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Anexo A

Sintesis de nanoparticulas

A.1 Protocolo de emulsién-evaporaciéon simple y do-
ble mediante el uso de ultrasonidos.

El protocolo de sintesis para la técnica de emulsion simple y doble en discontinuo esta
decsrito en el articulo [32] y [46], respectivamente.

Para la sintesis por emulsion simple, se pesan 50 mg de PLGA Resomer RG
504 25G y 150 mg de pluronic F68 (surfactante) y se disuelven en 5 mL de disolvente
orgénico volatil (acetato de etilo 99.6 %). Por otra parte, se pesa una cierta cantidad
de ICG y se disuelve en 200 pL. de DMSO, que se anade a la disoluciéon que contiene el
PLGA. Se anaden 10 mL de agua Milli-Q. Esta disolucién se somete a ultrasonidos a
una amplitud del 40 % durante 25 segundos a una potencia de 450 W. Posteriormente,
se deja agitando durante 3 horas a 600 rpm para conseguir la evaporacion del acetato
de etilo. Una vez se ha evaporado, se centrifuga a 7500 rpm durante 15 minutos. Se
retira el sobrenadante y éste se centrifuga a 13000 rpm 15 minutos. Los precipitados
obtenidos en ambas centrifugaciones se juntan y se anaden 10 mL de agua Milli-Q. Se
repite el proceso de lavado y las NPs obtenidas finalmente se redispersan en una cierta
cantidad de agua Milli-Q en funciéon de la concentracion de NPs deseada (en este caso
2 mL).

Para la sintesis por emulsion doble, se pesan 50 mg de PLGA Resomer RG
504 25G y se disuelven en 3 mL de acetato de etilo 99.6 %. Por otra parte, se pesa
una cierta cantidad de ICG y se disuelve en 1 mL de agua Milli-Q, que se anade a
la disolucién que contiene el PLGA. Esta disolucién se somete a ultrasonidos a una
amplitud del 40 % durante 20 segundos a una potencia de 450 W. Se anaden 8 mL
de surfactante (colato sodico al 1%) y se vuelve a sonicar con una amplitud del 40 %
durante 40 segundos a una potencia de 450 W. Se anaden 12 mL de colato sédico
al 0.3 % para terminar de estabilizar la emulsion. Se deja agitando durante 3 horas a
600 rpm para conseguir la evaporacion del acetato de etilo. Una vez se ha evaporado, se
centrifuga a 7500 rpm durante 15 minutos. Se retira el sobrenadante y éste se centrifuga
a 13000 rpm 15 minutos. Los precipitados obtenidos en ambas centrifugaciones se
juntan y se anaden 10 mL de agua Milli-Q). Se repite el proceso de lavado y las NPs
finalmente se redispersan en una cierta cantidad de agua Milli-Q en funcién de la
concentracion de NPs deseada (en este caso 2 mL).

En la Figura A.1 se muestra esquemaéticamente el protocolo seguido para los pro-
cesos de emulsion-evaporacion simple y doble en discontinuo.
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Figura A.1: Esquema del protocolo seguido para la emulsion simple y doble en discon-
tinuo.

A.1.1 Proceso de optimizacién del lavado

Se realizd6 un proceso de optimizacion del lavado para conseguir precipitar el mayor
nimero de NPs posible. Inicialmente, el proceso de lavado consistia en una tnica cen-
trifugacion de las NPs a 7500 rpm. Se hicieron las siguientes pruebas para el proceso
de optimizaciéon de lavado:

1. 7500 rpm, 15 minutos (proceso de lavado inicial). Las NPs se redispersaron bien
pero en el sobrenadante seguian quedando NPs de 100 nm (observado por dis-
persion dinamica de la luz).

2. 7500 rpm, 30 minutos. Las NPs se redispersan bien pero siguen quedando NPs
en el sobrenadante.

3. Un primer lavado a 7500 rpm 15 minutos y un segundo lavado a 13000 rpm 15 mi-
nutos. Se llevaron ambos sobrenadantes para visualizar al TEM (Figura A.2).

