
2025 78

Marta Baselga Lahoz

Desarrollo de vectores nano y
microparticulados para el tatuaje
del ganglio linfático centinela en
pacientes con cáncer de mama

quimioterapia neoadyuvante

Director/es
Güemes Sánchez, Antonio
Arruebo Gordo, Manuel



Universidad de Zaragoza 
Servicio de Publicaciones

ISSN 2254-7606



Marta Baselga Lahoz

DESARROLLO DE VECTORES NANO Y
MICROPARTICULADOS PARA EL TATUAJE DEL

GANGLIO LINFÁTICO CENTINELA EN PACIENTES
CON CÁNCER DE MAMA QUIMIOTERAPIA

NEOADYUVANTE

Director/es

Güemes Sánchez, Antonio
Arruebo Gordo, Manuel

Tesis Doctoral

Autor

2024

Repositorio de la Universidad de Zaragoza – Zaguan   http://zaguan.unizar.es

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
Escuela de Doctorado

Programa de Doctorado en Medicina





Desarrollo de vectores nano 
y microparticulados para el  
tatuaje del ganglio linfático 
centinela en pacientes con  
cáncer de mama previa  
quimioterapia neoadyuvante

Tesis Doctoral

Autora: Marta Baselga         Directores: Antonio Güemes, Manuel Arruebo

Programa de Doctorado en Medicina y Cirugía
Universidad de Zaragoza - Instituto de Investigación Sanitaria Aragón
Grupo de Investigación Quirúrgica, Clínica y Experimental (GIIS2)
Grupo de Investigación Advanced Materials in Biomedicine (AMiB)

2020-2024





Tesis Doctoral

Desarrollo de vectores nano y microparticulados para el  
tatuaje del ganglio linfático centinela en pacientes con  
cáncer de mama previa quimioterapia neoadyuvante

Autora
Marta Baselga Lahoz

Directores
Antonio Güemes Sánchez

Manuel Arruebo Gordo

Instituto de Investigación Sanitaria Aragón
Grupo de Investigación Quirúrgica, Clínica y Experimental (GIIS2) y

Grupo Advanced Materials in Biomedicine (AMiB)

Programa de Doctorado en Medicina y Cirugía
Departamento de Cirugía, Ginecología y Obstetricia

2020-2024

Development of nano- and microparticulate vectors for  
sentinel lymph node tattooing in breast cancer patients  

prior to neoadjuvant chemotherapy

Tesis presentada como requisito para la obtención del título 
de Doctora en Medicina por la Universidad de Zaragoza





5

A mi querido tío Pepe,
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pueden aprender me las has enseñado tú.
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El desarrollo experimental de la Tesis ha sido realizado en los laboratorios del 
Instituto de Investigación Sanitaria Aragón (IIS Aragón) y del Instituto de Nano-
ciencia y Materiales de Aragón (INMA).

Los estudios de Microscopía Electrónica de esta Tesis han sido realizados en el 
Servicio de Microscopía Electrónica (CIPF, Valencia, España), en el Servicio de Mi-
croscopía Electrónica de Sistemas Biológicos y en el Laboratorio de Microscopías 
Avanzadas de la Universidad de Zaragoza.

Durante el periodo de formación predoctoral, la doctoranda realizó una estancia 
de investigación en el grupo de Neurobiología Comparada (Dr. J.M. García-Ver-
dugo) del Instituto Cavanilles de Biodiversidad y Biología Evolutiva (Valencia, Es-
paña).

Este proyecto de investigación ha sido financiado por el Instituto de Salud Carlos 
III (referencia de la financiación: DTS20-00131) y por el Instituto de Investigación 
Sanitaria Aragón. 

Como resultado de la investigación de esta Tesis Doctoral, se han realizado 
2 artículos de investigación (ver Anexo 1) y 2 comunicaciones en congre-
sos internacionales en formato de póster (ver Anexo 2).
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En cáncer de mama, la metástasis en ganglios linfáticos axilares es uno de los indicadores pro-
nósticos de mayor relevancia clínica. La diseminación más frecuente ocurre a través de los gan-
glios axilares homolaterales, siendo el estadiaje ganglionar indispensable para la estadificación  
del tumor y la elección de tratamiento. Históricamente, la linfadenectomía axilar (LA) constituía 
el procedimiento estándar para el estadiaje axilar. Sin embargo, en las últimas décadas la LA 
se ha sustituido por técnicas menos invasivas como la biopsia selectiva del ganglio centinela 
(BSGC), que consiste en la extirpación individual del ganglio linfático centinela (GC). El GC recibe 
de forma directa y en primer lugar el drenaje linfático desde la lesión tumoral, por lo que, si el GC 
no muestra afectación metastática, el resto de los ganglios axilares probablemente permanecen 
libres de enfermedad. La probabilidad de diseminación preferente en ganglios no centinela es 
inferior al 0.1 %, por lo que la BSGC ha sustituido la LA para la estadificación del GC, reduciendo 
la morbilidad de la intervención. La detección del GC se basa en la inyección de radiotrazadores, 
que migran por via linfática, al igual que las células tumorales, hasta el primer ganglio regional, 
donde se acumulan temporalmente antes de migrar al resto de los ganglios regionales. En las 
pacientes que han recibido quimioterapia neoadyuvante (QTNA), las vías de drenaje linfático 
resultan modificadas y los GC pueden reducir su tamaño como consecuencia del tratamiento. 
Estas pacientes presentan mayor dificultad para la identificación del GC respecto a las pacien-
tes que no son tratadas, por lo que se hace necesario marcar previamente los ganglios afectados 
o sospechosos. Para salvar esta limitación, los ganglijos afectados detectados previamente a la 
QTNA son localizados y marcados. Existen varias técnicas para el marcaje del GC, incluyendo la 
colocación de clips metálicos radiolúcidos, magnéticos o detectados por sondas radar, el uso de 
semillas radioactivas y el tatuaje del GC. Este último consiste en la administración de suspen-
siones de carbono en el tejido ganglionar, consiguiendo una pigmentación negra que permanece 
en el ganglio hasta la cirugía definitiva y facilita su detección visual en el momento quirúrgico. 
El tatuaje con suspensiones de carbono ha demostrado ser una técnica simple, asequible y de 
bajo coste con altas tasas de identificación, además de no interferir durante la evaluación ana-
tomopatológica. Sin embargo, esta técnica es novedosa y todavía no se ha generalizado en las 
unidades de mama. Además, todavía se requiere de más investigación sobre su permanencia 
a largo plazo y su posible migración a otros ganglios cercanos para garantizar la seguridad del 
tratamiento.

Con base a lo anterior, el objetivo de esta Tesis fue desarrollar y validar experimentalmente un 
método de marcaje de GC metastatizados en pacientes con cáncer de mama previa QTNA para 
la disección axilar dirigida (DAD). Partimos de la hipótesis de que las diferentes variables fisico-
químicas de los vectores de marcaje producen un efecto biológico diferente en el ganglio linfá-
tico. Para este fin, optimizamos y caracterizamos 6 tipos de vectores de marcaje para su inocu-
lación directa en los ganglios linfáticos de los animales de experimentación. Utilizamos 10 cerdos 
White Landrace para la experimentación in vivo; 5 para estudiar los efectos sobre los ganglios 
linfáticos de la inoculación a corto plazo (1-6 semanas) y otros 5 en los estudios a largo plazo (16 
semanas). En los estudios experimentales a corto plazo, se inocularon vectores para comparar 
el efecto de la encapsulación de nanopartículas de carbono (C-NPs) en partículas poliméricas 
de ácido (poli(láctico-co-glicólico), PLGA) respecto a la inoculación de C-NPs no encapsuladas, 
el efecto de la concentración de las partículas en el vector (10 y 20 mg/ml) el efecto de la en-
capsulación de C-NPs o melanina como elemento colorante y el efecto del tamaño de partícula. 
Para estudiar esta última variable se encapsularon C-NPs en nano (CS) y micropartículas (CE) de 
PLGA de tamaños entorno a ∼100 nm (nanopartículas, NPs) y a ∼1 µm (micropartículas, MPs). En 
los estudios experimentales a largo plazo, además de mantener estas variables, se exploró el uso 
de otro PLGA base para conseguir una degradación más lenta, así como la coencapsulación de 
cloroquina (CQ), la cual reduce la internalización de las partículas por parte de los macrófagos, 
además de las C-NPs. Las NPs de PLGA con C-NPs y melanina encapsulada (M) fueron sinteti-
zadas por emulsión, mientras que las MPs de PLGA-C-NPs se obtuvieron por electrosprayado.

En este estudio, se tatuaron un total de 112 ganglios linfáticos en los animales de experimentación 
con los diversos métodos señalados. Tras los diferentes tiempos de estabulación, se estudiaron 
diversas variables macro y microscópicas para la comparación de los diferentes vectores. A ni-

Resumen
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vel macroscópico se analizaron la facilidad en la identificación intraoperatoria y el área marcada, 
mientras que a nivel microscópico se estudió la localización de las partículas, el tamaño de los 
cúmulos formados por los aglomerados de partículas y la intensidad de la reacción inflamatoria. 
A nivel macroscópico, la tasa de identificación fue del 50-100 % de los ganglios tras 16 semanas 
dependiendo del tipo de partícula inoculada. No se identificó ninguno de los ganglios marcados 
con C-NPs no encapsuladas (control). El porcentaje de área marcada fue similar en todos los 
marcajes (10.3 %), a excepción de las C-NPs no encapsuladas, que solo tatuaron el 2.5 % de la su-
perficie del ganglio. Microscópicamente, en todos los ganglios apareció reacción inflamatoria de 
tipo cuerpo extraño asociada a la presencia de las partículas, caracterizado por la presencia de 
macrófagos y células gigantes multinucleadas. En ocasiones, además, se encontraron pequeños 
focos necróticos, especialmente en los ganglios marcados con vectores basados en melanina. 
En los estudios ultraestructurales, encontramos que los macrófagos fagocitaron y aislaron las 
partículas administradas desde la primera semana tras la inoculación. Tras su internalización en 
fagosomas en un intento por degradar las partículas, tanto las C-NPs como los fragmentos de 
melanina cristalizada rompen la membrana de los fagosomas, derramando las hidrolasas lisoso-
males al citoplasma y produciendo la lisis celular. En consecuencia, nuevos macrófagos fagocitan 
los restos celulares y de partículas presentes en el medio extracelular, y así sucesivamente hasta 
las 16 semanas estudiadas. Además, estudiamos secuencialmente por microscopía electrónica la 
migración transendotelial transcelular como un mecanismo asociado a la reacción inflamatoria, 
donde las células inmunitarias circulantes son reclutadas en regiones específicas de los vasos y 
extravasadas para orquestar una respuesta inmunitaria.

En los estudios estadísticos de las variables estudiadas, encontramos leves correlaciones posi-
tivas entre el área marcada y la extensión de la inflamación (p<0.043), el área marcada y la tasa 
de identificación (p<0.001), la inflamación y la tasa de identificación (p<0.001), y negativa entre 
la tasa de identificación y el tamaño de los cúmulos (p<0.044). Además, el tiempo es el factor 
que más afecta a las variables estudiadas. Comparando las variables en los estudios a corto y 
largo plazo encontramos una reducción significativa del área marcada (p<0.001), de la facilidad 
en la identificación (p<0.001), de la extensión de la inflamación (p=0.002) y del tamaño de los 
cúmulos (p=0.007) conforme aumenta el tiempo. Según el tipo de marcaje (CS, CE y M) se en-
contraron diferencias en la extensión de la inflamación (p=0.041), siendo las partículas cargadas 
de melanina las que mayor inflamación desencadenan, y en el tamaño de los cúmulos (p=0.039), 
siendo también los vectores de melanina los que formaron agregados de partículas más grandes. 
Finalmente, el tamaño de la partícula en el vector de marcaje (CS y CE) solo mostró diferencias 
estadísticamente significativas en la extensión de la inflamación (p=0.044), produciendo las par-
tículas más pequeñas (CS) mayor reacción inflamatoria en los estudios a largo plazo. El cambio 
de PLGA en los estudios a largo plazo solo reportó diferencias significativas en las distribuciones 
de la variable del tamaño de los cúmulos para ambos grupos, mientras que la coencapsulación 
de CQ no pareció tener efecto.

