas. Estas moléculas de surfactante migran a la
interfaz liquido-liquido impidiendo la unién de las micelas. El proceso de emulsion
con evaporacion del disolvente es una de las técnicas de producciéon de NPs con el
mayor control de tamano que se puede alcanzar y es capaz de producir eficazmente
particulas de escala nanométrica. Sin embargo, estas técnicas no son adecuadas para
la produccién a gran escala ya que, si se tratan volimenes grandes de disolventes
organicos, la sonda de ultrasonidos no genera ondas ultrasonicas de forma homogénea
en toda la disolucion, lo que da lugar a una polidispersidad de las NPs [36]. Ademas,
existe un riesgo de contaminacion de la muestra al someterla a la sonda de ultrasonidos
ya que ésta puede emitir iones metalicos o particulas, consecuencia de los fenémenos
de cavitacion producidos en la superficie de la sonda [32]. En la Figura 1.4 se muestra
un esquema representativo del proceso de sintesis por emulsion con evaporacion del
disolvente en discontinuo.

1st sonication (W,/0) 2nd sonication (W,/O/W,)

Organic phase, 0 +aqueous phase,
W) (surfactant) ‘
B — — — Solvent evaporation
Aqueous phase, Aqueous phase,
Wy Wy

Sonication (O/W,)

Organic phase, 0 E
— _9 Solvent evaporation
Aqueous phase,
Wy

Figura 1.4: Imagenes representativas del proceso de emulsion-evaporacion del disol-
vente O/W (abajo en la figura) y W/O/W (arriba en la figura). Imégenes modificadas
de [37].

Para superar estas limitaciones se ha llevado a cabo una técnica de emulsién con
evaporacion del disolvente simple y doble mediante el micromezclado de fases por tec-
nologia microfluidica (O/W-MF y W/O/W-MF respectivamente). Esta técnica permite
dispersar dos fases inmiscibles al mismo nivel de mezclado que las ondas ultrasonicas.
La elevada tension de cizallamiento que se crea en los microcanales permite deformar y
romper las micelas grandes en otras més pequenas. Las pequenas dimensiones que pre-
sentan los canales microfluidicos conducen a una relaciéon superficie-volumen elevada,
por lo que este método permite un control preciso de las condiciones de reacciéon, como
el tiempo de reaccion, de residencia, temperatura, concentracion de reactivos, etc. Debi-
do a esto, se consigue reducir la polidispersidad de las NPs resultantes comparadas con
las obtenidas con el método tradicional discontinuo [32]. Este método también permite
controlar el tamano de las micelas que se generan a través de los microcanales mediante
el ajuste de parametros como la formulacion de la emulsion, humectabilidad del canal
y geometria del sistema. Con este método se conseguiria mejorar la reproducibilidad
de la sintesis, el rendimiento y la cantidad producida de las NPs. En la Figura 1.5 se
muestra un esquema representativo del proceso de sintesis de emulsién en continuo.
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Aqueous phase (W) Organic phase (0) Aqueous phase (W)

v Yoo

Organic phase (0) ——3 Aqueous phase (W,) ——3m-

Figura 1.5: Imagenes representativas del proceso de emulsion con evaporacion del
disolvente O/W-MF (izquierda) y W/O/W-MF (derecha). Imégenes modificadas de
[38].

1.5 Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es la sintesis de NPs de PLGA como vectores
terapetuticos que encapsulen ICG por dos métodos de sintesis: emulsion-evaporacion en
discontinuo mediante el uso de ultrasonidos (O/W y W/O/W) y emulsiéon-evaporacion
en continuo mediante el micromezclado de fases por tecnologia microfluidica (O/W-MF
y W/O/W-MF). Se comparara la eficiencia de encapsulacion (EE) asi como la carga de
PS (del anglicismo drug loading DL) obtenida para ambos métodos y, posteriormente,
se probara la eficacia del compuesto in vitro contra infecciones causadas por S. aureus
mediante aPDT.

Las NPs obtenidas por la técnica considerada como la 6ptima en este trabajo se
caracterizaran por dispersion dindmica de la luz (Dynamic Light Scattering, DLS), es-
pectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis), espectroscopia de transmision de infrarrojo
con transformada de Fourier (FTIR), microscopia electrénica de barrido (SEM), mi-
croscopia electronica de transmision (TEM) y potencial Z.

Ademés, se realizara un estudio de estabilidad para comprobar si el hecho de en-
capsular ICG en NPs de PLGA supera las limitaciones que tiene este PS libre, como
la inestabilidad en solucién acuosa y su réapida degradacion inducida por la luz y la
temperatura. También se realizard un estudio de liberacién del ICG desde la matriz
polimérica una vez encapsulado. Otro objetivo es cuantificar las ROS generadas por
el ICG libre y encapsulado y evaluar la potencial actividad fototérmica de las NPs
sintetizadas para determinar el aumento de temperatura tras la irradiacion.

1.6 Estructura de la memoria

En el Capitulo 2 se enumeran los reactivos y materiales utilizados en los experimentos.
También se describen las técnicas utilizadas para la caracterizacion de las NPs asi co-
mo las técnicas utilizadas para la evaluacion de la actividad fototérmica, fotodinamica
y antimicrobiana. En los Anexos A y B se describen los protocolos y procedimientos
seguidos para la sintesis de NPs y preparacién de muestras, respectivamente, para los
experimentos que se muestran en el Capitulo 2. En el Capitulo 3 se muestran los re-
sultados y la discusion para cada experimento realizado, mostrandose en el Anexo C
los resultados menos relevantes. Por ultimo, en el Capitulo 4 se resumen las conclusio-
nes obtenidas en el trabajo. En el Anexo D se muestra el diagrama de Gantt, donde
se expone el tiempo dedicado para cada experimento y para las distintas fases del
proyecto.
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Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1 Equipos y reactivos

Los equipos utilizados fueron una microbalanza de precision RADWAG MYA 5/2Y,
un sonicador BRANSON Digital (North Olmsted, OH, USA), una placa agitadora de
movimiento magnético 2MAG, una centrifuga Heraeus Megafuge 16R ( Thermo Scien-
tific), un espectrometro de UV-Vis JASCO V-670, un equipo de analizador de tamano
de particula 90Plus (Brookhaven Instruments Corporation, BIC'), un equipo de espec-
troscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (VERTEX 70, Bruker), un bano
de ultrasonidos (Digital Ultrasonic Cleaner), una microcentrifuga (Spectrafuge 24D
Labnet International), un laser diodo (6 x 8 mm? spot; MDL-III-808-2W, Changchun
New Industries Optoelectronics Technology Co., Ltd., Changchun, China), un lector
de microplacas Multimode Synergy HT (Biotek, WI, USA ), un microscopio electrénico
de barrido Inspect F50 field emission gun, un microscopio electréonico de transmision
T20-FEI Tecnai operando a un voltaje de aceleracion de 200 kV, bomba de jerin-
ga (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA), micromezclador interdigital basado en
PEEK (Micro4 Industries GmbH, Mainz, Alemania).

Los reactivos utilizados fueron PLGA resomer RG 504 25G (Germany), surfactan-
te Pluronic F-68 (Sigma Life Science), acetato de etilo 99.6 % ACS (Acros organics),
verde de indocianina (USP reference standard), agua Milli-Q Millipore Q-POD, colato
de sodio hidratado 99 % (Alfa Aesar), Dulbecco “s Phophate Buffered Saline w/o Mag-
nesium w/o Calcium (biowest), bovine serum albumin o BSA (Sigma Life Science),
dimetilsulfoxido ACS, > 99.9 % (sigma aldrich), Trypticasein Soy Broth (TSB, Conda-
lab), Trypticasein Soy Agar (TSA, Condalab) y Singlet Ozygen Sensor Green (SOSG,
Thermo Fischer).