El proceso de lavado 6ptimo fue el del ultimo punto, en el que realiza una primera
centrifugacion de las NPs a 7500 rpm con el objetivo de precipitar las NPs de mayor
tamano y, posteriormente, una segunda centrifugacion del sobrenadante a la maxima
velocidad (13000 rpm) para precipitar las NPs de menor tamano. En el primer sobrena-
dante se observa un numero significante de NPs que no han precipitado. Sin embargo,
el segundo sobrenadante muestra un nimero de NPs mucho més reducido. Con este
proceso de optimizaciéon de lavado se consigue, por tanto, precipitar el mayor nimero
de NPs, aumentando asi el rendimiento de la sintesis.

A.2 Protocolo de emulsién-evaporaciéon simple y do-
ble mediante tecnologia microfluidica.

Para la sintesis de emulsion en discontinuo simple y doble se ha seguido el protocolo
descrito en los articulos [32] y [36], respectivamente.

Para el caso de emulsion simple en continuo, se disolvieron 200 mg de PLGA
Resomer RG 504 25G y 600 mg de pluronic F68 (surfactante) en 20 mL de acetato
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(a) Sobrenadante 1. (b) Sobrenadante 2.

Figura A.2: Imagenes del TEM del sobrenadante tras centrifugar a 7500 rpm 15 minu-
tos (a), y del sobrenadante final tras centrifugar el primer sobrenadante a 13000 rpm
15 minutos (b)

de etilo 99.6 % (fase orgénica). Se anadieron 5.2 mg de ICG disueltos en 800 pL de
DMSO. Esta fase organica se introdujo en una jeringuilla de plastico. Por otra parte,
en otra jeringuilla de plastico se anadieron 40 mL de agua Milli-Q (fase acuosa). Se
utilizaron dsitintas proporciones de flujo para ambas corrientes con la ayuda de una
bomba (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). El caudal de la fase orgénica era de
16 mL/min mientras que el caudal de la fase acuosa era de 32 mL/min. Ambas solucio-
nes se alimentaron a través de un tubo de PTFE y se mezclaron en el micromezclador
interdigital basado en poliéter-éter-cetona o PEEK (Micro4 Industries GmbH, Mainz,
Alemania) para formar la emulsion (Figura A.3). Este dispositivo se introdujo en un
bano de hielo para evitar la rapida evaporaciéon del disolvente organico y el calenta-
miento de la mezcla. Tras la formacion de una emulsion estable, el disolvente organico
se evapord mediante agitacion a 600 rpm durante 3 horas. A continuacion, se realizo el
proceso de lavado de la misma manera que en el caso de una emulsion en discontinuo.
Este proceso de sintesis se realizé por triplicado.

También se prepararon NPs de PLGA-ICG por emulsién-evaporacion doble median-
te la tecnologia de microfluidica. Para el proceso de emulsién doble en continuo se
utilizaron dos micromezcladores consecutivos. Para la fase orgénica se disolvidé 200 mg
de PLGA Resomer RG 504 25G en 12 mL de acetato de etilo 99.6 %. Para la fase acuosa
se disolvio 10 mg de ICG en 10 mL de agua Milli-Q. Ambas corrientes se inyectaron, con
ayuda de una bomba (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) a través de un tuvo de
PTFE y se mezclaron en el primer micromezclador (Micro4 Industries GmbH, Mainz,
Alemania) con un cadual de flujo para la fase organica de 13.5 mL/min y un caudal de
flujo para la fase acuosa de 4.5 mL/min. Esta primera emulsion resultante producida
en el primer micromezclador fue inyectada en el segundo micromezclador junto con
una tercera corriente que contenfa 50 mL de colato sddico 1% como surfactante. Esta
tercera corriente tenia un caudal de flujo de 36 mL/min. Este dispositivo se introdujo
en un bano de hielo para evitar la rapida evaporacion del disolvente organico. Una vez
realizada la segunda emulsion se anadié 50 mL de colato de sodio 0.3 % para terminar
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Figura A.3: Micromezclador interdigital basado en PEEK.

de estabilizar la emulsion. El disolvente orgénico se evaporo6 tras su agitacion a 600 rpm
durante 3 horas. Finalmente, se realiz6 el mismo proceso de lavado optimizado para el
método en discontinuo. Se realizaron tres réplicas para cada proceso de sintesis.
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Anexo B

Materiales y métodos

B.1 Curvas de calibraciéon utilizadas para la determi-
naciéon de DL y EE.