En conclusión, observamos que la encapsulación de C-NPs en una matriz polimérica no solo 
aumenta la estabilidad del marcaje en el ganglio a lo largo del tiempo (reduciendo la migración y 
evitando el marcaje de ganglios secundarios), sino que también reduce la intensidad de la res-
puesta inflamatoria y mejora la tasa de identificación intraoperatoria tras 4 meses. A nivel clínico, 
la facilidad de identificación y la reducción de la reacción inflamatoria son las variables más im-
portantes. Nuestros resultados preliminares indican que las nanopartículas (CS) generan mayor 
reacción inflamatoria que las micropartículas (CE). Aunque a priori se sopesó que la melanina 
produjera menor citotoxicidad al tratarse de un pigmento endógeno, encontramos que produce 
mayor reacción inflamatoria y más necrosis en el tejido ganglionar, por lo que las C-NPs son las 
candidatas más adecuadas. La tasa de identificación fue ligeramente superior en las CE respecto 
a las CS. Sin embargo, la identificación fue similar en ambas concentraciones (20 versus 10 mg/
ml), lo que sugiere que esa dosis de NPs/MPs es suficiente para tatuar los ganglios a largo plazo. 
Por tanto, según estos estudios preliminares, los vectores de micropartículas de PLGA con C-NPs 
encapsuladas en su interior parecen ser los candidatos más adecuados para el marcaje del CG, 
mejorando la técnica actual de tatuaje ganglionar. 
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In breast cancer, axillary lymph node metastasis is one of the most clinically relevant prog-
nostic indicators. The most frequent dissemination occurs through the regional axillary lymph 
nodes, making the lymph node study indispensable for tumour staging and choice of treat-
ment. Historically, axillary lymphadenectomy (AL) was the standard procedure for axillary 
staging. However, in recent decades LA has been replaced by less invasive techniques such 
as sentinel node selective biopsy (SLNB), which involves the removal of the individual sentinel 
lymph node (SLN). The LN is the lymph node that directly and firstly receives lymphatic dra-
inage from the tumour lesion, so if the LN does not show metastatic involvement, the rest of 
the axillary nodes probably also remain disease-free. The probability of preferential spread in 
non-sentinel nodes is less than 0.1%, so BSGC has replaced LA for SLN staging, reducing the 
morbidity of the procedure. Essentially, BSGC relies on a periareolar injection of methylene 
blue during surgery, which can lead to high false negative rates in patients with axillary invol-
vement who have undergone neoadjuvant chemotherapy (NACT) due to the modification of 
the lymphatic drainage pathways and the reduction in lymph node size. To overcome these 
limitations, in directed axillary dissection (DAD) a marker is placed in the SLN pre-NACT. The-
re are several techniques for marking the SLN, including the placement of surgical clips, the 
use of radioactive seeds and SLN tattooing. The latter involves the administration of carbon 
suspensions in the lymph node tissue, achieving a black pigmentation that facilitates visual 
detection at the time of surgery. Tattooing with carbon suspensions has demonstrated high 
identification rates and does not interfere with the pathological evaluation. However, further 
studies are still needed to ensure the safety of the treatment.

Based on the above, the aim of this Thesis was to develop and experimentally validate a 
marking method for metastatic SLN in patients with breast cancer previously treated with 
NAC for SLNB. We started with the hypothesis that the different physicochemical variables 
of the marking vectors produce a different biological effect in the lymph node. Therefore, we 
optimized and characterized 6 types of marking vectors for the administration in pig lymph 
nodes. We used 10 White Landrace pigs for in vivo experimentation; 5 in short-term stu-
dies (1-6 weeks) and another 5 in long-term studies (16 weeks). In short-term experimental 
studies, vectors were inoculated to compare the effect of encapsulating carbon nanoparti-
cles (C-NPs) in polymeric particles (poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA) versus inoculating 
non-encapsulated C-NPs, the effect of particle concentration in the vector (10 and 20 mg/
ml), the effect of CNP encapsulation versus melanin as a coloring element, and the effect of 
particle size. To study this last variable, C-NPs were encapsulated in nano (CS) and micropar-
ticles (CE) of PLGA with sizes around ∼100 nm and ∼1 µm. In long-term experimental studies, 
in addition to maintaining these variables, the effect of using another PLGA as carrier having 
slower degradation and the co-encapsulation of chloroquine (CQ) in addition to C-NPs were 
studied. PLGA nanoparticles with C-NPs and encapsulated melanin (M) were synthesized by 
simple (o/w) and double (w/o/w) emulsions, respectively, while PLGA-C-NPs microparticles 
were obtained by electrospraying.

In this study, a total of 112 lymph nodes were marked in the experimental animals. After va-
rious periods of stabling, various macroscopic and microscopic variables were studied to 
compare the different vectors. At the macroscopic level, ease of intraoperative identification 
and marked area were analyzed, while at the microscopic level, particle localization, cluster 
size formed by particle aggregates, and intensity of the inflammatory reaction were studied. 
Macroscopically, the identification rate was 50-100% of the nodes after 16 weeks depending 

Abstract
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on the type of particle inoculated. None of the nodes marked with non-encapsulated C-NPs 
(control) were identified. The percentage of marked area was similar in all markings (10.3 %), 
except for non-encapsulated C-NPs, which only tattooed 2.5% of the node surface. Micros-
copically, foreign body inflammatory reaction associated with particle presence appeared in 
all nodes, characterized by the presence of macrophages and multinucleated giant cells. Oc-
casionally, small necrotic foci were also found, especially in nodes marked with melanin-ba-
sed vectors. In ultrastructural studies, we found that macrophages phagocyted and isolated 
the administered particles from the first week after inoculation. After internalization into pha-
gosomes to digest the particles, both C-NPs and fragments of crystallized melanin ruptured 
the phagosome membrane, spilling lysosomal hydrolases into the cytoplasm and causing 
cell lysis. Consequently, new macrophages phagocytized the cellular and particle remnants 
present in the extracellular medium, and so on until the 16 weeks studied. Additionally, we 
sequentially studied transendothelial migration (TEM) as a mechanism associated with the 
inflammatory reaction by electron microscopy, where circulating immune cells are recruited 
to specific regions of the vessels and extravasate to orchestrate an immune response.

In the statistical studies of the variables studied, we found slight positive correlations be-
tween the marked area and the extent of inflammation (p<0.043), the marked area and the 
identification rate (p<0.001), inflammation and the identification rate (p<0.001), and negative 
correlations between the identification rate and the size of the clusters (p<0.044). In addi-
tion, time is the factor that most affects the variables studied. Comparing the variables in the 
short and long-term studies, we found a significant reduction in the marked area (p<0.001), 
ease of identification (p<0.001), extent of inflammation (p=0.002) and size of the clusters 
(p=0.007) with increasing time. According to the type of labelling (CS, CE and M), differences 
were found in the extent of inflammation (p=0.041), with melanin-loaded particles triggering 
the highest inflammation, and in the size of the clusters (p=0.039), with melanin vectors also 
forming the largest particle aggregates. Finally, particle size in the tagging vector (CS and 
CE) only showed statistically significant differences in the extent of inflammation (p=0.044), 
with the smaller particles (CS) producing a greater inflammatory reaction in the long-term 
studies. PLGA switching in the long-term studies only reported significant differences in the 
distributions of the cluster size variable for both groups, while CQ coencapsulation appeared 
to have no effect.

In conclusion, we observed that the encapsulation of C-NPs in a polymeric matrix not only 
increases the stability of the marking in the lymph node over time (reducing migration and 
avoiding the marking of secondary nodes), but also reduces the intensity of the inflammatory 
response and improves the intraoperative identification rate after 4 months. At clinical le-
vel, ease of identification and reduction of the inflammatory reaction are the most impor-
tant variables. Our preliminary results indicate that nanoparticles (CS) generate a greater 
inflammatory response than microparticles (EC). Although melanin was a priori considered 
to produce less cytotoxicity as an endogenous pigment, we found that it produces a grea-
ter inflammatory reaction and more necrosis in the ganglion tissue, making C-NPs the most 
suitable candidates. The identification rate was slightly higher in ECs than in CSs. However, 
identification was similar at both concentrations (20 versus 10 mg/ml), suggesting that this 
dose of NPs/MPs is sufficient to tattoo lymph nodes in the long term. Therefore, according 
to these preliminary studies, PLGA microparticle vectors with encapsulated C-NPs inside 
appear to be the best candidates for GC tattooing, improving the current technique of lymph 
node tattooing. 
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AcEt
AJCC
BSGC
CDI
CDIS
CIBA
CIPF	
CK19	
C-NPs	
CRC
CQ
DAD	
DCM
DLS
DMEM	
DMF
DTG
DRC
EGFR
EKG
EMT
ER
FBS
FDA
FDC
FRC
GC
GLC
HER
HEV
HIF
IACS
ICC
IFZ
IHQ
IMC
H&E
IFRC 
ITC
LA	
LCI	
LDIS	
GA 	
GLOBOCAN
LA
MC
MEC	
medRC	
Mel-NPs

Abreviaturas
Acetato de Etilo
The American Joint Committee of Cancer
Biopsia Selectiva del Ganglio Centinela
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Ductal In Situ
Centro de Investigación Biomédica de Aragón
Centro de Investigación Príncipe Felipe
Citoqueratina 19
Nanopartículas de Carbono
Células reticulares CXCL12+
Cloroquina
Disección Axilar Dirigida
Diclorometano
Dispersión de Luz Dinámica (Dynamic Light Scattering)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimetilformamida
Primera Derivada de la Curva Termogravimétrica
Células Dendrítico-Reticulares
Rec. del Factor del Crecimiento Epidérmico (Epidermic Growth Factor Receptor)
Electrocardiograma
Transición Epitelio-Mesenquimal (Epithelium-Mesenchymal Transition)
Receptores de Estrógenos	
Suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)
Food and Drug Administration
Células Dendríticas Foliculares
Células Reticulares Fibroblásticas 
Ganglio Linfático
Ganglio Linfático Centinela
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano	
Células del Endotelio Alto (High Endothial Venules)
Factor Inducible por Hipoxia (Hypoxia-Inducible Factor)
Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud
Células Intersticiales de Cajal (Intersticial Cajal Cells)
Zona Interfolicular
Inmunohistoquímica
Índice de Masa Corporal
Hematoxilina/Eosina
Células Reticulares Interfoliculares
Células Tumorales Aisladas (Isolated Tumour Cells)
Ácido Láctico (Lactic Acid)
Carcinoma Lobulillar Infiltrante
Carcinoma Lobulillar In Situ
Ácido Glicólico (Glicolic Acid)
Global Cancer Observatory
Linfadenectomía Axilar
Metilcelulosa
Matriz Extracelular
Células Reticulares de la médula
Nanopartículas cargadas de Melanina



15

NET		
NIR		
NK		
NPs		
OMS		
OSNA		
PAMAM	
PB		
PBS		
PC		
PDI		
PEG		
PLGA		
PvC:		
PR		
Qdots		
QTNA		
RER		
RM		
ROS		
RT-LAMP	
SEM		
SPECT		
TEM	
TBRC		
TC			 
TCZ		
TG		
TGA		    
TNBC		   
TRC		
TNM	
o/w	
UV-Vis	
VEGF	
VVO	
w/o/w	