2.2 Sintesis de nanoparticulas

2.2.1 Sintesis en discontinuo: emulsién-evaporaciéon simple y
doble mediante el uso de ultrasonidos

En el Anexo A.1 se describe el protocolo correspondiente a la sintesis mediante emulsion

con evaporacion del disolvente O/W y W/O/W mediante el uso de ultrasonidos. Se

realizd6 un proceso de optimizacion de lavado con el objetivo de recuperar el méaximo
nimero de NPs y evitar que éstas se queden en el sobrenadante, donde se recogen
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los restos de polimero no emulsionados y el ICG no encapsulado (Anexo A.1.1). Si el
proceso de producciéon se hace de forma eficiente, el sobrenadante no suele tener un
valor material elevado para poder ser recuperado y generalmente se desecha. Por este
motivo es necesario estudiar las mejores condiciones de purificacion.

También se optimizo el parametro de la concentracion de ICG. El objetivo del pro-
ceso de optimizacion de este parametro es obtener la concentracion 6ptima de ICG
para la cual se obtiene una mayor cantidad de ICG encapsulada pero que no sea lo su-
ficientemente elevada como para que se produzca una desactivacion de la fluorescencia
(quenching) que pueda afectar a las propiedades fotodindmicas (generacion de ROS).
Una vez optimizado el proceso de lavado y, manteniendo la cantidad de polimero cons-
tante, se probaron distintas cantidades de ICG para ambos métodos de emulsiéon con
el objetivo de determinar la cantidad 6ptima para la cual se obtiene el maximo DL y
la maxima EE. Estas cantidades de ICG fueron 0.625 mg y 1.3 mg de ICG por 50 mg
de PLGA para la emulsion O/W mientras que para la emulsion W/O /W se probaron
0.625 mg y 1 mg de ICG por 50 mg de PLGA. El ICG tiene un limite de solubilidad
en agua de 1 mg/mL, medio en el que es necesario disolver el ICG para llevar a cabo
el proceso de emulsion W/O/W. Sin embargo, la solubilidad del ICG en DMSO es
de 30 mg/mL, disolvente soluble en acetato de etilo necesario para solubilizar el ICG
para llevar a cabo la emulsion O/W. Por esta razon, no se probaron cantidades de ICG
mayores de 1 mg para la emulsion W/O/W| ya que el PS ha de disolverse en 1 mL de
agua. Se realizaron, al menos, tres réplicas para cada caso y se llevd a cabo un analisis
estadistico. Para ambos métodos también se prepararon NPs de PLGA vacias como
control (sin ICG).

2.2.2 Sintesis en continuo: emulsién-evaporacién simple y doble
mediante tecnologia microfluidica

Se prepararon NPs de PLGA-ICG mediante el proceso de emulsion con evaporacion del
disolvente O/W-MF y W/O/W-MF manteniendo las mismas proporciones de los reacti-
vos que en el caso del método en discontinuo. Se utiliz6 la cantidad de ICG 6ptima para
la cual se obtuvo la mayor carga de ICG en el método de emulsion en discontinuo. En
el Anexo A.2 se describe el protocolo seguido para el proceso de emulsién-evaporacion
O/W-MF y W/O/W-MF. Este proceso de sintesis se realizé por triplicado y se llevo a
cabo un analisis estadistico.

2.3 Determinacion de la carga de farmaco, eficiencia
de encapsulaciéon y balance de materia

El DL indica la cantidad de PS que se ha encapsulado con respecto a la cantidad total
de NPs obtenidas [39]. Este parametro se puede determinar mediante el método directo
o indirecto. A continuacion se observan las ecuaciones utilizadas para determinar el DL:

ICG inicial "
PLGA inicial + ICG inicial

DLteérico[ %] = 100 (21)

ICG encapsulado

DL exp. directo[ %] = NPS ﬁnal

x 100 (2.2)
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ICG 1inicial — ICG sobrenadante
DL exp. indirecto[%] = NPs final x 100 (23)

La concentracion final de las NPs se determiné anadiendo 20 pLL de la disoluciéon
de las NPs en unos pocillos que han sido pesados vacios previamente. Estos pocillos se
introdujeron en una estufa a 80 °C durante 16 horas aproximadamente, transcurridas
las cuales se pesaron los pocillos con las NPs secas, obteniendo la concentracion final

de NPs PLGA-ICG (Ecuacion 2.4).

Pocillos NPs [mg] — Pocillos vacios [mg|
0.02 [mL]

Para el DL iesrico la cantidad de ICG encapsulada es la misma que la cantidad
de ICG anadida inicialmente (Ecuacion 2.1). El ICG encapsulado ha sido determinado
experimentalmente tanto por el método directo como por el método indirecto con el
objetivo de tener una mayor fiabilidad en los resultados obtenidos. En el caso del DL
exp. directo (Ecuacion 2.2) se ha determinado la concentracién de ICG encapsulada a
partir del méximo de absorbancia del PS mediante un espectrofotémetro UV-Vis. Las
NPs obtenidas (redispersadas en una cierta cantidad de H,O Milli-QQ) se disolvieron
en una cantidad de DMSO, disolvente capaz de disolver el PLGA, cuyo objetivo es
disolver las NPs y permitir salir al ICG de su interior para poder ser medido cuanti-
tativamente de forma directa. Una vez medido el maximo de absorbancia, se obtuvo
la concentracion de ICG encapsulada mediante una recta de calibrado en el disolvente
usado (i.e. HoO/DMSO). En el Anexo B.1 se muestran las curvas de calibrado utili-
zadas para calcular la concentracion de ICG encapsulada y la concentracion de ICG
presente en el sobrenadante.

Para calcular el DL exp. indirecto (Ecuacion 2.3) se determiné la concentracion de
ICG presente en el sobrenadante (ICG no encapsulado). La diferencia entre la cantidad
de ICG anadida inicialmente y la cantidad de ICG en el sobrenadante deberfa ser la
cantidad de ICG encapsulada. Se disolviéo un determinado volumen de sobrenadante
en HoO Milli-Q para medir el espectro de absorbancia del ICG no encapsulado. La
concentracion de ICG no encapsulada se calculdé a partir de una curva de calibrado
utilizando HoO Milli-QQ como disolvente (Anexo B.1).

La EE indica la cantidad de ICG encapsulada con respecto a la cantidad de ICG
inicial (Ecuacion 2.5) [39]. También se realiz6 un balance de materia para calcular
el error del proceso. Para que no haya error en el proceso, la cantidad de ICG no
encapsulada junto con la cantidad de ICG encapsulada deberia ser igual a la cantidad
de ICG anadida inicialmente (Ecuacion 2.6). Por tltimo se calcul6 el rendimiento de
la sintesis con la Ecuacion 2.7, que indica la masa final de las NPs respecto a la masa
total anadida inicialmente de PLGA e ICG.

NPs final [mg/mL]| = (2.4)

ICG encapsulado

EE[%] = ICG 1inicial

x 100 (2.5)

ICG inicial — (ICG encapsulado + ICG sobrenadante)
Error[ %] = [CG nicial x 100  (2.6)

NPs final

Rendimiento[ %] =
endimiento[ %] ICG inicial + PLGA inicial .