Las concentraciones de ICG encapsulada y no encapsulada se ha determinado a partir
del espectro de absorbancia del cromoéforo en la disolucion de NPs y en la disolucion
del sobrenadante, respectivamente.

Para determinar la concentracion de ICG encapsulada, se han preparado unos patro-
nes de calibrado con una concentracion perfectamente conocida de ICG entre 0.5 ppm
y 5 ppm utilizando como disolvente una mezcla de agua Milli-Q /DMSO con una pro-
porcion 5:95 (Figura B.la). El maximo de absorbancia se encuentra a 794 nm. Para
determinar la concentracion de ICG no encapsulada, se prepararon unos patrones de
calibrado con una concentracion perfectamente conocida de ICG entre 0.5 ppm y 5 ppm
utilizando como disolvente agua Milli-Q (Figura B.1b). El maximo de absorbancia en
este caso se encuentra a 779 nm. Para la cuantificacion del ICG encapsulado y no
encapsulado fue necesario diluir la muestra para que los valores de absorbancia estén
dentro del rango de la recta de calibrado.

B.2 Espectrofotometria Ultravioleta-visible (UV-vis)

Para determinar la concentracion de ICG encapsulada en las NPs PLGA-ICG obtenidas
por la técnica 6ptima se anadié 50 pli de la disolucion de NPs y 950 nL. de DMSO para
disolver las NPs y permitir al ICG salir de ellas. Como linea base se introdujo una
disoluciéon HoO/DMSO con una proporcion 5:95. Para determinar la concentracion de
ICG no encapsulada (sobrenadante) se anadié 50 nl. de sobrenadante y 950 nL. de agua
Milli-Q. Como linea base se utilizé agua Milli-Q.

B.3 Caracterizacion de las NPs

B.3.1 Dynamic Light Scattering (DLS)

Para determinar el tamano hidrodinamico y la polidispersidad de las NPs se anadieron
3 gotas aproximadamente de la dispersion de NPs en una cubeta con 3/4 aproxima-
damente de agua Milli-Q. La cubeta fue sonicada antes de la medida y se determind
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Figura B.1: Recta de calibrado con patrones preparados con una concentraciéon per-
fectamente conocida de ICG entre 0.5 ppm y 5 ppm utilizando como disolvente una
mezcla agua/DMSO 5:95 (a) para determinar la concentracion de ICG encapsulada en
las NPs y utilizando como disolvente agua Milli-Q (b) para determinar la concentracion
de ICG no encapsulada.

la media del didmetro hidrodindmico y el indice de polidispersidad de esta suspension
homogénea de NPs. Cada medida se realiz6 por triplicado.

B.3.2 Potencial zeta

Para medir el potencial zeta se anadieron tres gotas de la disolucion de NPs en una
cubeta con 1/4 aproximadamente de KCl 1 mM a pH 7, que actiia como electrolito de la
disolucion. Esta suspension se sonico antes de la medida. Posteriormente, se introdujo
con cuidado un electrodo de forma cuidadosa para que no se dé la aparicién de burbujas
entre el electrodo y la disolucion. Finalmente se introdujo la cubeta en el instrumento
y se realiz6 la medida.

B.3.3 FTIR

Para la medida de los espectros de FTIR es necesario tener la muestra en solido. En
un portamuestras, se echd una gota de la dispersion de las NPs de PLGA vacias y las
NPs de PLGA-ICG. Se dejo secar en una incubadora a 37 °C. Una vez se seco la gota,
se anadio otra gota y se repitio el proceso. Este proceso se repitié hasta que se observo
una capa homogénea de NPs en el portaobjetos, la cual se procedié a medir.