Trampas Extracelulares de Neutrófilos
Infrarrojo Cercano (Near Infra-Red)
(Células) Asesinas Naturales (Natural Killer)
Nanopartículas
Organización Mundial de la Salud
One-Step Nucleid Acid Amplification
Poliamidoamina amino-terminal
Tampón Fosfatado Salino (Phosphate-Buffered Saline)
Tampón Fosfatado (Phosphated Buffer)
Pericito
Índice de Polidispersión (Polidispersity Index)
Polietilenglicol
Ácido (poli(láctico-co-glicólico)
Células Perivasculares
Receptores de Progesterona
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Vectores de MC 1.5%(p/v) con 20 y 40 mg/ml MPs cargadas de C-NPs, 20 y 40 mg/
ml de NPs cargadas de C-NPs, 20 y 40 mg/ml de Mel-NPs inyectados en tejido adi-
poso de porcino.
Muestras de tejido disecadas y suspendidas en PBS.
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Procedimiento quirúrgico paso a paso para la administración de los vectores de 
marcaje en los animales de experimentación.
Procedimiento quirúrgico paso a paso para la disección ganglionar en los animales 
de experimentación.
Fotografías de ganglios linfáticos marcados con vectores CS10, CS20, M10, M20, CE10, 
CE20 y control (C-NPs).
Fotografías de ganglios linfáticos marcados con vectores CS10, CS20, CS20-P858,
CS10-P858, CS10-CQ, CS20-CQ, CS10-P858-CQ y CS20-P858-CQ.
Tasas de identificación y facilidad de identificación de los ganglios en función del 
tipo de marcaje administrado.
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con CS20, CE20, M20 y C-NPs (control) en función del tiempo.
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función de la concentración de partículas del vector de marcaje.
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la síntesis, de la coencapsulación de CQ y del polímero utilizado en la síntesis y la 
coencapsulación de CQ.
Área marcada promedio en los ganglios linfáticos en función del tipo de marcaje 
administrado.
Área marcada promedio en los ganglios linfáticos en función del tiempo.
Área marcada promedio en los ganglios linfáticos en función del tiempo.
Área marcada promedio en los ganglios linfáticos en función del tamaño de las par-
tículas, del polímero utilizado en la síntesis, de la coencapsulación de CQ y de la 
coencapsulación de CQ y el cambio de polímero.
Células gigantes multinucleadas (CGM) en el del ganglio linfático aislando NPs
del vector CS20.
Focos necróticos asociados a la reacción inflamatoria de tipo cuerpo extraño en el 
ganglio en ganglios tatuados con el vector M20.
Localizaciones de las C-NPs en los vectores de control.
Localizaciones de las partículas de los vectores CS20, CS10, CE20 y CE10.
Localizaciones de las partículas de los vectores M20, M10, CS20-P858 y CS10-P858.
Localizaciones de las partículas de los vectores CS20-CQ, CS10-CQ, CS20-P858-
CQ y CS10-P858-CQ.
Localización de las partículas en los ganglios linfáticos en función del tiempo.
Porcentaje de ganglios linfáticos con diferentes localizaciones de las partículas en 
los vectores utilizados.
Localización de las partículas en los ganglios linfáticos en función de la concentra-
ción de partículas.
Localización de las partículas en los ganglios linfáticos en función del tamaño de las 
partículas, del polímero utilizado en la síntesis, de la coencapsulación de CQ y de la 
coencapsulación de CQ y el cambio de polímero.
Morfometría de los cúmulos de partículas.
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partículas, del polímero utilizado en la síntesis, de la coencapsulación de CQ y de la 
coencapsulación de CQ y el cambio de polímero.
Extensión de la reacción inflamatoria en función del tipo de marcaje.
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los vectores CS20, CE20, M20 y C-NPs (control).
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Macrófagos con numerosos lamelipodios y filopodios para la fagocitosis de las partículas. 
Partículas C-NPs, CS, CE y M en el interior de los fagosomas de los macrófagos en las 
muestras de ganglios de los estudios experimentales a corto plazo.
Dos fagosomas con partículas en su interior se fusionan con un fagosoma de mayor 
tamaño y liberan las partículas en su interior.
Detalle de la membrana de un fagolisosoma rota por el contacto con las C-NPs.
Detalle de fagolisosoma con melanina cristalizada en su interior y un macrófago con las 
membranas de los fagolisosomas rotas por el contacto con las aristas de la melanina 
cristalizada.
Lisis de la membrana plasmática y derrame de orgánulos al espacio extracelular.
Macrófagos fagocitando restos celulares de macrófagos lisados.
C-NPs aisladas en células gigantes multinucleadas.
Partículas CS, CE y M fagocitadas en estudios experimentales a largo plazo.
Partículas C -NPs liberadas de las NPs en los estudios a largo plazo.
Partículas CS-P858, CS-CQ y CS-P858-CQ en fagosomas en los estudios experimen-
tales a largo plazo.
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lula inmune en la copa transmigratoria.
Formación de copas transmigratorias y domos endoteliales.
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El cáncer de mama es la neoplasia sólida más frecuentemente diagnosticada en la mu-
jer.1,2 Según la última versión publicada en 2022 por el Global Cancer Observatory (GLO-
BOCAN), se diagnosticaron 2,310,051 nuevos casos con una tasa de mortalidad del 29 % 
a nivel mundial, siendo el segundo cáncer con mayor incidencia y el cuarto con mayor 
tasa de mortalidad.2 En España, se diagnosticaron alrededor de 35,000 casos en 2022, 
alcanzando una incidencia de 81.7 nuevos casos y una tasa de mortalidad de 10.7 por 
cada 100,000 habitantes.2,3 

La incidencia del cáncer de mama aumenta progresivamente a lo largo de los años, 
mientras que la tasa de mortalidad disminuye.4 Las tasas de incidencia y mortalidad 
son significativamente superiores en países con índices de desarrollo humano altos, lo 
que puede estar asociado a una mayor prevalencia de riesgo reproductivo y hormonal y 
factores de riesgo asociados al estilo de vida, además de una mayor tasa de detección 
a través de estudios diagnósticos.2,5 La elevada tasa diagnóstica en países desarrollados 
ha supuesto el tratamiento precoz de la enfermedad consiguiendo mejor pronóstico a 
largo plazo y una reducción de la mortalidad.6,7 Aun así, en 2022 el cáncer de mama fue 
la causa de muerte de 6,647 mujeres y 77 hombres en España.8

El cáncer de mama es una patología diversa y heterogénea, fenotípicamente variable 
con multitud de subtipos biológicos asociados a diferentes tasas de supervivencia. Si 
bien su etiología es aún desconocida, existen numerosos factores predisponentes de 
cáncer de mama, como los factores demográficos, los factores reproductivos, los facto-
res hormonales, los factores hereditarios, los factores patológicos previos y los factores 
relacionados con el estilo de vida.

Factores demográficos. La incidencia de cáncer de mama resulta prácticamente ex-
clusiva en el género femenino, siendo raramente detectada en hombres (1 %).9 A pesar 
de las diferencias específicas de género, el cáncer de mama en hombres y mujeres 
presenta características similares.10 La tasa de incidencia de cáncer de mama aumenta 
significativamente con la edad, alcanzando su apogeo en la edad menopáusica.11 Los tu-
mores malignos de mama en mujeres más jóvenes suelen presentarse de mayor tama-
ño, en estadios más avanzados, con positividad en ganglios linfáticos y peor pronóstico 
a medio y largo plazo.12,13

1.1.	Cáncer de mama y 
metástasis ganglionar

1.1.1. Epidemiología del cáncer de mama

1.1.2. Etiopatogenia del cáncer de mama

Factores reproductivos. El riesgo de cáncer de mama aumenta significativamente en 
mujeres con edades menárquicas tempranas y con edad menopáusica avanzada.14–16 La 
probabilidad de cáncer de mama también se reduce con  el embarazo, especialmente 
en mujeres jóvenes.17

Factores hormonales. Existe controversia sobre la influencia de las terapias hormona-
les y la incidencia de cáncer de mama. Aunque todavía no hay resultados concluyentes, 
se ha descrito un mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama con el uso de métodos 
anticonceptivos18,19,20,21 o con la ingesta de fármacos estimulantes de la ovulación.22

Factores genéticos. La aparición temprana de un cáncer de mama puede ser indicador de 
un factor genético predisponente.23 Se han identificado más de 750 mutaciones de la línea 
germinal en los genes BRCA1 y BRCA2 responsables de la predisposición heredada de al-
gunos subtipos de cáncer de mama y ovario.24 Este origen genético es causante del 4 al 10 % 
de los casos.24,25,26,27 
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El cáncer de mama abarca un espectro heterogéneo de tumores con diferente fenotipo, 
comportamiento biológico y pronóstico. La clasificación de los tumores de mama más 
actualizada fue propuesta en la quinta edición de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS) de 2019, aunque continúa evolucionando.34 Estos carcinomas derivan de las cé-
lulas epiteliales del parénquima mamario, con especial incidencia en las células de la 
unidad terminal ductal y lobular. Suelen agruparse en carcinomas in situ o infiltrantes 
(invasivos). Sin embargo, existen subtipos menos comunes, que incluyen: carcinomas 
tubulares, carcinomas cribiformes, carcinomas mucinosos, carcinomas con componen-
te medular, carcinomas con diferenciación apocrina o carcinomas con diferenciación 
de células en anillo de sello, entre otros.34

1.1.3.1. Carcinomas in situ
Los carcinomas in situ constituyen un amplio subgrupo tumoral caracterizado por la 
formación de lesiones proliferativas malignas confinados en los ductos o lóbulos ma-
marios, sin ruptura de la membrana basal, sin invasión del estroma de canales vascula-
res o linfáticos, y sin proliferación vascular. Los carcinomas in situ pueden ser subdivi-
didos según su origen en carcinomas ductales in situ (CDIS) y en carcinomas lobulillares 
in situ (LCIS).35 Los CDIS representan el 40-75 % de los carcinomas in situ mamarios y el 
10-15 % del conjunto de carcinomas mamarios y se asocian a altas tasas de recurren-
cia tras cirugía conservadora.36,37 Estos subtipos se consideran el primer estadio de un 
carcinoma mamario con estructura reconocible y pueden ser precursores de carcino-
mas infiltrantes.38,39 En los CDIS, las células malignas proliferan en el interior de los con-
ductos galactóforos. Por tanto, la detección de microcalcificaciones agrupadas durante 
las mamografías puede resultar clave para el diagnóstico. No obstante, el diagnóstico 
más fiable se basa en los estudios histológicos e inmunohistoquímicos. Los hallazgos 
histopatológicos permiten clasificar el tumor, pudiendo diferenciar entre no comedo-
carcinomas (sólido, cribiforme, papilar y micropapilar) y comedocarcinomas.35 Los LCIS 
constituyen el 5-15 % de los carcinomas in situ y el 0.5-3.6 % del total de tumores de la 
mama.44,45 Estos subtipos presentan mayor incidencia de bilateralidad (30-40 %) y mul-
ticentridad (60 %) respecto a los CDIS.36 Además, muestran mayor incidencia en mu-
jeres mayores y una estructura morfológica de mayor tamaño.42 Los LCIS no presentan 
una estructura morfológica específica, lo que supone un difícil diagnóstico radiológico. 
Habitualmente, estos subtipos tumorales aparecen como masas tisulares normales o 
pueden ser erróneamente asociados a displasias mamarias o fibroadenomas.35 

1.1.3.2. Carcinomas infiltrantes
Los carcinomas infiltrantes se extienden al tejido mamario adyacente. El carcinoma in-
filtrante de mayor incidencia es el carcinoma ductal infiltrante (CDI), que constituye 
la lesión maligna más frecuente en cáncer de mama con una tasa del 65-80 % de los 
casos.43 Este subtipo de tumor tiene su origen en las células epiteliales y mioepiteliales 
de los conductos galactóforos y se caracteriza por presentar un crecimiento sólido, con 
un grado de fibrosis asociada variable. Es frecuente la aparición de metástasis por di-
seminación linfática.44 El carcinoma lobulillar infiltrante (LCI) representa del 8 al 14 % de 
los cánceres de mama.45,46 Su morfología difiere del CDI al presentar células pequeñas 

1.1.3. Clasificación histológica

Factores asociados a patologías previas. La hiperplasia ductal y lobulillar y la adenosis 
esclerosante se presentan como lesiones proliferativas benignas que suponen un factor 
de riesgo para contraer cáncer de mama. La hiperplasia ductal atípica ha sido descrita 
como un factor de riesgo en carcinomas invasivo y ductales in situ,28,29 mientras que la 
de subtipo histológico lobulillar resulta más determinante en pacientes premenopáusi-
cas.30 La adenosis esclerosante posee un papel todavía indefinido en la carcinogénesis 
mamaria, aunque ha sido frecuentemente propuesta como un factor de riesgo.30