100 (2.7)
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2.4 Espectroscopia ultravioleta-visible, UV-vis

El ICG encapsulado y el ICG presente en el sobrenadante se cuantificaron por medio
de un espectrofotémetro de ultravioleta-visible JASCO V-670 en el rango de longitud
de onda de 600- 900 nm. A partir del maximo de absorbancia del ICG y la curva
de calibrado correspondiente se determiné la concentracion de ICG encapsulado en
las NPs. En el Anexo B.2 se describe brevemente la preparacion de las muestras para
su posterior medida.

2.5 Caracterizacion de las NPs

En el Anexo B.3 se describen los protocolos seguidos para la preparacion de las muestras
de NPs para su posterior caracterizacion.

2.5.1 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Se utilizo el método de dispersion dindmica de la luz (DLS) para determinar el tamano
de las NPs en dispersion acuosa utilizando el software Brookhaven Instruments Cor-
poration (BIC) Particle Sizing. Se determiné el tamafo hidrodinamico y el indice de
polidispersidad de las NPs de PLGA-ICG obtenidas por la técnica mas adecuada y las
NPs de PLGA control. El tamano hidrodinamico de las NPs se refiere a su diametro en
disolucion acuosa junto con su esfera de solvatacion. Por otra parte, el indice de poli-
dispersidad indica la heterogeneidad de las NPs basada en el tamano. Valores cercanos
a 0 indican que las NPs son monodispersas mientras que valores cercanos a la unidad
indican que las NPs son altamente polidispersas. Cada medida se realiz6 por triplicado
y se llevo a cabo el anélisis estadistico correspondiente.

2.5.2 Potencial zeta

Se determiné el potencial zeta de las NPs utilizando el software BIC (Brookhaven
Instruments Corporation) PALS zeta potential analyzer. El potencial zeta indica la
carga superficial de las NPs. Se midio6 el potencial zeta para las NPs de PLGA-ICG y
NPs de PLGA en dispersiéon acuosa a pH 7.

Cada medida se realiz6 por triplicado y se llevd a cabo el anélisis estadistico corres-
pondiente.

2.5.3 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fou-
rier (FTIR)

Se realiz6 la espectroscopia de infrarrojos para determinar los enlaces quimicos presen-
tes con el fin de analizar la composicién quimica de la estructura del ICG libre, de las
NPs de PLGA vacias y las NPs de PLGA-ICG obtenidas por la técnica considerada
como la 6ptima asi como de las interacciones entre ellas. Para la medida se utilizé6 un
espectrometro de modelo VERTEX 70 Bruker.
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2.5.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las NPs se visualizaron mediante un microscopio electréonico de barrido (Inspect F50
field emission gun). Se determiné el diametro de las NPs, la distribuciéon de tamano y
la morfologia superficial de las mismas. Se visualiz6 la imagen por SEM de 2 réplicas
de las NPs de PLGA-ICG obtenidas por la técnica considerada mas 6ptima. También
se visualizo por SEM una imagen de las NPs de PLGA control (no cargadas de ICG).
A partir de las imagenes obtenidas por SEM, la distribucién del tamafio se determin6
midiendo el didmetro de 150 NPs mediante el software de acceso libre ImagelJ.

2.5.5 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las NPs de PLGA-ICG se visualizaron mediante un microscopio electrénico de transmi-
sion (TEM) T20-FEI Tecnai thermionic microscope (voltaje de aceleracion de 200 kV)
para observar el didmetro y morfologia de las NPs. Esta técnica de caracterizacion tiene
una mayor resolucion espacial que el SEM y permite estudiar la estructura interna de
las NPs generadas. A partir de las imégenes obtenidas por TEM, la distribucion del
tamano se determind midiendo el diametro de 150 NPs mediante el software de acceso
libre ImagelJ.

2.6 Estudio de estabilidad de las NPs de PLGA-ICG
y del ICG libre

Se realizo el estudio de estabilidad tanto de las NPs PLGA-ICG como del ICG libre
a4 °ya37° alolargo de 8 dias (a las 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 168 h y 192 h).
Se probaron dos concentraciones de ICG (100 ppm y 50 ppm) para analizar el efecto
de la concentracion en la estabilidad del ICG libre y de las NPs de PLGA-ICG. En el
Anexo B.4 se describe el procedimiento llevado a cabo para el estudio de estabilidad.
A partir de la medida de absorbancia del ICG vy, siguiendo la Ecuacion 2.8, se calculo
el porcentaje de degradacion de ICG para cada caso.

Abs;_x — Abs;_
ICG degradados— | %] = StiAbs 0 100 (2.8)
t=0

2.7 Estudio de liberacion del ICG de las NPs

El estudio de liberacion del ICG de las NPs se realizo en el tampon fosfato salino (PBS,
pH = 7.4) y en H,O Milli-Q (pH=7). Este estudio se llevo a cabo a 37 °C en un periodo
de 8 dias. Se midieron las muestras alas 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 h y 192 h. Debido
a que las NPs de PLGA-ICG tienden a agregarse en medio salino (como en PBS) [22]
se les anadié un agente estabilizante, en este caso albumina de suero bovina (BSA).
Se trataba de evaluar la actividad antimicrobiana de estas NPs de PLGA-ICG-BSA.
Se realizo el estudio de liberacion en PBS con el estabilizador anadido para estudiar el
efecto de éste en la liberacion de ICG. En el Anexo B.5 se describe el procedimiento
para la preparacion de muestras para el estudio de liberacion.

Debido a la degradacion luminica y térmica que sufre el ICG libre en medio acuoso,
no es posible medir de forma directa el ICG que se ha liberado en el sobrenadante.
Algunos estudios han demostrado que la encapsulacion del ICG en NPs poliméricas
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detiene o reduce la degradacion del ICG [24]. Por ello, se midi6 la absorbancia del
ICG que quedaba encapsulado en las NPs después de un determinado tiempo. El ICG
liberado en el sobrenadante se calculé siguiendo la Ecuacion 2.9. El porcentaje de ICG
liberado en cada punto t = x se calcul6 siguiendo la Ecuacion 2.10.

ICG sobrenadante [ppm| = ICG inicial [ppm| — ICG encapsulado [ppm] (2.9)

ICG sobrenadante;_ — ICG sobrenadante,_
ICG liberado | %] = —— ren?cgl;t};rena dantzo FEnacali®on w100 (2.10)
t=0

Para el estudio de la cinética de liberacion se realizaron varios ajustes matema-
ticos: de orden 1, y los propuestos por Higuchi, Korsmeyer Peppas, Lindner Lippold
y Peppas Sahlin. Estos ajustes matemaéticos se realizaron tnicamente para la cinéti-
ca de liberacion de las NPs de PLGA-ICG-BSA ya que la evaluacion de la actividad

antimicrobiana se llevo a cabo con las mismas.

2.8 Cuantificacion de ROS

Se cuantificaron las ROS mediante fluorescencia, el método mas comin para detectar
estas especies. Las ROS pueden reaccionar con diferentes sondas quimicas dando pro-
ductos luminiscentes, los cuales estan relacionados con la concentracion de ROS [40,
41]. En este caso, se utilizo6 una sonda fluorescente de oxigeno singlete (Singlet Oxygen
Sensor Green, SOSG) para la deteccion especifica del 10,. Esta sonda ha mostrado
una fuerte especificidad hacia el 1O frente a otras ROS [40]. La sonda SOSG muestra
inicialmente una débil fluorescencia azul. Cuando se irradia con luz en el rango del NIR
la sonda SOSG reacciona con el 'O, para formar un endoperéxido. Este endoperéxido
presenta una fluorescencia verde con picos de excitaciéon y emisiéon de 504 y 525 nm
respectivamente [40, 42]. Esta reacciéon de la sonda SOSG con el 'Oy para formar el
endoperoxido se muestra en la Figura 2.1.