B.3.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

En primer lugar se diluyé la disolucion de NPs en agua Milli-Q con el objetivo de
conseguir una imagen con las NPs individuales. La muestra diluida se deposité en un
portamuestras pegado a una cinta conductora de carbono de doble cara. Se dejo secar
a temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente, la muestra se recubrié con
Pd antes de ser visualizado por el microscopio.
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B.3.5 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La muestra a observar por TEM se diluy6é en agua Milli-Q directamente en un papel
parafilm. Se cogié una gota y se depositdé en una rejilla de cobre. Esta rejilla de co-
bre se impregn6 durante 15 minutos en un agente de contraste (acido fosfotungstico
30 mg/mL). La rejilla se guardoé para su posterior visualizacion por TEM.

B.4 Estudio de estabilidad de las NPs de PLGA-ICG
y del ICG libre

Se prepararon las distintas disoluciones de ICG libre y NPs (50 ppm y 100 ppm) en
varios eppendorfs. Cada eppendorf correspondia a un tiempo de medida (0 h, 24 h,
48 h, 72 h, 168 h, 192 h). Para el estudio de estabilidad del ICG libre, una parte de los
eppendorf preparados se mantuvo en una incubadora a 37 °C en agitacion y otra parte
se mantuvo en la nevera a 4 °C. La absorbancia se midi6 directamente en el tiempo
de medida correspondiente. Para el estudio de estabilidad de las NPs de PLGA-ICG la
absorbancia no se midi6 directamente. Antes de la medida de absorbancia, la disolucion
de NPs se centrifug6 a 13300 rpm durante 10 minutos y se retird el sobrenadante con el
objetivo de eliminar la contribucién del ICG liberado de las NPs. El pellet se redisperso
en DMSO para romper las NPs y cuantificar el ICG dentro de las mismas.

B.5 Estudio de liberacion del ICG de las NPs

Para realizar el estudio de liberacion de forma indirecta, se anadié una cantidad co-
nocida de NPs de PLGA-ICG en PBS y en agua Milli-Q y una cantidad conocida de
NPs de PLGA-ICG-BSA en PBS. Se prepararon distintos eppendorfs y cada uno co-
rrespondia a un tiempo de medida (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 h y 192 h). Estos
eppendorfs se introdujeron en un incubador a 37 °C cubiertos con papel de aluminio
para proteger las muestras de la luz.

Se cogi6 el eppendorf correspondiente a cada tiempo de medida y se centrifugo
a 13300 rpm durante 10 minutos. Se retir6 el sobrenadante, las NPs precipitadas se

redispersaron en DMSO y se cuantificd el ICG encapsulado a partir de una recta de
calibrado en DMSO (Figura B.2).

Calibraciéon en DMSO (794nm)
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Figura B.2: Recta de calibrado con patrones preparados con una concentracion perfec-
tamente conocida de ICG entre 0.1ppm y 2.5ppm utilizando como disolvente DMSO
para determinar la concentraciéon de ICG encapsulada en las NPs.
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B.6 Cuantificacion de ROS

Para la cuantificacion de ROS, en una placa de 96 pocillos, se prepararon disoluciones
a diferentes concentraciones de ICG tanto libre (25 ppm, 50 ppm, 100 ppm y 150 ppm)
como encapsulado por la técnica més 6ptima. Posteriormente, estos pocillos fueron irra-
diados con luz laser diodo de 808 nm a una irradiancia de 1 W/cm? durante 5 minutos.
Se realiz6 la medida de la intensidad de fluorescencia de cada pocillo (pico de excita-
cion a 504 nm y pico de emision a 525 nm) mediante un lector de placas Multimode
Synergy HT microplate reader (Biotek, WI, USA). Estas condiciones de irradiacion y
las diferentes concentraciones de ICG utilizadas son las mismas que las que se utili-
zaran para evaluar la actividad antimicrobiana. Estas disoluciones se prepararon por
triplicado para realizar la estadistica correspondiente.

B.7 Actividad fototérmica

Para evaluar la actividad fototérmica se prepard una disolucion de 25 ppm de ICG y
se irradi6 durante 15 minutos con un laser diodo de 808 nm con una irradiancia de
1 W/cm?. El aumento de temperatura debido a la irradiacion se determind mediante
una sonda de temperatura. En la Figura B.3 se muestra una imagen de las NPs de
PLGA-ICG con la sonda de temperatura tras irradiar 15 minutos.