Factores asociados al estilo de vida. La obesidad se ha correlacionado con la apari-
ción de cáncer de mama, así como el consumo de alcohol, los hábitos dietéticos inade-
cuados o la reducida actividad física.31-33 
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Existe una clasificación inmunohistoquímica de los tumores de mama con arreglo a una 
serie de parámetros histoquímicos, incluyendo la expresión de los receptores estro-
génicos (ER), progestágenos (PR) y del receptor del factor de crecimiento epidérmico 
humano tipo 2 (HER2), así como el índice de proliferación (marcado como porcentaje 
de captación del marcador Ki67). En tumores de mama, el estudio de ER, PR, el oncogén 
HER2 y el antígeno Ki67 es crucial para el diagnóstico y la planificación terapéutica.49-51 

Los receptores hormonales ER y PR son receptores de superficie con un papel me-
diador en los procesos de transcripción celular en la glándula mamaria. En condicio-
nes fisiológicas normales, estos receptores se unen a hormonas esteroideas, regulan la 
transcripción de genes y mantienen el equilibrio celular. Sin embargo, en condiciones 
patológicas, resultan sobreexpresados e inducen a un rápido crecimiento del tumor. Si 
bien el pronóstico de la paciente está sujeto a otros factores, como el tamaño tumoral 
o la aparición de metástasis linfática, entre otros, la presencia de ER y/o PR en cáncer 
de mama se asocia a una mayor supervivencia libre de enfermedad y a una mayor su-
pervivencia global.52–55 Por tanto, en tumores en estadios bajos la presencia de ER es 
indicativa de mejor pronóstico y mejor respuesta frente a terapia endocrina.57 El onco-
gén HER2 codifica una proteína ubicada en la membrana que pertenece a la familia del 
factor del receptor crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés Epidermal Growth Factor 
Receptor). La sobreexpresión de HER2 implica tumores de mayor grado histológico, 
alto índice proliferativo y propensión a la metástasis ganglionar, lo que supone peor 
pronóstico a medio y largo plazo.58 El anticuerpo monoclonal Ki67 detecta un antígeno 
nuclear presente en células en las fases proliferativas del ciclo celular, siendo indicativo 
del crecimiento tumoral y útil para medir la respuesta ante tratamientos adyuvantes.56 

La clasificación molecular propuesta por Perou et al.59 constituye un estándar que agru-
pa los subtipos de cáncer de mama en cinco categorías atendiendo a su perfil inmu-
nohistoquímico. Según esta clasificación es posible diferenciar: Luminal A, Luminal B 
(HER2+ y HER2-), triple negativo y HER2+ (Tabla 1.1).

1.1.4. Clasificación molecular

-/+

Luminal A

+ -+ +

+ --

- -- +

Bajo AltoAlto Bajo/Alto

40-50 % 10-20 %20-30 %

Grado I Grado IIIGrado II

Luminal B
HER2- HER2+

-

-

+

Alto

15-20 %

Grado III

HER2+ TNBC

ER

HER2

Incidencia

PR

Ki67

Grado histológico

Tabla 1.1. Clasificación molecular del cáncer de mama. Adaptada de Perou et al.59

y redondeadas con escasa componente citoplasmática, que se infiltran en el estroma 
en una sola fila y rodean los tejidos benignos de manera organizada.45 Es por esto que, a 
menudo es complejo diferenciar las masas tumorales y no son fácilmente detectables 
de manera precoz con palpación.47 Este subtipo de carcinoma tiende a una distribución 
multicéntrica y bilateral.48 Existen otros subtipos de carcinomas infiltrantes, como el 
carcinoma medular, que representa el 1-10 % de los carcinomas infiltrantes, el carcino-
ma micropapilar (<2 % de los casos), el carcinoma mucinoso (1-2 % de los casos) y el 
carcinoma tubular, que es muy poco frecuente.43
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Tabla 1.2. Clasificación TNM: T (tumor primario). Adaptada de Hortobagyi et al.63

Tumor primario (T)

No es posible evaluar el tumor primario.

No existe prueba del tumor primario.

Tamaño del tumor ≤20 mm en su mayor dimensión.

Tamaño del tumor >20 mm y ≤50 mm en su mayor dimensión.

Tamaño del tumor >50 mm en su mayor dimensión.

Cualquier tamaño tumoral con extensión a la pared costal o a la piel.

Carcinoma ductal in situ.

Carcinoma lobulillar in situ.

Enfermedad de Paget del pezón.

Tamaño del tumor ≤1 mm.

Tamaño del tumor >1 mm y ≤5 mm.

Tamaño del tumor >5 mm y ≤10 mm.

Tamaño del tumor >10 mm y ≤15 mm.

Tamaño del tumor >15 mm y ≤20 mm.

Extensión a la pared torácica.

Ambos, T4a y T4b.

Carcinoma in situ.

Tx

T0

Tis

T1

T2

T3

T4

Tis (CDIS)

Tis (CLIS)

Tis (Paget)

T1mi

T4a

T1a

T4b

T1b

T4c

T1c

T4d

T1d

Ulceración o nódulos satélites ipsilaterales o edema.

Carcinoma inflamatorio.

1.1.4.1. Luminales
Los subtipos luminales representan el 60-80 % de los carcinomas mamarios y se caracte-
rizan por sobreexpresar ER. El subtipo Luminal A (ER+, PR+, HER2- y Ki67 bajo) constituye el 
40-50 % de los tumores mamarios y presenta mejor pronóstico a largo plazo, con menor 
incidencia de recidivas y mayor supervivencia en recaídas. Presenta buen comportamiento 
frente a hormonoterapia, aunque escasa respuesta a la quimioterapia.60 El Luminal B se sub-
divide en HER2- (RE+, PR-, Ki67 alto) y HER2+ (RE+, PR-/+, Ki 67 bajo/alto) y representa el 20-
30 % del total de cánceres de mama. Ambos presentan buen comportamiento ante terapias 
endocrinas y quimioterapias. Sin embargo, estos subtipos presentan peor pronóstico a largo 
plazo con elevada tasa de recidivas viscerales y menor supervivencia global.60

1.1.4.2. HER2+
Los subtipos tumorales HER2+ (HER2+, ER-, PR-, Ki alto) presentan mejor respuesta a fár-
macos que bloquean la actividad del HER2, como el trastuzumab o el pertuzumab.60 Estos 
tumores están asociados a mal pronóstico y constituyen el 15-20 % de los cánceres de 
mama.59

1.1.4.3. Triple negativo o «basal-like»
Los tumores triple negativos (TNBC, por sus siglas en inglés Triple Negative Breast Can-
cer) o «basal-like» se caracterizan por un perfil inmunohistoquímico ER-, PR-, HER2- y Ki67 
alto. Estos tumores representan el 15-20 % de los carcinomas mamarios y presentan buen 
comportamiento frente a quimioterapia, además de poder ser tratados terapéuticamente 
con inhibidores de la enzima poli ADP ribosa polimerasa (PARP, del inglés poly-ADP ribose 
polymerase).59 No obstante, estos tumores presentan mal pronóstico clínico. Habitualmente, 
estos subtipos están relacionados con la mutación BRCA1/2 y del EGFR.61

La estadificación del cán-
cer de mama basada en 
Tumor, Ganglio y Metás-
tasis (TNM, por sus siglas 
en inglés Tumor, Node, 
Metastasis) fue propues-
ta por The American Joint 
Committee on Cancer 
(AJCC) y constituye un es-
tándar clínico para deter-
minar la etapa de la enfer-
medad. Actualmente, este 
estándar se encuentra en 
su octava edición.62 

Este estándar se basa en 
el tamaño y la detección 
del tumor primario (T), en 
el estado ganglionar regio-
nal (N) y en la afectación 
metastásica a distancia 
(M). Los tumores se asig-
nan a un grupo de riesgo 
clínico (cTMN) previa ci-
rugía según los hallazgos 
preliminares (Tablas 1.2-
1.5). Tras el procedimiento 
quirúrgico, se establece 
una estadificación ana-
tomopatológica definitiva 
(pTNM) (Tabla 1.6).

1.1.5. Estadificación TMN
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Estado ganglionar (N)

No es posible evaluar el ganglio linfático regional.

No existe metástasis en ganglios linfáticos.

Metástasis en grado ipsilateral I, II ganglios linfáticos axilares fijos o apelmazados.

Metástasis en ganglio(s) linfático(s) infraclavicular(es) ipsilateral(es) en grado III axilar con impli-
cación de ganglio linfático axilar de grado I, II.

Metástasis en ganglio(s) linfático(s) supraclavicular(es) ipsilateral(es) con implicación axilar o 
mamaria interna de ganglios linfáticos o sin esta.

Metástasis en ganglio(s) linfático(s) mamario(s) ipsilateral(es) interno(s) con metástasis mani-
fiesta en ganglios linfáticos axilares grados I, II.

Metástasis en ganglios mamarios ipsilaterales internos detectados en ausencia de metástasis 
manifestada en ganglios linfáticos axilares.

Metástasis en grado ipsilateral movible I, II ganglio linfático axilar o axilares.

Nx

N0

N1

N2

N3

N2a

N3a

N2b

N3b

N3c

Metástasis ipsilateral en grado I, II a ganglios linfáticos axilares fijos.

Metástasis en ganglio(s) linfático(s) infraclavicular(es) ipsilateral(es).

Metástasis solo en ganglios mamarios internos ipsilaterales.

Metástasis en ganglio(s) linfático(s) mamario(s) interno(s) ipsilateral(es) y gan-
glio(s) linfático(s) axilar(es).

Metástasis en ganglio(s) linfático(s) ipsilateral(es) superclavicular(es).

Afectación metastásica a distancia (M)

No hay prueba de metástasis a distancia.

Hay metástasis a distancia >0.2 mm.

M0

M1

cM0(i+)

Tabla 1.3. Clasificación TNM: N (estado ganglionar). Adaptada de Hortobagyi et al.63

Tabla 1.4. Clasificación TNM: M (metástasis). Adaptada de Hortobagyi et al.63

No hay prueba de metástasis a distancia, pero sí detección de depósitos de células 
tumorales moleculares o microscópicas en sangre circulante, médula ósea o tejidos 
ganglionares no regionales ≤0.2 mm.

Tabla 1.5. Clasificación TNM por estadios. Adaptada de Hortobagyi et al.63

0 IIA IIIBIA IIB IIIC IIICIB IIIA

Tis T4 T4 T4T1 T2 T3 T1/2/3/4 T1/2/3/4T0 T1 T0 T1 T2 T0 T1 T2 T3 T3

N0 N0 N1 N2N0 N1 N0 N3 N1/2/3N1mi N1mi N1 N1 N0 N2 N2 N2 N1 N2

M0 M0 M0 M0M0 M0 M0 M0 M1M0 M0 M0 M0 M0 M0 M0 M0 M0 M0

T

N

M
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Estado ganglionar patológico (pN)

pNX

pN0

pN1

pN2

pN3

pN0 (i-)

pN1mi

pN0 (i+)

pN1a

pN2a

pN0 (mol-)

pN1b

pN2b

pN1c

pN3a

pN3b

pN0 (mol+)

Tabla 1.6. Clasificación TNM: pN (estado ganglionar patológico). Adaptada de Hortobagyi et al.63

No se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales.

No se identifica metástasis en ganglios linfáticos regionales.

No se observa metástasis regional a ganglio linfático regional.

Malignidad celular en ganglio(s) linfático(s) regional(es) ≤0.2 mm.

Micrometástasis (>0.2 mm o >200 células pero ninguna >2.0 mm).

Metástasis en 1-3 ganglios linfáticos axilares, al menos >2.0 mm.

Metástasis en ganglios mamarios internos con micro o macrometástasis.

Metástasis en 1-3 ganglios linfáticos axilares y ganglios linfáticos mamarios internos 
con micro o macrometástasis.

Metástasis en 4-9 ganglios linfáticos axilares con depósito tumoral >2 mm detecta-
da clínicamente en ausencia de afectación axilar ganglionar.

Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos detectados en ausencia de me-
tástasis a ganglio linfático axilar detectada clínicamente en ausencia de afectación 
axilar ganglionar.

Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios mamarios internos con o sin 
micro o macrometástasis detectadas mediante biopsia pero no detectadas clínica-
mente.