En el Anexo B.6 se describe el procedimiento realizado para la cuantificacion de
ROS. Se utilizaron las mismas condiciones de irradiaciéon y las mismas concentraciones
de ICG que se utilizaron para evaluar la actividad antimicrobiana.

2.9 Actividad fototérmica

Se evaluo la actividad fototérmica del ICG libre y encapsulado mediante la técnica de
sintesis mas 6ptima. Se determiné el aumento de la temperatura debido a la irradiacion
laser para el ICG libre y encapsulado con una concentracion de ICG de 25 ppm. En el
Anexo B.7 se describe el procedimiento llevado a cabo para la evaluacion de la actividad
fototérmica.

2.10 Actividad antimicrobiana

Para llevar a cabo los ensayos microbiologicos se evaluaron distintos parametros: con-
centracion del ICG (25 ppm, 50 ppm y 100 ppm) y el tiempo de incubacién antes de
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Figura 2.1: Formacion del endoperoxido de SOSG tras la reacciéon de la sonda SOSG
con el 'Oy como método indirecto para la deteccion de 'Oy. Antes de la reacciéon con
10,, la transferencia de electrones interna desactiva la fluorescencia de la sonda. Tras la
reaccion con el 1O, y la formacion del endoperdxido no se da el proceso de transferencia
de electrones interna observandose una fuerte fluorescencia [43].

irradiar (15 min y 24 h). Los distintos ensayos microbiologicos se realizaron tanto para
el ICG libre como para el ICG encapsulado en las NPs obtenidas por la técnica mas 6p-
tima. En el Anexo B.8 se describe el protocolo para cada experimento de esta seccion.
Se determiné la viabilidad bacteriana a partir de las CFUs/mL calculadas siguiendo
la Ecuacion 2.11. Cada experimento se realizé por triplicado para realizar el analisis
estadistico correspondiente.

Nimero de colonias

CFUs/mL = 0095 ml x factor de dilucion (2.11)

2.11 Analisis estadistico

Cada experimento se realiz6 por triplicado para realizar la correspondiente estadistica.
Los datos obtenidos para los experimentos de actividad antimicrobiana fueron evalua-
dos mediante el analisis estadistico ANOVA (two-way ANOVA, Graphpad Prism 8).
Las diferencias entre los distintos experimentos fueron consideradas significativas si
pvalor<0.05.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

3.1 Determinacion de la carga, eficiencia de encapsu-
lacién y balance de materia.

En esta seccion se resumen los resultados més relevantes obtenidos en las distintas
técnicas de sintesis con la concentracion 6ptima de ICG para la cual se obtiene una
mayor carga de ICG encapsulada en las NPs. En el Anexo C.1 se muestran los resultados
obtenidos en las técnicas de emulsion O/W y W/O/W para distintas cantidades de
ICG. Como se comenta en este anexo la cantidad 6ptima de ICG para obtener un
mayor DL en el caso de la emulsion O/W es de 1.3 mg. Para la emulsion W/O/W es de
1 mg. En la Tabla 3.1 se muestran los resultados en porcentaje de DL, EE, rendimiento
y error obtenidos para las NPs de PLGA-ICG sintetizadas por las distintas técnicas de
sintesis con la cantidad de ICG 6ptima. La técnica de sintesis 6ptima para la cual se
ha obtenido la mayor carga de farmaco es la emulsion W/O/W con 1 mg de ICG.

Técnica de sintesis  DLtesrico [ %] DLexp. directo [ 0] DLexp. indirecto [ %] EE [ %] Error [ %] Rendimiento [ %]
O/W 1.3mgICG 2.53 0.61 + 0.08 1.56 + 0.91 7.80 + 1.17 19.39 + 2.42 32.96 + 1.61
O/W-MF 1.3mgICG 2.53 0.42 + 0.02 6.13 + 1.82 3.50 = 1.15 68.05 £ 10.17 21.24 + 7.47
W/0/W 1mgICG 1.96 0.85 £+ 0.05 1.39 + 0.26 17.14 + 1.92 11.78 + 5.64 40.37 + 4.72
W/O/W-MF 1mgICG 1.96 0.61 + 0.01 17.94 4+ 9.09 3.30 + 1.25 79. 64 + 5.89 10.64 4+ 4.20

Tabla 3.1: Porcentaje del DL, EE, rendimiento y error en el caso de las NPs PLGA-
ICG sintetizadas por distintas técnicas con la concentracion 6ptima de ICG. O/W
y W/O/W son las técnicas de emulsion simple y doble en discontinuo. O/W-MF y
W/O/W-MF son las técnicas de emulsion simple y doble en continuo. MF significa
reactor continuo microfluidico.

A la vista de los resultados, el mayor porcentaje de DL se obtuvo para la técnica
de emulsion W/O/W con 1 mg de ICG. En el caso de la técnica de emulsion W/O/W,
el DL fue mayor en el caso del método en discontinuo que en continuo (0.85 % y 0.61 %
respectivamente). Se obtuvo la misma conclusion para el caso de la emulsion O/W.
El DL calculado por el método indirecto es mayor en todos los casos y difiere del DL
calculado por el método directo. El método indirecto parece menos fiable debido a
que en él se supone que el ICG que no esté presente en el sobrenadante es el que se
encapsula, considerando ademas que no hay ninguna pérdida de ICG en el proceso de
encapsulacion. En las técnicas de emulsion O/W-MF y W/O/W-MF el DL determinado
por el método indirecto es muy elevado, lo cual se debe a una gran pérdida de ICG
durante el proceso de encapsulacion, indicando un alto error en el balance de materia
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y bajos rendimientos de sintesis. Esta pérdida de ICG se puede deber a que a que
la mayoria de NPs podrian haber quedado retenidas en el sobrenadante durante el
proceso de lavado. Por ello, seria necesario volver a optimizar el proceso de lavado para
el método en continuo o centrifugar a una mayor velocidad para conseguir precipitar
el maximo ntamero de NPs posible.

La mayor EE se obtiene para la técnica de emulsion W/O/W. En ningtan caso se
obtuvo un alto DL y EE debido a que tanto el ICG como el PLGA tienen carga negativa,
lo que produce una repulsion electrostatica, disminuyendo asi la incorporacion del ICG
en las NPs de PLGA. Para la emulsion O/W no se pudo conseguir un alto DL debido
a la naturaleza anfifilica del ICG, puesto que el ICG puede difundir a la fase acuosa.

Comparando los métodos en discontinuo, para la emulsion W /O /W los rendimientos
de sintesis son mayores debido a que las NPs obtenidas por esta técnica son de mayor
tamano y, por tanto, tiende a precipitar un mayor nimero de NPs en el proceso de
lavado. Se obtuvo un mayor DL y EE en la emulsion W/O/W debido a que en este
caso, el ICG se disuelve en agua mientras que en la emulsion O/W el ICG se disuelve
en DMSO, el cual es miscible en agua y puede difundir a la fase externa junto con
el ICG. Ademas, el DMSO no es volatil y no se consigue eliminar durante el proceso
de evaporacion. Solo se podria eliminar por sucesivas centrifugaciones reemplazando el
sobrenadante por agua sin danar el polimero ya que su punto de ebullicién a 1 atm es
de 189 °C.