Figura B.3: Imagen de las NPs PLGA-ICG tras irradiar 15 minutos para la medida
del aumento de temperatura.

B.8 Actividad antimicrobiana

Para evaluar la actividad antimicrobiana, se prepard una suspension de S. aureus en
4 mL de medio de cultivo TSB (Tryptic Soy Broth) anadiendo colonias crecidas en
placas de agar (Trypto-Casein Soy Agar, TSA). Esta suspension bacteriana se dejo
incubando 24 horas a 37 °C y 150 rpm para su crecimiento hasta la fase estacionaria

(1 x 10" CFU/mL).

54



Una vez en la fase estacionaria, se diseno el experimento. El cultivo de bacterias
(1 x 10'° CFU/mL) se diluy6 hasta 5 x 105 CFU/mL en el caso de que el tiempo
de incubacion sea de 24 horas y hasta 5 x 108 CFU/mL en el caso de que el tiempo
de incubacién sea de 15 minutos. Para ello, se prepararon disoluciones de 200 ppm,
100 ppm y 50 ppm de ICG (libre y encapsulado) en T'SB para, posteriormente diluirlas
a la mitad (100 ppm, 50 ppm y 25 ppm) con 100 nL de la disolucion de bacterias diluida,
teniendo un volumen final de 200 pL. Las disoluciones control contenian 100 pL. de T'SB
y 100 uLL de la disolucion de bacterias.

Estas disoluciones se incubaron en la oscuridad un cierto tiempo (15 minutos o
24 horas dependiendo del experimento). Ademas, se realizaron dos experimentos de
forma simultédnea, un experimento con irradiaciéon y otro sin irradiacion. Las disolu-
ciones correspondientes al experimento con irradiacién se anadieron a los pocillos de
una placa de 96 pocillos y se irradiaron durante 5 minutos con luz laser de 808 nm
de irradiancia 1 W/cm? (Figura B.4.) En una nueva placa de 96 pocillos, se anadi6
a cada pocillo 20 pLL. de una disolucién que contiene ICG libre o encapsulado y una
disolucion bacteriana (del experimento con irradiaciéon y sin ella). Posteriormente se
anadioé 180 ul. de PBS. Estas disoluciones de los pocillos fueron diluidas siguiendo el
método de diluciéon seriada. Posteriormente, se depositaron 25 pl de las muestras di-
luidas en placas Petri preparadas con el medio nutricional de agar (TSA). Estas placas
se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Finalmente, se cont6 el nimero de unidades
formadoras de colonias (CFU/mL). Todos los experimentos fueron repetidos tres veces.

Figura B.4: Imagen de las NPs PLGA-ICG con distintas concentraciones irradiando
S5min para la evaluacion de la actividad antimicrobiana.
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Anexo C

Resultados y discusion

C.1 Determinacioén de la carga de farmaco, eficiencia
de encapsulacién y balance de materia.

En la Tabla C.1 se muestran los resultados de DL, EE, error y rendimiento (en porcen-
taje) para las distintas concentraciones de ICG probadas para la técnica de emulsion
en discontinuo simple. En la Tabla C.2 se muestran los resultados para las distintas
concentraciones de ICG probadas en la técnica de sintesis de emulsiéon doble.

Emulsién simple (O/W)

Masa de ICG [mg] DLicorico [%]  DLexp. directo | 0] DLexp. indirecto | %]  EE [ %] Error [ %] Rendimiento [ %]
0.625 1.24 0.33 £ 0.05 1.01 4+ 0.05 9.73 £ 1.86 20.24 £+ 3.90 36.85 + 4.73
1.3 2.53 0.61 £ 0.08 1.56 = 0.91 7.80 &+ 1.17 19.39 & 2.42 32.96 + 1.61

Tabla C.1: Porcentaje de la carga de farmaco, eficiencia de encapsulaciéon, rendimiento
y error en el caso de las NPs de PLGA-ICG sintetizadas por emulsion simple O/W con
distintas concentraciones de ICG.