Metástasis en ≥10 ganglios linfáticos axilares con al menos un depósito tumoral > 2 
mm o metástasis a los ganglios infraclaviculares (grado III)  detectada clínicamente 
en cadena mamaria interna ipsilateral.

Metástasis en ganglios linfáticos ipsilaterales supraclaviculares.

No se observa metástasis a ganglio linfático regional con hallazgos moleculares 
negativos RT-PCR.

No se observa metástasis a ganglio linfático regional con hallazgos moleculares 
positivos por RT-PCR.

1.1.6. Factores pronósticos
Además de las características histológicas y moleculares, existen otros factores pronósticos 
en cáncer de mama, incluyendo el tamaño tumoral, la infiltración linfovascular y la afectación 
ganglionar.

1.1.6.1. Tamaño tumoral
El tamaño tumoral es considerado uno de los factores pronósticos de mayor relevancia. En 
pacientes sin afectación ganglionar,  las masas tumorales de gran tamaño están asociadas a 
una mayor tasa de recidivas y de mortalidad.64–66

1.1.6.2. Infiltración linfovascular
La infiltración linfovascular ocurre cuando células cancerosas irrumpen en espacios con re-
vestimiento endotelial de vasos sanguíneos o linfáticos, aumentando el riesgo de extensión 
del tumor (metástasis). Constituye un factor indicativo independiente de mal pronóstico en 
cáncer de mama, asociándose a una reducción de la supervivencia sin progresión y de la 
supervivencia global de la paciente.67
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1.1.7. Manejo clínico
El tratamiento estándar del cáncer de mama no metastático es la resección quirúrgica, la 
radioterapia, la quimioterapia y la hormonoterapia, aunque algunos subtipos tumorales pre-
sentan buen comportamiento frente a terapias dirigidas e inmunoterapias. No obstante, es 
frecuente utilizar terapias combinadas. En ocasiones es indicado aplicar terapia neoadyu-
vante con el objetivo dual de reducir el tamaño tumoral y eliminar pequeñas metástasis 
para optar a una cirugía conservadora y valorar la sensibilidad del tumor frente a quimio u 
hormonoterapia. En etapas posquirúrgicas, puede ser necesario un tratamiento adyuvante 
para prevenir la recurrencia.

1.1.7.1. Tratamiento sistémico neoadyuvante
La neoadyuvancia es un tratamiento preoperatorio sistémico que tiene por objetivo eliminar 
posibles micrometástasis y reducir la masa tumoral para optar a cirugías más conservado-
ras de la mama y de la axila. La opción de tratamiento más frecuente es la quimioterapia 
neoadyuvante (QTNA), aunque en función de la entidad molecular tumoral, el abordaje tera-
péutico se ha actualizado en las últimas décadas, según se detalla a continuación:59

• Luminal A: hormonoterapia
• Luminal B (HER2-): hormonoterapia/quimioterapia
• Luminal B (HER2+): hormonoterapia/quimioterapia/terapia dirigida
• HER2+: terapia dirigida/quimioterapia
• TNBC: quimioterapia / inhibidores PARP

• Mejora el «downstaging» tumoral: reduce el tamaño tumoral primario para hacerlo re-
secable y posibilita la cirugía conservadora frente a la mastectomía, minimizando así la 
extirpación de tejido mamario para reducir la morbilidad de la cirugía.
• Permite mejorar la estimación pronóstica, definiendo la sensibilidad del tumor ante 
quimio u hormonoterapia. 
• Resulta útil para un abordaje precoz de la metástasis. 
• Permite evaluar marcadores pronósticos subrogantes de respuesta al tratamiento y 
ayuda a la toma de decisiones de cara a la terapia adyuvante. 

• Tumores localmente avanzados en grado 3, tumores primarios en estadio precoz de 
gran tamaño (>5 cm) o tumores no resecables por mastectomía.
• Tumores localizados pero en los que, ya sea por el tamaño tumoral o por su localización, 
no permiten una cirugía conservadora y requieren mastectomía.

Se ha descrito una buena respuesta frente a la terapia neoadyuvante en tumores HER2+, 
TNBC y luminales, demostrando potenciales ventajas en lo que se refiere a:70

No obstante, no todos los tumores son candidatos al tratamiento neoadyuvante. Las princi-
pales indicaciones de la QTNA son:71

1.1.6.3. Afectación ganglionar axilar
En cáncer de mama, la diseminación metastásica más frecuente ocurre en los ganglios linfá-
ticos regionales, especialmente en la axila homolateral. La invasión metastásica en ganglios 
axilares es uno de los indicadores pronósticos de mayor relevancia clínica por resultar ínti-
mamente relacionado con el aumento de probabilidad de recidiva y mortalidad, además de 
tener una influencia directa en la estrategia del tratamiento. Además, es un parámetro clave 
para el estadiaje tumoral e influye en el manejo quirúrgico y la terapia sistémica. Kurnaz et 
al.68 asociaron la metástasis ganglionar a la histopatología tumoral en 286 pacientes, encon-
trando afectación axilar en el 60.5 % de tumores CDI y en el 44.4 % del resto de tumores 
infiltrantes. A partir de ONCOPOOL, una base de datos recopilada retrospectivamente en 
carcinomas infiltrantes de 16,944 pacientes, Blamey et al.69 establecieron relaciones entre 
el grado histológico, el estadio y el tamaño tumorales y la tasa de afectación ganglionar, 
reportando una afectación del 29 % en Grado I, del 41 % en Grado II y del 30 % en Grado III. 
En tumores con un tamaño promedio de 1.8 cm, observaron afectación en 1-3 ganglios en 
el 66 % de las pacientes, en más de 4 ganglios en el 10 % de las pacientes y no se encontró 
metástasis en el 24 % restante.
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1.1.7.2. Cirugía de la mama
La cirugía para el tratamiento en cáncer de mama ha evolucionado drásticamente des-
de las técnicas mutilantes originales de finales del siglo XIX. En la actualidad, el manejo 
quirúrgico del cáncer de mama es dependiente del estadio en el que se encuentre el 
tumor, del fenotipo que presente y de características fisiológicas de la paciente afecta-
da, pudiendo clasificar las técnicas en tres grandes grupos: cirugía conservadora, cirugía 
radical y cirugía oncoplástica.

Cirugía conservadora. La cirugía conservadora consiste en la extirpación selectiva del 
tumor con un margen de tejido sano. Clásicamente existían tres variedades: la tumorec-
tomía, en caso de la extirpación del tumor con márgenes quirúrgicos de pocos milíme-
tros; la segmentectomía, cuando la extirpación del tumor incluye márgenes quirúrgicos 
más amplios; y la cuadrantectomía cuando también se extirpe la piel y la aponeurosis del 
cuadrante correspondiente, aunque en la actualidad se agrupan en la resección localiza-
da con suficiente margen. Habitualmente, la cirugía conservadora es el abordaje están-
dar en tumores en estadios iniciales (I o II), además está indicado en tumores palpables 
o radiológicamente localizables que presenten una exéresis del tumor y sus márgenes 
no superior a una quinta parte del volumen de la mama.72 Algunos estudios clínicos su-
gieren que un tratamiento basado en cirugía conservadora y tratamiento radioterápico 
local adyuvante es equiparable a una mastectomía radical de la mama, en términos de 
supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad y recurrencia local.75–75 No obs-
tante, existe una serie de contraindicaciones que se inclinan hacia una opción quirúrgica 
menos conservadora, incluyendo los tumores multicéntricos o diseminados a nivel local, 
con microcalcificaciones difusas o con mutaciones en BRCA1/2.76,77

Cirugía radical. La cirugía radical o mastectomía debe reservarse para casos de lesiones 
multicéntricas y multifocales que no permitan la extirpación oncológica con conserva-
ción de seno,72 en tumores acompañados de lesiones de riesgo (p.ej. displasias difusas 
de alto riesgo o hiperplasias atípicas o tumores de alto grado histológico).72,78 Existen in-
dicaciones firmes para la elección de la mastectomía en pacientes de cáncer de mama, 
como la presencia de tumores de más de 5 cm, pacientes embarazadas, tumores ipso-
laterales en cuadrantes distintos, carcinomas intracanaliculares extensos, calcificacio-
nes mamográficas difusas o recidiva tras cirugía conservadora.72,78 En la actualidad, las 
técnicas más utilizadas son la mastectomía radical modificada (incluyendo la variante 
de Patey y la variante de Madden), la mastectomía simple, la mastectomía ahorradora 
de piel y la mastectomía ahorradora de piel y pezón (Tabla 1.7). Otras técnicas como la 
mastectomía superradical o la mastectomía superradical de Prudente han sido abando-
nadas por completo.78

Cirugía oncoplástica. La cirugía oncoplástica se practica para mejorar el resultado 
estético. Las técnicas oncoplásticas se fundamentan en tres principios básicos: debe 
mantener los márgenes de resección necesarios (oncológicamente no debe diferir de 
la cirugía convencional), se realiza reconstrucción inmediata y se ajusta para asegurar la 
simetría de la mama contralateral si la paciente lo solicita. Estos procedimientos quirúr-
gicos incluyen a menudo procedimientos a través de patrones quirúrgicos específicos, 
remodelación mamaria o colgajos.79

• Pacientes con cáncer de mama en estadio temprano que presente afectación ganglio-
nar, independientemente del tamaño del tumor primario, con el objetivo de reducir el 
estadio de los ganglios y evitar morbilidades asociadas.
• Pacientes con contraindicaciones temporales para la cirugía, que, a pesar de tener tu-
mores resecables, no son operables durante el diagnóstico por presentar comorbilida-
des y prevean solucionarse para ser intervenidas quirúrgicamente más adelante. 
• Tumores con clasificación molecular con buena respuesta a alguno de los tratamientos 
sistémicos neoadyuvantes y que puedan mejorar su pronóstico (p.ej. TNBC o HER2+).
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Tabla 1.7. Tipos de mastectomía y la extirpación que conllevan. Adaptado de Del Val et al.78

Radical

Sí

Sí

Sí

Sí

Sí

No

No

Sí

Radical
ampliada

Sí

Sí

Sí

Sí

Sí

Sí

No

Sí

Superradical

Sí

Sí

Sí

Sí

Sí

Sí

No

Sí

Superradical 
de Prudente

Sí

Sí

Sí

Sí

Sí

Sí

Sí

Sí

R.M.P.
R.M.M.

NoSí

NoSí

SíSí

SíSí

NoSí

NoNo

NoNo

SíSí

Simple

No

No

No

No

No

No

No

Sí

Subcutánea

No

No

No

No

No

No

No

Sí
Extirpación de la 
glándula mamaria 
con piel

Pectoral menor

Pectoral mayor 

Vaciamiento axilar 
nivel I

Vaciamiento axilar 
nivel II

Vaciamiento axilar 
nivel III

Ganglios mamarios 
internos

Ganglios  
supraclaviculares

1.1.8. Metástasis en cáncer de 
mama y estadiaje ganglionar 

Los ganglios linfáticos axilares homolaterales son los sitios donde más frecuentemente ocu-
rre la metástasis en cáncer de mama. Según la teoría de los niveles de Berg (teoría «meca-
nicista» o «Halstediana»),84 la diseminación metastásica transcurre de manera progresiva 
y escalonada, donde las células tumorales afectan primeramente a los ganglios del nivel I 
para, posteriormente, avanzar hacia los de nivel  II y III.72 De esta manera, el drenaje linfático 
del tumor está asociado a la ubicación anatómica de la neoplasia, es decir, con su región 
linfática de referencia. Esta teoría puede comprobarse para tumores de bajo grado en es-
tadios iniciales, aunque otras teorías (Fisher) preconizan que los tumores pueden metas-
tatizar desde estadios iniciales, cuando todavía no se han hecho clínicamente relevantes. 
Probablemente las dos teorías puedan coexistir incluso para el mismo tumor solo que ini-
cialmente pueden comportarse de una forma más «Halstediana». En casos esporádicos (∼1 
%), las células tumorales alcanzan los niveles superiores de la región axilar y no se identifica 
afectación proximal, por lo que fue necesario definir el concepto «skip metastases», que re-