Como conclusion, la técnica que se ha considerado 6ptima en este trabajo de inves-
tigacion para llevar a cabo la encapsulacion del ICG es la emulsiéon doble en discontinuo
con 1 mg de ICG, por lo que las siguientes etapas del proceso se llevaran a cabo con las
NPs obtenidas por esta técnica de sintesis. No obstante, a pesar de que los resultados
obtenidos con el sistema de produccién en continuo no permitieron igualar o mejorar
aquellos obtenidos con el proceso en discontinuo, se considera que, tras la optimizacion
del proceso de lavado, se podrian equiparar ambas técnicas. Este seria un dato muy
relevante dado lo que implica la produccién de un vector para aPDT en continuo.

3.2 Caracterizacion por espectrofotometria UV-vis

En la Figura 3.1 se muestra el espectro de absorbancia correspondiente al ICG libre
presente en el sobrenadante y al ICG encapsulado en las NPs PLGA-ICG. Estudios han
demostrado que la incorporacién de ICG en NPs poliméricas hace que absorba y emita
a una longitud de onda mayor que las moléculas de ICG libre [24]. En la Figura 3.1 se
observa un desplazamiento en el maximo de absorbancia de 15 nm al encapsular el ICG
en NPs. El ICG tiene un pico de absorbancia caracteristico en la regiéon del NIR, cuyo
méximo se encuentra a 779 nm si el ICG esta libre y a 794 nm si el ICG se encuentra
encapsulado debido a las diferencias en las constantes dieléctricas del medio tras estar
encapsulado.

El desplazamiento de la longitud de onda del espectro de absorcion podria ser debido
también a la formacion de agregados moleculares de las moléculas de ICG estrechamen-
te empaquetadas en NPs, que absorben a longitudes de onda mayores en comparacion
con las moléculas de ICG libre [24, 21|. Se ha reportado que este desplazamiento en la
longitud de onda también se produce en funcion de algunos factores, como el pH [24], el
disolvente en el que se encuentra el ICG, presencia de sales en el medio, o dimerizacion
o polimerizacion del ICG a mayores concentraciones [8].
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Figura 3.1: Desplazamiento en la longitud de onda del ICG libre y encapsulado.

3.3 Caracterizacion de las NPs

3.3.1 Dispersion dinadmica de la luz (DLS)

En la Tabla 3.2 se muestra el didmetro hidrodinamico y polidispersidad de las NPs de
PLGA-ICG y NPs de PLGA vacias obtenidas por la técnica més éptima. Se obtuvieron
NPs de PLGA-ICG con un diametro hidrodindmico medio de 170.0 £ 47.0 nm y NPs
de PLGA vacias con un didmetro medio de 179.8 + 38.4 nm. Se demuestra que el hecho
de encapsular ICG en las NPs de PLGA no altera el diAmetro hidrodindmico medio.
El indice de polidispersidad para las NPs de PLGA-ICG y NPs de PLGA vacias es
de 0.077 £ 0.009 y 0.051 + 0.021, respectivamente. Esto indica que las NPs de PLGA
vacias y las NPs de PLGA-ICG son monodispersas ya que los valores del indice de
polidispersidad se encuentran cercanos a 0.

En el Anexo C.2.1 se muestran los valores del didmetro hidrodinamico y polidis-
persidad para las demés técnicas de sintesis. Como se muestra en el anexo se obtienen
NPs de mayor tamano mediante el método en continuo, asi como también un mayor
indice de polidispersidad. Esto difiere del fundamento tedrico de esta técnica, que se
basa en la obtencion de NPs mas monodispersas debido al mayor control en la sintesis.
El hecho de obtener una mayor polidispersidad de NPs de PLGA-ICG obtenidas por
el método de emulsion O/W-MF y W/O/W-MF puede ser debido a que en la sintesis
de las NPs de PLGA-ICG se utilizaron unas condiciones de operacion adaptadas para
un proceso de sintesis sin ICG [32]. A la vista de los resultados, la presencia del ICG
puede alterar las variables fluidodindmicas del sistema, haciendo necesario un estudio
en profundidad que queda al margen de este TFM por cuestiones de tiempo.

También puede ser que con los caudales de las corrientes impuestos, el tiempo de
residencia haya sido muy corto (10 ms). También puede ser debido a que no se haya
alcanzado un control adecuado de la temperatura de emulsificacion, ya que esta variable
afecta a la viscosidad de los fluidos y es una variable critica para el control del tamano.
Para conseguir una liberacion sostenida en el tiempo y reproducible es necesario que las
NPs sean monodispersas, haciendo que el método en discontinuo sea por este motivo
el mas adecuado.
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NPs PLGA-ICG NPs PLGA
Diametro hidrodindmico [nm]| 170.0 £ 47.0 179.8 £ 38.4
Polidispersidad 0.077 £ 0.009 0.051 + 0.021

Tabla 3.2: Didmetro hidrodindmico medio e indice de polidispersidad de las NPs de
PLGA-ICG y NPs de PLGA vacias.

3.3.2 Potencial zeta

Como se observa en la Tabla 3.3 el potencial zeta de las NPs de PLGA-ICG y NPs de
PLGA es-43.8 + 6.27 mV y -47.16 + 4.23 mV respectivamente. Estos valores de poten-
cial zeta indican que las NPs permanecen en suspension y no tienden a aglomerarse en
dispersion acuosa al tener una carga neta superior a los 30 mV. Estos valores también
indican que la superficie de las NPs esta cargada negativamente debido a la presencia
del surfactante (iones colato provenientes del colato s6dico), que tiene carga negativa.
El hecho de encapsular ICG en las NPs poliméricas no altera de forma significativa el
potencial zeta.

En el Anexo C.2.2 se muestran los resultados del potencial zeta para las demas
técnicas de sintesis.

NPs PLGA-ICG NPs PLGA
Potencial zeta [mV]| -43.8 £ 6.27 -47.16 £+ 4.23

Tabla 3.3: Potencial zeta obtenido para las NPs de PLGA-ICG y NPs de PLGA vacias.

3.3.3 FTIR

La caracterizacion de las NPs por FTIR muestra los enlaces presentes en las moléculas
de ICG libre, PLGA y NPs de PLGA-ICG. Como se observa en la Figura 3.2 el espectro
para el polimero y para las NPs es idéntico. Como la carga de ICG en las NPs es
muy reducida (0.85 %) en el espectro no se observan los enlaces correspondientes a la
molécula de ICG. Por tanto, esta técnica de caracterizacién no se considera adecuada
para confirmar la carga de ICG en PLGA.

T
— ICG :
— PLGA
— PLGA-ICG | |
1 1 1
500 1,500 2,500 3,500

Ntimero de onda [em™]

Figura 3.2: Caracterizacion por FTIR del ICG libre, PLGA y NPs PLGA-ICG.
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3.3.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La Figura 3.3a muestra una morfologia esférica de las NPs de PLGA-ICG sintetizadas
por W/O/W y una alta monodispersidad de las mismas. A partir de la imagen del
SEM, se obtuvieron NPs con un didmetro medio de 136.7 £+ 34.8 nm. Este diametro
medio obtenido a partir de la imagen del SEM es menor que el didmetro medio obtenido
por las medidas del DLS. Esto se debe a que las NPs se contraen al estar en estado
seco para el primer caso mientras que para las medidas del DLS las NPs se encuentran
en medio acuoso, midiéndose las NPs junto con su esfera de solvatacion.