Emulsién doble (W/0/W)

Masa de ICG [mg] DLteérico [%] DLexp. directo [%] DLexp. indirecto [%] EE [%] Error [%] Rendimiento [%]
0.625 1.24 0.45 £ 0.01 0.95 + 0.07 16.04 £ 0.31 17.81 + 1.66 44.31 + 2.27
1 1.96 0.85 = 0.05 1.54 £ 0.36 17.15 £ 1.92 13.63 + 6.12 39.74 £+ 4.82

Tabla C.2: Porcentaje de la carga de farmaco, eficiencia de encapsulacion, rendimiento
y error en el caso de las NPs de PLGA-ICG sintetizadas por emulsion doble W/O/W
con distintas concentraciones de ICG.

Para la emulsion O/W se consiguié un mayor DL al anadir 1.3 mg de ICG. Para
la emulsion W/O/W se consigui6 un mayor DL para 1 mg de ICG, cantidad méaxima
que se pudo probar debido al limite de solubilidad del ICG.

C.2 Caracterizacion de las NPs

C.2.1 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

En la Tabla C.3 se muestran los valores del didmetro hidrodinamico y polidispersidad
obtenidas mediante el DLS para las distintas técnicas de emulsion.
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Técnica de sintesis ~ Diametro hidrodinamico [nm| Polidispersidad [-|

O/W 1.3mgICG 155.3 £ 46.5 0.091 £ 0.023
O/W-MF 1.3mgICG 292.0 £ 55.8 0.202 £ 0.026
W/O/W 1mgICG 170.0 £ 47.0 0.077 £ 0.009
W/O/W-MF 1mgICG 402.2 £ 110.3 0.161 + 0.005

Tabla C.3: Diametro hidrodinamico [nm| e indice de polidispersidad de las NPs ob-
tenidas por los métodos de emulsion en discontinuo (O/W y W/O/W) y en continuo
(O/W MF y W/O/W MF).

Las NPs obtenidas por el método en discontinuo son de mayor tamano (292 nm y
402 nm para O/W-MF y W/O/W-MF, respectivamente). Ademas, el indice de poli-
dispersidad es mayor para los métodos en continuo. Las NPs obtenidas por emulsién
W/O/W tienen un mayor didmetro que aquellas obtenidas por emulsion O/W ya que
las NPs obtenidas por emulsion W/O/W contienen tres fases (dos fases acuosas y una
fase orgénica).

C.2.2 Potencial zeta

En la Tabla C.4 se muestran los valores de potencial zeta para las NPs obtenidas por
los métodos de emulsion en discontinuo (O/W y W/O/W) y en continuo (O/W-MF
y W/O/W-MF). El potencial zeta para los métodos de emulsién doble es mayor que
para aquellos métodos de emulsion simple debido a la presencia del surfactante (colato
sodico), que tiene carga negativa. La emulsion simple tiene menor potencial zeta debido
a que utiliza como surfactante pluronic, que tiene carga neutra. Aun asi sigue teniendo
potencial negativo debido a la carga negativa del ICG. El potencial zeta de las NPs
obtenidas por el método de emulsién en continuo es més negativo. Una hipotesis podria
ser que esta diferencia en el potencial zeta se puede deber a una distinta distribucion de
ICG en la NP, es decir, el ICG podria estar ubicado mayoritariamente en la superficie
de las NPs en vez de en el interior de esta.

Técnica de sintesis  Potencial zeta [mV]|

O/W 1.3mgICG -28. 48 £ 5.46
O/W-MF 1.3mgICG -50.82 £ 1.29
W/O/W 1mgICG -44.14 £ 5.79

W/O/W-MF 1mgICG -72.23 £5.78

Tabla C.4: Valores de potencial zeta [mV] de las NPs obtenidas por los métodos de
emulsion en discontinuo (O/W y W/O/W) y en continuo (O/W MF y W/O/W MF).