La metástasis es una característica distintiva del cáncer avanzado y es responsable de la 
mayoría de las muertes relacionadas con el cáncer. La metástasis constituye un proceso 
complejo donde las células cancerosas se diseminan desde el tumor primario a otras partes 
del organismo, formando tumores secundarios en órganos o tejidos distantes.80 Según la 
American Cancer Society, se estima que en el momento del diagnóstico el 63 % de las pa-
cientes tienen cáncer de mama en estadio local, mientras que el 28 % tiene invasión regional 
y el 6 % presenta metástasis distante (el 3 % restante está sin clasificar o en una etapa des-
conocida).81 De entre los subtipos de cáncer de mama, los TNBC son el subtipo más invasivo, 
con altas probabilidades de metástasis distante que ocurren en el 46 % de los casos.82 Los 
lugares habituales de diseminación en cáncer de mama son los ganglios linfáticos regiona-
les, los pulmones, los huesos (columna vertebral, caderas y pelvis), el hígado, el cerebro y las 
glándulas suprarrenales, aunque el TNBC frecuentemente tiende a metastatizar en el cere-
bro. No obstante, la metástasis puede aparecer en múltiples órganos de forma simultánea 
o secuencial.83

1.1.8.1. Metástasis ganglionar
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Figura 1.1. Metástasis ganglionar de célu-
las tumorales. a) Células tumorales aisla-
das detectada por inmunohistoquímica 
de citoqueratina (CK) AE1/3 (adaptada de 
Lezid et al.86). b) Micrometástasis (adap-
tada de Lee et al.87). c) Macrometástasis 
(adaptado de Lezid et al.86).

a

b

c

presenta esta casuística.84 Por su parte, 
la cadena mamaria interna constituye la 
vía de drenaje linfático más frecuente-
mente afectada en tumores localizados 
en la porción medial de la mama.72 No 
obstante, la afectación de ganglios de 
la cadena mamaria interna suele ser 
secundaria a diseminación metastásica 
axilar previa.

Las metástasis ganglionares pueden ser 
clasificadas en tres subtipos depen-
diendo de la extensión de la tumora-
ción en: células tumorales aisladas (ITC, 
por sus siglas en inglés Isolated Tumour 
Cells) (Figura 1.1 a), micrometástasis 
(Figura 1.1 b) y macrometástasis (Figura 
1.1 c). Las ITC (N0[i+]) refieren a aquellos 
procesos metastásicos donde las célu-
las tumorales se presentan de manera 
aislada, en poblaciones de un tamaño 
<0.2 mm o se identifican <200 células 
afectadas en una sola sección trans-
versal del ganglio. Las micrometástasis 
(N1mi) presentan un tamaño >0.2 mm, 
pero i<2.0 mm y/o comprenden >200 
células afectadas en la sección trans-
versal. La consideración de macrome-
tástasis (N1) supone la detección de 
agrupaciones celulares tumorales >2.0 
mm.63,85
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1.1.9. Técnicas quirúrgicas de estadiaje ganglionar 
El estadiaje axilar puede abordarse utilizando diferentes técnicas, desde la disección com-
pleta de ganglios linfáticos axilares o linfadenectomía axilar (LA), la biopsia selectiva del gan-
glio centinela (BSGC) y la disección axilar dirigida (DAD).88

1.1.9.1. Linfadenectomía axilar
La disección de ganglios linfáticos axilares o linfadenectomía axilar (LA) consiste en la extir-
pación sistemática de los ganglios linfáticos regionales axilares. Históricamente, la LA consti-
tuía el procedimiento estándar para el estadiaje axilar.89 No obstante, desde la década de los 
90’s, la tendencia se inclina hacia linfadenectomías selectivas y más conservadoras.90 En la 
actualidad, la indicación del vaciamiento axilar (un mínimo de 10 ganglios, al menos los gan-
glios de nivel I y II de Berg y III en caso de sospecha o afectación macroscópica del nivel II) es 
generalmente recomendada en pacientes con ganglios axilares en los que se ha detectado 
afectación metastásica, dadas las secuelas asociadas a la LA. Se ha demostrado un aumento 
de la tasa de recidiva local en pacientes con axila clínicamente positiva cuando se trataron 
con radioterapia respecto a las sometidas a disección de ganglios linfáticos, lo cual sugiere 
una indicación firme de la resección quirúrgica en estos casos.91 Sin embargo, en axilas clí-
nicamente negativas, las desventajas resultan superiores a los beneficios. Por su abordaje 
y localización anatómica, las complicaciones más frecuentes son la aparición de linfedema 
crónico, los seromas, la infección de la herida quirúrgica, la disminución de la movilidad del 
brazo, el síndrome del hombro doloroso crónico y la obstrucción linfática, así como otras 
complicaciones menores, como la tromboflebitis de la vena axilar, la flebitis superficial y el 
denominado Axilary Web o síndrome de la red axilar.89,90 

1.1.9.2. Biopsia selectiva del ganglio centinela
La BSGC consiste en la identificación y extirpación del ganglio linfático centinela (GC). El 
GC se define como aquel ganglio linfático que recibe de forma directa y en primer lugar el 
drenaje linfático de una determinada región anatómica que incluye la lesión tumoral.  Este 
concepto de ganglio se fundamenta en la teoría de la progresión escalonada y predecible 
de la migración metastásica por la vía linfática, como se ha mencionado anteriormente. De 
esta manera, el primer reservorio metastásico aparecería en el GC, y luego podría extender-
se hacia el resto de la cadena ganglionar. La disección selectiva del GC aporta información 
de la diseminación metastásica global y su valor clínico reside en su capacidad predictiva 
sobre el estado ganglionar axilar ya que, según la teoría actual, se asume que, si el GC es 
negativo, el resto de los ganglios axilares tampoco presentarán metástasis. Esta teoría fue 
validada por Tuner et al.92 a partir de la muestra de pacientes intervenidas por Giuliano et 
al.93, determinando una probabilidad de diseminación preferente en ganglios no centinela 
inferior al 0.1 %. El concepto de GC fue descrito por primera vez en 1960 por Gould et al.94 
en una disección radical durante una parotidectomía. En 1966, Chiappa et al.95 reportaron la 
existencia de «centros linfáticos testiculares primarios». En oncología mamaria, Kett96 (1970) 
fue pionero en inyectar colorante azul en la areola y detectar la existencia de flujo desde el 
ganglio aislado, al que denominó «ganglio de Sorgius» hacia las cadenas axilares. Años más 
tarde, en 1977, Cabañas97 dirigió un estudio sobre cáncer de pene donde formuló la primera 
hipótesis del GC, que constituía la primera explicación fisiológica de este fenómeno de dre-
naje neoplásico. Sin embargo, no fue hasta 1992 cuando Morton et al.98 propusieron la prime-
ra técnica intraoperatoria para la detección del ganglio en pacientes de melanoma donde, a 
través del uso de azul de metileno (Lymphazurin®), definieron el GC como el primer ganglio 
de comunicación linfática con el tumor primario. Osborne et al.99 describieron las ventajas 
de la técnica BSGC para el estadiaje axilar. Krag et al.100 (1993) introdujeron una sonda gam-
ma para la localización de radiotrazadores en cirugía de mama con resultados excelentes. 
En 1994, Giuliano et al.93 publicaron las ventajas del uso de colorantes para la mejora de la 
técnica BSGC en pacientes  de cáncer de mama, lo cual supuso un antes y un después en 
el manejo quirúrgico de la axila. En 1998, Miner et al.101 utilizaron un radiofármaco guiado por 
ultrasonidos peritumoralmente, obteniendo una elevada tasa de positividad predictiva. En la 
actualidad, la técnica estándar para la BSGC, tal y como se recoge en el consenso, consiste 
en el uso de radiotrazadores (nanocoloide de albúmina, coloide de estaño o sulfuro de renio) 
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para el mapeo linfático preoperatorio y, opcionalmente, conjunta a la técnica del colorante 
o de sondas o técnicas de imagen intraoperatorias, especialmente si existe dificultad en la 
visualización de la linfogammagrafía. Los radiotrazadores son, preferiblemente, inyectados 
vía intra o peritumoral, especialmente en lesiones no palpables, aunque también se acepta 
la inoculación periareolar o subdérmica. La linfogammagrafía se realiza varias horas o el día 
anterior al procedimiento quirúrgico y, en caso de no detectar migración axilar, es recomen-
dable reinyectar el trazador el mismo día. Durante la cirugía, cuando se utilizan colorantes se 
prioriza el uso de azul de isosulfán, azul patente V, azul de metileno o verde de indiocianina, 
aunque este último requiere de cámaras con detectores especiales para visualizarlo. Se ino-
culan dosis recomendas de 2 ml que son inyectadas de 10 a 15 minutos antes de la interven-
ción practicando un masaje sobre la zona para facilitar el drenaje linfático.102 De esta manera, 
el colorante migra hasta el GC y este queda marcado con un azul intenso que permite su 
diferenciación del resto de tejidos, facilitando su identificación. 

Se ha demostrado que la mayoría de pacientes con GC positivo no presentan enfermedad 
residual en el resto de los ganglios de la axila, lo que sugiere que la LA no supondría ningún 
beneficio respecto a la BSGC, e incluso en casos donde se encuentran afectados más gan-
glios axilares por metástasis, éstos eran tratados mediante la radipoterapia que habitual-
mente se realiza sobre la mama tras la cirugía conservadora.103–107 Es por esto que la BSGC se 
ha establecido como estándar quirúrgico para la estadificación axilar en pacientes con car-
cinoma de mama invasivo y ganglios linfáticos clínicamente negativos (N0), ya que se ha de-
mostrado que resulta un procedimiento equiparable a la LA en estos subtipos tumorales.108 
Las indicaciones para la BSGC son todos los casos de cáncer de mama, a excepción de:102

Otros criterios de exclusión para la realización de la BSGC son:102

• Verificación preoperatoria de afectación ganglionar con pruebas de imagen y citología 
de las adenopatías sospechosas con diagnóstico compatible con metástasis.
• Carcinomas inflamatorios.
• Radioterapia axilar.
• Carcinomas localmente avanzados con afectación ganglionar sin terapia neoadyuvante.

• Afectación axilar histológicamente probada.
• Carcinomas inflamatorios.
• Neoplasias de mama con axila previamente positiva que han recibido QTNA y no han 
presentado respuesta radiológica.
• Tumores con afectación cutánea.

Si la localización del GC ha sido marcada dérmicamente en la axila por el Servicio de Medi-
cina Nuclear, se realiza la incisión en la ubicación elegida. Si solo se dispone de colorante, la 
incisión en la axila se practicada en su base, 2 cm por debajo de la línea del comienzo del 
vello. Se diseca el tejido hasta localizar el o los GC, pudiendo diferenciar el tejido en caso 
de utilizar colorantes y una tendencia a azul verdoso en el linfático aferente al ganglio. Los 
GC seleccionados se disecan y extirpan comprobando, si es posible, la medición con la 
gammasonda, en el caso de que se haya utilizado el doble marcaje con radionúclidos y co-
lorantes. Una vez extirpado el GC, debe comprobarse con palpación la presencia de ganglios 
anexos que puedan ser potencialmente centinelas.102 Tras la resección del GC, éste es some-
tido a una evaluación patológica habitualmente extemporánea, por lo que la afectación del 
GC no indica automáticamente completar la LA. Los ganglios disecados durante la cirugía se 
someten a un estudio anatomopatológico para detectar células tumorales. El estudio anato-
mopatológico se realiza a través del estudio histológico convencional o a partir de técnicas 
inmunohistoquímicas para caracterizar a la citoqueratina 19 (CK19) o de la amplificación de 
mRNA de CK19 utilizando la técnica de amplificación de ácido ribonucleico (RNA, del inglés 
Ribonucleic Acid) conocida como OSNA  (One-Step Nucleid Acid Amplification).102

1.1.9.3. Disección axilar dirigida
Como se ha mencionado anteriormente, la QTNA resulta útil para reducir la afectación gan-
glionar en pacientes de cáncer de mama de N+ a N0 y evitar la LA, además de valorar la 
quimiosensibilidad del tumor y reducir la micrometástasis y la masa tumoral para optar a 
cirugías más conservadoras.109,110 La estadificación axilar previa QTNA ha sido utilizada para 
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El sistema linfático es un circuito unidireccional formado por una red de ganglios y vasos lin-
fáticos que se origina en los capilares linfáticos ubicados en los espacios intersticiales, pun-
to en el que convergen los capilares sanguíneos y forman vénulas.116 Este sistema de drenaje 
es paralelo al sistema venoso y cumple tres funciones básicas: drenar el líquido intersticial, 
transportar lípidos, macromoléculas y proteínas, y facilitar la respuesta inmunitaria.116,117 

Estructuralmente, los capilares linfáticos se organizan formando vasos linfáticos que emer-
gen de la unión de capilares linfáticos y muestran una estructura tritúnica y válvulas unidi-
reccionales. Los vasos linfáticos superficiales y profundos se fusionan formando vasos más 
grandes, los troncos linfáticos. El transporte de la linfa desde los capilares hasta los ganglios 
linfáticos está mediado por los colectores linfáticos prenodales. Los colectores linfáticos 
son permeables al agua y pequeñas moléculas; y su pared está conformada por tres capas 
diferenciadas: la íntima (formada por endotelio, una membrana basal y una capa de tejido 
subendotelial), la muscular media (con células musculares) y la adventicia (con fibras colá-
genas, incluyendo vasos sanguíneos y terminaciones nerviosas).118 El trayecto de los vasos 
linfáticos es frecuentemente interrumpido por los ganglios linfáticos, cuya anatomía y orga-
nización celular se detalla a continuación.