En el Anexo C.2.3 se muestran las imagenes del SEM y la correspondiente gréfica
de distribucion de tamano para las NPs de PLGA-ICG obtenidas mediante la técnica
de emulsion en continuo, donde se observa una amplia distribucién de tamanos y una
alta polidispersidad en comparaciéon con el método de sintesis en discontinuo, como ya
se habia deducido en la Seccion 3.3.1. En el anexo también se muestran las imégenes
del SEM para las NPs de PLGA vacias. Al cargar el ICG en la matriz polimérica no se
observan cambios significativos en el didmetro medio (136.66 nm con ICG y 125.76 nm
sin ICG), en la distribucion de tamano (34.86 nm con ICG y 38.6 nm sin ICG) ni en
la morfologia (esférica en ambos casos).

40 Mean: 136.66nm
Std. Dev: 34.86

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

1pm

Didmetro (nm)

(a) NPs PLGA-ICG vistas al SEM (b) Distribucion de tamano de las NPs PLGA-
ICG sintetizadas por W/O/W

Figura 3.3: Imagen vista al SEM de las NPs PLGA-ICG obtenidas por W/O/W en
discontinuo (a), y su distribucién de tamano correspondiente (b).

3.3.5 Microscopia electronica de transmisién (TEM)

Las imagenes vistas al TEM (Figura 3.4) de las NPs muestran que las NPs son esféricas
y de tamano uniforme, tal y como se habia demostrado en la seccién anterior. El tamano
medio de las NPs obtenido a partir de la imagen de TEM es de 74.1 + 17.9 nm. Tanto
el didmetro medio de las NPs como su distribuciéon de tamano es significativamente
menor en este caso frente a lo obtenido a partir de la imagen del SEM. La presion
de vacio de la columna del microscopio es todavia mayor que la existente en el SEM.
Por ello se produce un mayor colapso y por ende, una reduccion mayor del tamano.
Por consiguiente, los datos obtenidos muestran la importancia de utilizar diferentes
técnicas de medida del tamano de las NPs. Por un lado técnicas macroscopicas como
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el DLS, que permiten conocer el tamano de la particulas en el medio de dispersion y
con su maxima hidratacion. Por otro lado las técnicas microscopicas, SEM y TEM, que
permiten estudiar el grado de agregacion de las NPs, aunque en un estado no hidratado.

Mean: 74.1 nm
Std. Dev=17.9

80 100

Diameter (nm)
(a) NPs PLGA-ICG vistas al TEM (b) Distribucion de tamafio obtenido a partir de
la imagen del TEM de las NPs PLGA-ICG

Figura 3.4: Imagen vista al TEM de las NPs PLGA-ICG (a) y la distribucion de
tamafio obtenida a partir de la imagen del TEM (b).

3.4 Estudio de estabilidad de las NPs

En la Figura 3.5 se muestra el porcentaje de degradacion que sufre tanto el ICG li-
bre como el ICG encapsulado por W/O/W a distintas concentraciones (100 ppm y
50 ppm) y a distintas temperaturas (4 °C y 37 °C). Para el ICG libre se observa que
a mayor temperatura mayor es la tasa de degradacion del ICG. También se deduce
que a mayor concentracion de ICG la tasa de degradaciéon es menor. Esta informacion
es corroborada por otros estudios previos [21, 23]. En el caso del ICG encapsulado no
hay tanta dependencia del porcentaje de degradacion con la temperatura y concentra-
cion. Cabe destacar que encapsulando el ICG en NPs poliméricas se consigue reducir
significativamente (o incluso eliminar) la rapida degradacion que sufre el ICG libre.

% degradacion % degradacion
ICG libre NPs PLGA-ICG
Alas 24 h A los 7 dias Alas 24h A los 7 dias
50 ppm, 4 °C 26.13 £ 10.76  54.32 + 7.86 | No detectado 1.60 4+ 0.43
50 ppm, 37 °C | 72.24 £ 3.01 98.06 + 1.15 | No detectado 16.11 + 2.65
100 ppm, 4 °C 14.14 £ 8.78  42.25 +£ 4.95 1.93 £ 1.72 4.07 + 3.02
100 ppm, 37 °C | 59.31 +6.92 87.48 £3.63 | 3.04 + 1.14 12.84 + 6.05

Condicion

Tabla 3.4: Porcentaje de degradacion del ICG libre y encapsulado a las 24h y 168h
para distintas concentraciones y temperaturas.

En la Tabla 3.4 se muestran los valores del porcentaje de degradacion para el ICG
libre y encapsulado a las 24 horas y a los 7 dias para las distintas concentraciones y
temperaturas analizadas.
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Figura 3.5: Porcentaje de degradacion del ICG libre (a) y encapsulado (b) con respecto
al tiempo a diferentes temperaturas y concentraciones.

La degradacion del ICG en disolucion acuosa se debe a la interaccion de éste con los
radicales e iones del disolvente, lo que lleva a la saturacion de la cadena de dobles enlaces
del ICG. Este hecho produce formas leuco del ICG, formas incoloras no fluorescentes
incapaces de excitarse y emitir en el NIR [21]. La exposicion a la luz aumenta la tasa
de degradaciéon en disolucion acuosa. Debido a la presencia de luz, las moléculas de
ICG se excitan (M") y tienden a formar radicales (M) (Ecuacion 3.1). Estos radicales
interaccionan con los iones y radicales del agua para producir formas leuco, lo que lleva
a un aumento en la velocidad de degradacion. Ademas, un aumento en la intensidad
de la luz produce un mayor ntimero de moléculas de ICG excitadas, lo que lleva a un
aumento todavia superior en la tasa de degradacion del ICG [21].

M+hy— M — M (3.1)

La explicaciéon a una mayor tasa de degradaciéon ante unas altas temperaturas se
debe a un aumento de la cinética en la produccion de radicales como consecuencia de
la agitacion térmica [21]. Como ya se habia comentado, a mayor concentracion de ICG
menor es la tasa de degradacion. Cuanto mayor es la concentraciéon de ICG, hay un
mayor niumero de moléculas de ICG que pueden colisionar con las moléculas de ICG
ya excitadas (M") (Ecuacién 3.2), consumiendo asi estas moléculas de ICG excitadas.
Esto lleva a una disminucion en la tasa de degradacion [21].

M*+ M — 2M (3.2)

3.5 Estudio de liberacion del ICG de las NPs

A continuacion se compara el porcentaje de liberacion de ICG en dos medios de libera-
cion: HoO Milli-Q y PBS. Como ya se ha comentado, se anadié un agente estabilizante
(BSA) a las NPs para evitar la agregacion que éstas sufren en PBS y en el medio de
cultivo TSB. En el Anexo C.3 se muestra una imagen de las NPs de PLGA-ICG en
PBS y las NPs de PLGA-ICG-BSA en PBS y en el medio de cultivo TSB, donde se
muestra que la presencia del estabilizante evita la agregacion de las NPs en PBS y
en el medio de cultivo TSB, donde posteriormente se dispersan las bacterias para los
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ensayos microbiologicos. También se muestra que, al anadir el agente estabilizante se
consigue mantener la monodispersidad de las NPs sin estabilizante. Sin embargo, las
NPs de PLGA-ICG-BSA presentan un mayor didmetro que aquellas que no contienen
el agente estabilizante aunque sigue estando por debajo de 200 nm.

La Figura 3.6 muestra que al realizar la liberacion del ICG de las NPs en H,O
Milli-Q y en PBS la curva de liberaciéon es similar. En la Tabla 3.5 se observan los
datos numeéricos del porcentaje de liberacion de ICG.

40

T T T
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Figura 3.6: Porcentaje de liberacion de ICG de las NPs de PLGA en agua, PBS y
PBS-+BSA.