C.2.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

En la Figura C.1 y C.2 se muestran las imagenes del SEM y la grafica de distribuciéon
de tamanio de las NPs sintetizadas por O/W y W/O/W en continuo, respectivamente.
Se muestra una alta polidispersidad de las NPs y una ancha distribucién de tamano.
Las NPs obtenidas por W/O/W en continuo tienen un mayor tamano que aquellas
obtenidas por O/W en continuo.
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En la Figura C.3 se muestra la imagen por SEM y la grafica de distribuciéon de
tamano de las NPs de PLGA vacias obtenidas por W/O/W en discontinuo. Son NPs
monodispersas con una estrecha distribucion de tamano y de un diametro de 125 nm.

120
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Figura C.1: Imagen vista al SEM de las NPs PLGA-ICG obtenidas por O/W en
continuo (a), y su distribucién de tamano correspondiente (b)
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Figura C.2: Imagen vista al SEM de las NPs PLGA-ICG obtenidas por W/O/W en
continuo (a), y su distribucion de tamano correspondiente (b).

C.3 Presencia de un agente estabilizante en las NPs
de PLGA-ICG

En la Figura C.4 se muestra que las NPs de PLGA-ICG tienden a agregarse en PBS o

en TSB sin la presencia del estabilizador BSA. El BSA evita la agregacion de las NPs
en estos medios.
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Figura C.3: Imagen vista al SEM de las NPs PLGA obtenidas por W/O/W en dis-
continuo (a), y su distribucién de tamano correspondiente (b).

En la Figura C.5 se muestra que la presencia de TSB evita la agregacion de las NPs
de PLGA-ICG en el medio de cultivo TSB.

(a) NPs PLGA-ICG en (b) NPs PLGA-ICG +
PBS sin BSA (dcha) y TSB + bacterias
con BSA (izda)

Figura C.4: NPs de PLGA-ICG en PBS con BSA y sin BSA (a), y NPs de PLGA-ICG

en TSB junto con la suspension bacteriana sin BSA (b).

C.3.1 Microscopia electronica de barrido (SEM) de las NPs de
PLGA-ICG-BSA

En la Figura C.6 se muestra la imagen del SEM de las NPs de PLGA-ICG-BSA y
su correspondiente distribucién de tamano. Al anadir el agente estabilizante, las NPs
tienen un didmetro medio de 187.01 4+ 32.67 nm. Cabe destacar que al anadir el agente
estabilizante las NPs presentan un mayor tamano que en ausencia del estabilizante
(136.66 + 34.86 nm), aunque esta diferencia no es muy significativa. Al anadir el
agente estabilizante las NPs mantienen su monodispersidad.
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Figura C.5: Imagen de las NPs de PLGA-ICG-BSA en TSB.
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Figura C.6: NPs de PLGA-ICG-BSA vistas al SEM (a), y distribuciéon de tamano de
las NPs de PLGA-ICG-BSA (b).

C.4 Estudio de la cinética de liberacion

C.4.1 Ajuste matematico de la cinética de liberaciéon

En la Figura C.7 se muestran las graficas correspondientes al ajuste matematico de la
cinética de liberacion de las NPS de PLGA-ICG-BSA.
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Figura C.7: Ajustes matematicos para el estudio de la cinética de liberacion.
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Anexo D

Diagrama de Gantt

En la Figura D.1 se muestra el tiempo dedicado a cada fase y a cada experimento de
este trabajo, que se ha realizado a lo largo de 9 meses.

2020 2021
Comienzo tarea Fin tarea Oct Nov Dec Jan Feb Mar Apr May
Fase 1: Sintesis NPs |
Emulsién en discontinuo 10/09/2020 14/12/2020 |
Emulsién en continuo 19/01/2021 19/01/2021 |—
Caracterizacion NPs 10/09/2020 19/01/2021

Fase 2: Estudio de estabilidad y liberacion |

Estudio de estabilidad 14/12/2020 03/03/2021 |
Estudio de liberacién 25/01/2021 10/04/2021 |
Fase 3: Evaluacién de actividad fotodindmica y fototérmica

Actividad fotodinamica (cuantificacion ROS) 05/04/2021 07/04/2021

Actividad fototérmica 08/04/2021 09/04/2021

Fase 4: Evaluacién de la actividad antimicrobiana

Actividad antimicrobiana NPs 22/02/2021 07/05/2021

Figura D.1: Diagrama de Gantt
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