1.2.1. Función y estructura del sistema linfático

1.2. Histología y fisiología 
de los ganglios linfáticos

plantear la LA en la cirugía. Sin embargo, esta estrategia impide valorar la remisión de los 
ganglios tras QTNA, por lo que las pacientes N+ en el momento diagnóstico son tratadas 
con LA. Este método se encuentra en la actualidad en desuso. Se estima que cerca del 40-
50 % de las pacientes N+ logran una respuesta patológica ganglionar completa tras QTNA; 
pudiendo beneficiarse de la BSGC y eludir las complicaciones relacionadas con la LA.104,111,112 
Especialmente, se ha sugerido una mejor respuesta al tratamiento con BSGC después de 
QTNA en subtipos TN y HER2+.113 Sin embargo, la BSGC con ganglios clínicamente positivos 
todavía genera controversia.114,115 En un metaanálisis reciente donde se incluyeron 3,578 pa-
cientes de 27 ensayos clínicos destacaron una tasa de detección del 91 % con una tasa de 
falsos negativos del 15 %.107

En el ensayo clínico ACOSOG se reclutaron 663 pacientes con ganglios afectados (N1); 649 
fueron sometidas a QTNA seguida de BSGC y LA. El GC no fue detectado en 46 pacientes y 
solo se diseccionó en 78 casos. De las 525 pacientes donde se extirparon los GC, no se de-
tectó afectación en 215 pacientes; lo que sugiere una respuesta patológica completa en el 41 
% de los ganglios afectados.104 En otro estudio de cohorte multicéntrico (SENTINA) se valoró 
la detección del GC en 1,022 pacientes antes de QTNA con una tasa de detección del 99.1 
%. En otras 592 pacientes que convirtieron de N+ a N0 tras QTNA o no remitió la afectación 
ganglionar, solo fue posible detectar el 80.1 % de GC con una tasa de falsos negativos del 14.2 
%. Además, en pacientes sometidas a una segunda biopsia tras QTNA la tasa de detección 
fue del 60.8 %, lo que sugiere que la BSGC es más fiable antes de QTNA.105 En el ensayo FNAC, 
donde se incluyeron 153 pacientes, detectaron el GC tras QTNA en 127 pacientes con una 
tasa de falsos negativos del 8.4 %.106 La tasa de falsos negativos tras QTNA está asociada a 
la modificación de las vías de drenaje linfático de la paciente, donde es posible que aparez-
can émbolos metastásicos y que ocurran cambios fibróticos regionales, lo que conlleva a un 
aumento de la tasa de falsos negativos, reportada en el 12.6-14.2 % de casos.104–106 Es decir, 
casos en los que el GC no presenta células tumorales, pero otros ganglios secundarios sí. 
Esta casuística presenta gran repercusión, ya que podrían mantenerse tumores quimiorre-
sistentes en la región axilar y la lesión resultaría infraestadiada. Además, como resultado de 
la QTNA, los ganglios metastatizados pueden reducir su tamaño hasta aparecer irrecono-
cibles, pudiendo pasar desapercibidos con técnicas de imagen. Para salvar esta dificultad, 
se ha propuesto el marcaje de GC previa QTNA para la BSGC durante la cirugía en un enfo-
que conocido como DAD. Esta técnica, también conocida como Biopsia Dirigida del Ganglio 
Centinela (BDGC), permite la localización selectiva del GC y para su exéresis individual.88 Las 
diferentes técnicas de marcaje del GC previa QTNA se detallan en el Apartado 1.3.
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La mama presenta una amplia arborización linfática multidireccional a través de la piel y 
del tejido parenquimatoso. Las vías linfáticas mamarias constituyen una red alrededor de 
los acinos y los lóbulos mamarios cuyos vasos colectores discurren siguiendo la trayectoria 
de los conductos galactóforos hasta desembocar en el plexo subareolar. El concepto de 
plexo fue descrito por Sappey en 1885 como «un casquete situado encima de la glándula 
mamaria» cuyos límites coinciden con los de la areola y, conforme el entramado se extiende 
de manera periareolar, pierde progresivamente densidad hasta terminar comunicándose 
periféricamente con los vasos de la piel, en su cara superficial con los vasos de la areola y 
el pezón y en su cara profunda con los vasos yuxtagalactofóricos. Este mismo autor sugirió 
que toda la linfa mamaria confluía en el plexo subareolar y desde allí drenaba preferente-
mente a los grupos ganglionares axilares.119 No obstante, a nivel anatómico se han descrito 
otros vasos linfáticos independientes al plexo subareolar que discurren desde los linfáticos 
perilobulillares, lo cual sugiere la existencia de una vía principal que drena hacia las cadenas 
axilares y otras vías accesorias que dirigen la linfa en menor proporción hacia otros grupos 
ganglionares, como los ganglios mamarios internos o los intercostales posteriores.84,120,121

Anatómicamente, es posible diferenciar dos grandes cadenas ganglionares mamarias: axilar 
y mamaria interna (Figura 1.2). aunque existen otras cadenas de drenaje linfático.84,120,121

1.2.2. Anatomía de las cadenas 
ganglionares mamarias

Glándulas 
deltoideopectorales

Ganglios 
subclaviculares

Ganglios centrales
Ganglios subcapsulares

Ganglios pectorales

Tronco colector cutáneo 
de la pared torácica

Troncos colectores 
cutáneos

Troncos colectores que 
pasan a las glándulas 

mamarias internas

Terminación linfática 
mamaria en glándulas 

subclaviculares

Troncos colectores 
mamarios

Ganglios pectorales

Plexo subareolar

Ganglios laterales

Figura 1.2. Anatomía de los ganglios linfáticos 
mamarios. Adaptada de Standring et al.122
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De esta manera, los ganglios linfáticos regionales de la mama se clasifican como:84,120,121

1. Ganglios linfáticos axilares (ipsolaterales): esta vía linfática drena en una red subareolar a 
través de la cual fluye el 75% de la linfa mamaria y se dirige hacia la axila. En función de su 
localización respecto al músculo pectoral menor, es posible diferenciar los ganglios de este 
subgrupo en tres niveles anatómicos, denominados grados de Berg:

 
2. Ganglios linfáticos mamarios internos (ipsolaterales), ubicados a lo largo del trayecto de la 
arteria y vena mamarias internas, entre la pleura y la pared torácica cerca del margen ester-
nal y alcanzan los ganglios paraesternales.
3. Ganglios linfáticos supraclaviculares, localizados en la fosa supraclavicular, en el triángulo 
imaginario definido por el músculo y tendón omohiodeo en su borde lateral y superior, por la 
vena yugular interna en su borde medial y la clavícula y vena subclavia en su borde inferior.
4. Ganglios linfáticos interpectorales (de Rotter). Grossman y Rotter describieron un cuarto 
subgrupo de ganglios ubicados entre el músculo pectoral mayor y menor, conocidos como 
ganglios linfáticos interpectorales o de Rotter.

1.2.3. Estructura y función del ganglio linfático

Vaso aferente

Vaso eferente

Médula

Seno 
paracortical

Macrófagos

Células 
dendríticas

Folículo de 
linfocitos B

Cápsula

HEV

Seno medular

Seno subcapsular

Corteza

Paracorteza

Médula

Figura 1.3. Estructura del ganglio linfático humano 
(sección medial sagital) (adaptada de Schudel et al.123).

Los ganglios son nódulos de tejido linfoide de forma redondeada que se intercalan en el re-
corrido de los vasos linfáticos, con una dimensión variable, entre ~0.3 y 3 cm. Actúan como 
filtros inespecíficos para materia particulada gracias a la función de las células fagocíticas, 
evitando que alcancen la circulación general. Además, permiten la interacción de los linfo-
citos con nuevos antígenos y con células presentadoras de antígenos en la interfase lin-
fa-sangre actuando en la respuesta inmunitaria temprana. La linfa accede al ganglio linfático 
a través de los conductos aferentes, y sale de él por los vasos eferentes y el hilio. Los colec-
tores postnodales salen por el hilio y se dirigen a otro grupo de ganglios o a grandes troncos 
linfáticos.116-118 Estructuralmente, los ganglios linfáticos están conformados por dos partes di-
ferenciadas: la cápsula y el parénquima, que a su vez incluye la corteza, la paracorteza y la 
médula (Figura 1.3).

1.1. Nivel I (pectorales). Borde lateral del músculo pectoral menor, incluyendo los grupos 
mamario externo, inferior de la vena axilar y escapular.
1.2. Nivel II (interpectorales). Entre los bordes medial y lateral del músculo pectoral menor 
e incluye ganglios linfáticos centrales y de Rotter.
1.3. Nivel III (apicales o infraclaviculares). Medialmente al borde medial del músculo pec-
toral menor e inferior a la clavícula e incluye el grupo subclavicular. 
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Cápsula. La cápsula está formada por tejido conjuntivo denso irregular relativamente grueso, 
compuesto por elastina, colágeno y fibroblastos y rodeado por tejido adiposo.124 Esta estruc-
tura proyecta trabéculas hacia el interior dividiendo el ganglio en lóbulos. Anexa a la cápsula 
existe una capa de tejido adiposo pericapsular que contiene arteriolas y vénulas que irrigan 
el ganglio linfático (Figura 1.4 a).122,125,126

Corteza. La corteza externa está formada por el seno subcapsular, el seno cortical y los 
nódulos linfáticos (Figura 1.4 b,c). Principalmente, en la corteza se encuentran agregados de 
linfocitos y células dendríticas especializadas que forman los nódulos linfáticos. En la corteza 
hay nichos que contienen principalmente linfocitos B y células dendríticas foliculares (FDC, 
del inglés Follicular Dendritic Cell), conocidas como folículos linfáticos de células B, así como 
zonas interfoliculares (IFZ, del inglés Interfollicular Zone), que separan los distintos folículos 
de linfocitos B.122,125-127 En el seno subcapsular se libera el líquido linfático que accede al gan-
glio por los canales aferentes, y desde allí se desplaza a los senos corticales que discurren 
paralelos a la trabeculación capsular en dirección al seno medular. Los procesos dendríticos 
y las fibras perforan el endotelio de los senos trabeculares. A través de estos orificios, las 
células presentadoras de antígeno, el antígeno circulante o los linfocitos libres pueden intro-
ducirse en el ganglio linfático. En esta capa cortical también coexisten linfocitos T auxiliares 
y linfocitos B, siendo estos más abundantes. Los folículos (o nódulos) linfáticos se ubican 
en las extensiones de las FDC y consisten en colecciones esféricas de linfocitos altamente 
empaquetados. Éstos pueden tener un centro germinal si son folículos primarios, que no 
aparece en los folículos secundarios. Los folículos primarios típicamente presentan linfocitos 
inactivos, mientras que los folículos secundarios muestran una colección heterogénea de 
linfocitos B activados. En el centro germinal se encuentran tres zonas diferenciadas: la zona 
oscura, la zona clara y la zona de manto que facilitan la activación de los linfocitos B, siendo 
la zona del manto donde residen inactivados y coexisten con células dendríticas foliculares, 
macrófagos, linfocitos T y células reticulares de sostén. La zona clara se caracteriza por la 
presencia de linfocitos B en proceso de diferenciación hacia una célula B de memoria o una 
célula plasmática (centrocitos); que en caso de mostrar alta afinidad con los antígenos de las 
células dendríticas foliculares, estos se mantendrán. Sin embargo, los que no presenten esta 
afinidad entrarán en apoptosis. En esta misma zona, los macrófagos colaboran en la elimina-
ción de los linfocitos B apoptóticos, mientras que los linfocitos T apoyan a las células B en su 
desarrollo y maduración. Finalmente, la zona oscura del centro germinal muestra linfocitos B 
inmaduros (centroblastos) con altas tasas de proliferación.122,125-127