% de liberacién de ICG
A las 24h A los 7 dias
H,O Milli-Q 3.89 + 1.85 17.77 = 1.95
PBS 272 £092 21.71 £ 7.05
PBS + BSA 7.71 +£3.23 &8.61 4+ 0.34

Tabla 3.5: Porcentaje de liberacion del ICG de las NPs a las 24h y a los 7 dias en HoO
Milli-Q, PBS sin estabilizante y en PBS con estabilizante.

Notese que al anadir el BSA como estabilizante, se libera una mayor cantidad de
ICG durante las primeras 24 horas y, sin embargo, a partir de ese momento ya no se
produce mas liberacion de ICG de las NPs. Durante las primeras horas, probablemente
se libera el ICG que esta més cerca de la superficie de las NPs de PLGA-ICG mientras
que el ICG presente en el nicleo de las NPs no se llega a liberar. En cambio, al no estar
presente el estabilizante, el ICG se va liberando de forma mas sostenida en el tiempo,
en primer lugar el ICG ubicado cerca de la superficie de las NPs y, por tltimo, el ICG
presente en la parte mas interna de las NPs. Con agua como medio de liberacion, el
ICG que se encuentra en las cercanias de la superficie de las NPs se libera durante
las primeras horas debido a la solubilidad que presenta el ICG en agua. Por tanto, en
H,O Milli-Q y PBS (sin BSA) el ICG se libera de forma maés sostenida en el tiempo
mientras que al anadir el estabilizante a las NPs se libera de forma mas brusca durante
las primeras 24 horas.

En el Anexo C.4.1 se muestran las graficas de los ajustes matematicos realizados
para la cinética de liberacion de las NPs de PLGA-ICG-BSA. La Figura 3.7 muestra
el ajuste matematico propuesto por Lindner Lippold, modelo que més se ajusta al
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perfil de liberacion de las NPs de PLGA-ICG-BSA (R? = 0.99979). En la Tabla 3.6 se
muestra la ecuacion propuesta por Lindner Lippold asi como los pardmetros obtenidos
en el ajuste matemaético.

Lindner Lippold
12 4

10

% ICG liberado
(=2}

T T T T T
0 50 100 150 200

Tiempo [h]

Figura 3.7: Ajuste matematico propuesto por Lindner Lippold para la cinética de

liberacién de las NPs de PLGA-ICG-BSA.

Modelo matemaéatico Lindner Lippold

Ecuacion R? Parametros
M K = 6.88
—=K-2"+0b 0.99979 n = 0.04
Moo b = 0.02

Tabla 3.6: Ecuacion y parametros matemaéticos obtenidos del ajuste matemético pro-
puesto por Lindner Lippold para la cinética de liberacion de las NPs de PLGA-ICG-
BSA.

Como se observa, la ecuacion de la Tabla 3.6 presenta dos contribuciones: una
primera contribucién de la difusion del farmaco del interior de las NPs al exterior
(K-z") y una segunda contribucion de la réapida liberacion del farmaco que se encuentra
en la superficie nada més ponerse en contacto con el medio de liberacion (efecto burst,
b) [44].

A la vista de los parametros obtenidos, como K > b, la contribucion de la difusion
del farmaco del interior de las NPs al exterior es predominante. Por otra parte, n se
refiere al mecanismo de liberacion. Cuando n = 0.66 la contribucién de la difusion y la
contribucién de erosion del polimero son iguales. En este caso, n < 0.66, lo que indica
que hay una mayor contribucion de difusion del ICG que de erosion del polimero. [45].
Como la contribucién del efecto burst es pequena, se puede afirmar que el ICG se en-
cuentra encapsulado mayoritariamente en el interior de la particula y no en la superficie
de ésta [44].

3.6 Cuantificacion de ROS

A continuacién se observa la generacion de oxigeno singlete para el ICG libre y encap-
sulado a distintas concentraciones (25 ppm, 50 ppm, 100 ppm y 150 ppm). Como se
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indica en la Seccion 2.8, la sonda SOSG reacciona con el 'O, para formar un endopero-
xido que presenta picos de fluorescencia. Por tanto, cuanta mayor sea la concentracion
de 'O, en la muestra, mayor es la intensidad de la fluorescencia generada por el endo-
peroxido. La Figura 3.8 muestra que, en el caso del ICG libre, a mayor concentracion
mayor cantidad de 'O, se genera. Sin embargo, para el ICG encapsulado en NPs de
PLGA, se genera mayor cantidad de 'O, conforme aumenta la concentracién de ICG
hasta el entorno de 100 ppm, decreciendo a mayores concentraciones. Asi, para una
concentracion de 150 ppm, la cantidad de 'O, generada esta incluso por debajo de la
cantidad generada para una concentracién de 50 ppm.

Este hecho puede ser debido a que a altas concentraciones de ICG encapsulado,
parte de la luz es dispersada por las NPs y sale reflejada sin perder energia en otra
direccion, por lo que hay una parte del ICG que no es activada, lo que lleva a una menor
generacion de 'O,. Como para la concentracion de ICG encapsulado de 150 ppm se
observé una menor cantidad de 'O, generada, se descart6 esta concentracion de ICG
para los ensayos microbiolégicos. La estadistica de ANOVA indica que existe diferencia
significativa entre la cantidad de 'O, generada a distintas concentraciones para el ICG
libre y encapsulado (pvalor < 0.05). También existen diferencias significativas entre la
cantidad generada de 'Oy del ICG libre y encapsulado (pvalor < 0.05).

[l ICG libre
[ NPs PLGA-ICG
2000=
=1 T
T
=]
z
2
= 1000-I
0= |ﬂ T T T
25ppm 50ppm 100ppm 150ppm

Figura 3.8: Cuantificacion de ROS producidos por el ICG libre y encapsulado a dis-
tintas concentraciones de ICG medido a partir de la sonda SOSG.

3.7 Actividad fototérmica

En la Figura B.3 se muestra el aumento de la temperatura con el tiempo de irradiacion.

Al irradiar una solucién de 25 ppm de ICG libre durante 15 minutos, la tempe-
ratura aumenta hasta 42.77 °C. Sin embargo, irradiando durante 5 minutos (tiempo
de irradiacion utilizado en el experimento para evaluar la actividad antimicrobiana)
la temperatura aumenta hasta 37 °C. En el caso de las NPs de PLGA-ICG la tempe-
ratura aumenta hasta 41 °C irradiando durante 15 minutos y hasta 36 °C irradiando
durante 5 minutos. Por tanto, cabe concluir que al irradiar con luz laser la temperatura
no aumenta lo suficiente como para inactivar a las bacterias, por lo que no existe un
efecto fototérmico. Separadamente se hicieron experimentos en el grupo de investiga-
cion y se observo que a esa temperatura no se produce muerte bacteriana por lo que el
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Figura 3.9: Aumento de la temperatura con respecto al tiempo de irradiacion del ICG
libre y de las NPs de PLGA-ICG.

poder antimicrobiano observado (mostrado en la Seccion 3.8) so6lo se debe a un efecto
meramente fotodinamico.

3.8 Actividad antimicrobiana

Como se observa en la Figura 3.10 cuando el tratamiento antimicrobiano hace uso de
la irradiacion laser se observo una diferencia significativa con respecto al tratamiento
sin irradiacion laser ya que pvalor < 0.05. En el caso de un tiempo de incubaciéon de
24 horas, el tratamiento con el ICG libre parece tener un mayor efecto antimicrobiano
que en el caso de las NPs de PLGA-ICG aunque no existen diferencias significativas
(pvalor > 0.05) Tampoco se observaron diferencias significativas entre las distintas con-
centraciones tanto del ICG libre como encapsulado (pvalor > 0.05). Como se determind
en el estudio de la cuantificacion de ROS (Seccion 3.6) se esperaria un mayor efecto an-
timicrobiano para una concentracion de ICG de 100 ppm ya que a esta concentracion se
genera una mayor cantidad de *O,. Sin embargo, con esta concentracién no se observa
de forma significativa un mayor efecto antimicrobiano (pvalor > 0.05). Esto se puede
deber a que al aumentar la concentracion de ICG se produce una desactivacion de la
fluorescencia (quenching) por concentracion. Es decir, al aumentar la concentracion de
ICG libre, la luz no es capaz de llegar a todas las moléculas de ICG. Las moléculas de
ICG que no son excitadas al no ser alcanzadas por la luz laser tienden a colisionar con
aquellas moléculas de ICG excitadas por la luz, inactivando asi la generacion de ROS.

Por otra parte, para las NPs de PLGA-ICG, a mayor concentraciéon cabria esperar
una mayor liberacion de ICG al medio, una mayor generaciéon de ROS y, por tanto,
un mayor efecto antimicrobiano. Sin embargo, este factor no es tan importante ya
que cuanta mayor es la cantidad del ICG presente en el medio mayor es el efecto de
desactivacion de la fluorescencia (quenching) debido a la concentracion, como ya se
ha comentado. Ademas, parte del ICG que queda encapsulado en las NPs no llega
a ser activado debido a la dispersion de la luz por las NPs, que sale reflejada en
otra direccion. Para estudios realizados in-vivo, este efecto de la concentraciéon no es
tan critico ya que las heridas topicas serian de mayor tamano y las NPs se podrian
distribuir homogéneamente por toda la herida, por lo que las NPs no se encontrarian
tan concentradas.

En la Figura 3.11 se comparan los distintos tiempos de incubacién para los trata-
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Figura 3.10: Viabilidad bacteriana para el ICG libre y encapsulado con un tiempo de
incubacion antes de irradiar de 24 horas (a) y de 15 minutos (b) con una concentra-
cion de ICG de 25 ppm, 50 ppm y 100 ppm. *=diferencia significativa con el control
(pvalor < 0.05).

mientos que hacen uso de la irradiacion laser. Segun el anélisis estadistico de ANOVA
existe diferencia significativa en el porcentaje de reduccion de CFUs/mL para ambos
tiempos de incubacién. Cuando se incuba durante 24 horas antes de irradiar, se observa
una mayor reduccion de CFUs/mL que si se incuba durante 15 minutos. Como ya se
vio, el ICG libre sufre una rapida degradacion a 37 °C durante las primeras 24 horas
(en torno al 60-70 % del ICG es degradado dependiendo de la concentracion). Por esta
razon cabria esperar un mayor efecto antimicrobiano con un tiempo de incubaciéon de
15 minutos ya que la degradacion que sufre en este caso es mucho menor. Sin embargo,
se obtuvo un mayor efecto antimicrobiano para un tiempo de incubaciéon de 24 horas.
Esto se puede deber a que se requiere un mayor tiempo de contacto de las molécu-
las de ICG con las bacterias para que difundan en su interior. Durante 15 minutos
de incubacion puede no haber contacto suficiente con las bacterias. En el caso de las
NPs de PLGA-ICG, cuando se dejan incubar durante 15 minutos no se libera mucha
cantidad de ICG, por lo que en este caso se produce un menor efecto antimicrobiano.
Por tanto, con una incubacion de 24 horas se observé un mayor efecto antimicrobiano,
sin diferencia significativa entre las distintas concentraciones de ICG y sin diferencia
significativa entre el tratamiento con ICG libre y encapsulado.
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Figura 3.11: Porcentaje en la reduccion de CFUs/mL para el ICG libre y encapsulado
con un tiempo de incubacién de 24 horas y 15 minutos
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Capitulo 4

Conclusiones

A continuacion se describen las conclusiones obtenidas en este trabajo:

e La técnica mas adecuada de sintesis de NPs de PLGA-ICG resulté ser la técnica
de emulsion doble en discontinuo con 1 mg de ICG ya que es la técnica que obtuvo
una mayor carga de ICG en las NPs. Ademés, con esta técnica se obtuvieron NPs
monodispersas alcanzando un mejor control del tamano.

e Se confirmé la encapsulacion de ICG en las NPs de PLGA mediante las imagenes
del SEM, TEM y medidas a partir del espectrofotémetro de UV-visible.

e El ICG libre sufre una rapida degradacion térmica en solucién acuosa, que es
dependiente de la concentracion. A mayor temperatura mayor es la tasa de de-
gradaciéon y a mayor concentracion del ICG menor es la tasa de degradacion.
Encapsulando el ICG en NPs se conseguia reducir, o incluso eliminar, la degra-
dacion térmica en soluciéon acuosa del ICG.

e Kl ICG libre mostré una mayor capacidad de generar ROS, directamente propor-
cional a la concentracion. Para el ICG encapsulado se obtuvo una concentracion
6ptima para la cual se generaba la mayor cantidad de ROS.

e La evaluacion de la actividad fototérmica indicd que, durante el tiempo de irra-
diaciéon utilizado, no llegaba a aumentar significativamente la temperatura, por
lo que se determindé que no existia efecto fototérmico. Por ello, el tratamiento
antimicrobiano se debia tinicamente a la actividad de las ROS que genera el ICG.

e Unicamente la combinacion de la irradiacion laser junto con el ICG, ya sea libre
o encapsulado, mostraba efecto antimicrobiano.

e FEl tiempo de incubacion de las NPs antes de irradiar es un parametro importante
a evaluar. Se observéd un mayor efecto antimicrobiano con un tiempo de incubacion
de 24 horas, sin diferencia entre el tratamiento con ICG libre o ICG encapsulado,
y también sin diferencia entre distintas concentraciones de ICG.

Por tanto, este trabajo muestra que la aPDT con ICG y una luz laser de 808 nm para

el tratamiento de infecciones topicas contra S. aureus es una alternativa prometedora
al tratamiento tradicional con antibi6ticos.
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Administracién de Medicamentos y Alimentos de los EE. UU.

Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada
de Fourier

Energia de un foton (ecuacion de Planck)
Agua ultrapura

Peroxido de hidrogeno

Radical hidroxilo

Verde de indocianina

Cruce inter-sistema

Cloruro potéasico
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M/M Fraccion del farmaco liberado a un tiempo t

M* Molécula excitada
M’ Radical
NIR Infrarrojo cercano

NPs PLGA-ICG Nanoparticulas de PLGA encapsulando ICG

NPs Nanoparticulas

O/W-MF Emulsion simple en continuo
o/W Emulsion simple

0, Radical superoxido

PBS Tampon fosfato salino

PCL Policaprolactona

PDT Terapia fotodinamica

PEEK Poliéter-éter-cetona

PEG Poli(etilenglicol)

PLA Acido polilactico

PLGA Acido poli(D,L-lactico-co-glicolico)
ppm Partes por millon

PS Fotosensibilizador

P Fosforescencia

ROS Especies reactivas de oxigeno
rpm Revoluciéon por minuto

Se Estado singlete fundamental

Sm Estado singlete excitado

SEM Microscopia electronica de barrido
SOSG Sonda verde de oxigeno singlete
T! Estado triplete excitado
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TEM

TSA

TSB

Uv-vis
W/O/W-MF

W/0/W

Microscopia electronica de transmision
Agar Triptona-Soja

Caldo Soja Tripticaseina
Ultravioleta-visible

Emulsion doble en continuo

Emulsion doble en discontinuo
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