Paracorteza. La paracorteza es la zona cortical profunda, caracterizada por la ausencia de 
nódulos linfoides y un número de linfocitos T aumentado, especialmente de tipo CD4+ y 
CD8+ (Figura 1.4 d). Esta región es también conocida como zona de células T (TCZ, del inglés 
T Cell Zone) y contiene numerosas FRC, actuando como un componente integral del sistema 
de conductos que se ramifica en toda la extensión de la paracorteza.127 Además, esta región 
es rica en vénulas de endotelio alto (HEV, por sus siglas en inglés High Endothelial Venules), 
a través de las cuales los leucocitos acceden al parénquima del ganglio a través de la migra-
ción transendotelial.122,125,126

Médula. La médula está formada por linfocitos menos organizados en forma de cordones 
medulares irregulares (Figura 1.5 a). Esta región se caracteriza por la presencia de extensio-
nes de tejido linfático denso que se dirigen al centro del ganglio; los cordones medulares. 
Además, están formados por otro tipo de estructuras, los senos linfáticos medulares. Estos 
últimos están integrados por células endoteliales y reticulares aplanadas, que emiten finas 
prolongaciones capaces de atravesar la luz de los senos, generando una superficie irregular. 
Estas estructuras permiten la circulación de linfa y linfocitos, ya que las paredes de los senos 
son fácilmente atravesadas por linfa, moléculas proteínicas y diversas líneas celulares (Figura 
1.5 b). Los cordones medulares se encargan de la formación de células plasmáticas, y ade-
más contienen principalmente linfocitos y macrófagos (Figura 1.5 c). Es a través de los senos 
medulares donde la linfa se drena desde los senos corticales al conducto linfático eferente 
a través del hilio.122,125,126
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Figura 1.4. Región de la 
corteza y de la paracor-
teza del ganglio linfático 
humano. a) Panorámica 
del ganglio linfático. b) 
Corteza del ganglio linfá-
tico. c) Detalle de la cor-
teza y el centro germinal. 
d) Detalle de la paracor-
teza. (Adaptada del Atlas 
de Histología de la Uni-
versidad   de Zaragoza128).
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Figura 1.5. Región medular del 
ganglio linfático humano. a) 
Panorámica de la médula del 
ganglio linfático. b) Detalle del 
cordón medular. c) Detalle del 
seno medular. (Adaptada del 
Atlas de Histología de la Uni-
versidad   de Zaragoza128).
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El tejido linfático está formado por una componente fibrilar y tres grandes poblaciones ce-
lulares diferenciadas en el parénquima ganglionar que provienen de células madre hemato-
poyéticas (Figura 1.6): las células linfoides, las células del estroma y las células accesorias.129 

1.2.4. Tipos celulares en el ganglio linfático

Célula madre
hematopoyética

Célula madre
mieloide

Megacarioblasto

Proeritoblasto

Monoblasto

Mieloblasto

Neutrófilo

Eosinófilo

Basófilo

Célula madre
linfoide

Monocito

Linfoblasto
Célula NK

Linfocito
Linfocito T

Linfocito B

Reticulocito Eritrocito

PlaquetasMegacariocito

Figura 1.6. Origen de las líneas hematopoyéticas de la estirpe mieloide y linfoide.

1.2.4.1. Linfocitos y células plasmáticas
Los linfocitos comprenden dos grupos celulares: los linfocitos B, que actúan frente a antígenos 
libres o ligados a células; y los linfocitos T, que pueden ser reguladores, supresores o efectores. 
Los linfocitos T reguladores, donde se incluyen los linfocitos T colaboradores, cooperan con los 
de tipo B para estimular su proliferación y diferenciación a células plasmáticas. Los linfocitos 
T supresores actúan sobre los linfocitos T colaboradores para regular su actividad y modular 
la diferenciación de linfocitos B en células plasmáticas. Por último, los linfocitos T efectores, 
donde se incluyen los linfocitos T citotóxicos y las células Natural Killer (NK), son capaces de 
lisar células diana que presenten antígenos específicos a través del mecanismo de citotoxici-
dad mediada por células dependientes de anticuerpos.124 Los linfocitos B y T son indistingui-
bles bajo microscopía electrónica. Ambos presentan formas redondeadas, con cromatina más 
densa y menos marginal que otras líneas celulares. En función de su madurez, pueden variar 
en tamaño y apariencia. El linfocito se diferencia del linfoblasto en que la célula es de menor 
tamaño, el núcleo tiene una forma más irregular y los orgánulos citoplasmáticos están agru-
pados a un lado de la célula. En tejido linfático, estas células suelen medir entre 8 y 10 μm.129-132 

Las células plasmáticas provienen de linfocitos B activados y, principalmente, se encargan 
de la producción de anticuerpos. Las células plasmáticas alcanzan de 10 a 20 μm y aparecen 
en menor cantidad. A nivel ultraestructural, se identifican fácilmente por la gran cantidad de 
retículo endoplasmático rugoso (RER, del inglés Rough Endoplasmic Reticulum) que, habitual-
mente, se muestra en disposición concéntrica en el citoplasma. Las cisternas   internas del RER 
están frecuentemente dilatadas y llenas de material gris homogéneo. Otro rasgo distintivo es 
la presencia de aparatos de Golgi perinucleares bien desarrollados. En estas células, se obser-
van abundantes mitocondrias en la región periférica del citoplasma, junto a gránulos redon-
dos y electrondensos de tamaño variable. Su núcleo también presenta algunas características 
distintivas, como la presencia de bandas anchas e irregulares de cromatina perinuclear.132–134 

1.2.4.2. Células del estroma
Las células del estroma ganglionar actúan como un andamio, forman una red para la migra-
ción de las células inmunitarias y tienen un papel clave en la respuesta inmunitaria. El estroma 
dendrítico-reticular engloba tanto a las células anteriormente descritas como las reticulares 
como las dendríticas, dado que colaboran en la organización y regulación del tejido linfático y 
desempeñan funciones complementarias.135 Se ha propuesto que estas células se diferencian 
a partir de células madre mesenquimales (MSC, del inglés Mesenchymal Stem Cell) presentes 
en el ganglio linfático.136 Las células del estroma comprenden numerosos subconjuntos celula-
res dependiendo de su función, fenotipo y ubicación en el ganglio linfático (Figura 1.7). 
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De entre ellas, las células retículas fibroblásticas (FRC, del 
inglés Fibroblastic Reticular Cell) conforman el subcon-
junto principal.135 El grupo de células FRC se encuentra 
principalmente en la corteza del ganglio y se encargan de 
la producción de fibras reticulares ricas en colágeno I y III 
que forman una red tridimensional, proveyendo al ganglio 
no solo de un tamiz poroso sino también de un entramado 
para el sostén y guía del movimiento de las células den-
dríticas y linfocitos T y B.137,138 Además, las FRC producen 
componentes de la matriz extracelular (ECM, del inglés 
Extracellular Matrix), incluyendo ER-TR7, fibrilina, lamini-
na, fibronectina.139 Además, las FRC producen quimiocinas 
homeostáticas, CCL19 y CCL21, permitiendo la migración y 
localización de células inmunitarias, así como de interlu-
quina (IL) IL7, importante en la señalización de superviven-
cia para las linfocitos T y B, y del complejo mayor de histo-
compatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibility 
Complex) contribuyendo al mantenimiento de la toleran-
cia de los linfocitos T.135 Dentro de las FRC, se encuentran 
las células reticulares de la zona de células T (TRC, del 
inglés T Cell zone Reticular Cell), las células reticulares 
dendríticas (DRC, del inglés Dentritic Reticular Cell), las 
células reticulares medulares (medRC, del inglés Medullar 
Reticular Cell) y las células reticulares de la corteza (TBRC, 
del inglés T-B Reticular Cell) (Tabla 1.8). En general, las FRC 
son fusiformes o estrelladas, con numerosos procesos ci-
toplasmáticos y un citoplasma rico en RER, aparatos de 
Golgi y mitocondrias. El abundante RER de las FRC permite 
la síntesis y secreción de componentes de la ECM.129,132,140 

Figura 1.7. Distribución de las células estromales del ganglio 
linfático (MRC: células reticulares marginales, IFRC: células 
reticulares interfoliculares, FDC: células dendríticas folicula-
res, CRC: células reticulares Cxcl12+, TBRC: células dendríti-
cas reticulares de la corteza, TRC: células reticulares de zonas 
de linfocitos T, DRC: células dendrítico-reticulares, medRC: 
células reticulares de la corteza, PvC: células perivasculares, 
HEV: vénula del endotelio alto). Adaptada de Cinti et al.135

Tabla 1.8. Localización, marcadores, factores secretados y función del subconjunto de células estromales 
FRC. Adaptada de Cinti et al.135

Localización Marcadores
Factores  

secretados Función

Zona de linfocitos T
Pdpn, PDGFRα, PDGFRβ, 

Vimentina, desmina, 
ER-TR7, BP3 (CD157)

CCL19, 
CCL21,

IL-7, VEGF

Soporte estructural, 
formación de conductos, 
migración y localización 

de células T y DC.

Migración y supervivencia 
de células plasmáticas, 

salida de linfocitos.

Organización y  
supervivencia de  
linfocitos T y B.

Sostén y organización 
de linfocitos B.

CXCL12, 
CCL21

BAFF, IL-
6, ABRIL 
CXCL12

CCL19, CCL21, 
CXCL13, BAFF, 

CXCL12

Pdpn, PDGFRα, 
PDGFRβ, desmina, 

ER-TR7

Pdpn, PDGFRα, 
PDGFRβ, desmina, 

ER-TR7

Pdpn, PDGFRα, 
desmina, ER-TR7

Cordones medulares

Frontera entre la corteza 
profunda y la médula

Frontera entre zonas 
de linfocitos T y B e IFZ

TRC

DRC

medRC

TBRC
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Tabla 1.10. Localización, marcadores, factores secretados y función del subconjunto de células 
estromales perivasculares. Adaptada de Cinti et al.135

Localización Marcadores
Factores  

secretados Función

Capilares, vénulas del 
endotelio alto

PDGFRβ, αSMA,  
	    ITGA7	

CCL19, 
CCL21

Soporte HEV, progenitor 
de células TRC y BRC.PvC

Tabla 1.9. Localización, marcadores, factores secretados y función del subconjunto de células 
estromales BRC. Adaptadade Cinti et al.135

Localización Marcadores
Factores  

secretados Función

Folículos de linfocitos 
B y zona clara de los 

folículos

Folículo de linfocitos 
B y zona oscura de los 

folículos

Senos subcapsulares 
y regiones IFZ

Senos subcapsulares 
y folículos

Pdpn, desmina, CR1/2, 
(CD21/35), FCγRII (CD32), 

FcεRII (CD23)

CXCL13, 
BAFF

Captura y visualización 
de antígenos, migración y 

supervivencia de células B, 
soporte de la zona clara.

Precursor de FDC, soporte 
estructural, localización de 

células inmunitarias.

Localización y supervi-
vencia de células linfoides 

innatas, linfocitos T y B.

Migración de células B 
del centro germinal, so-
porte de zona oscura.

CXCL12

CXCL13, 
IL-7

BAFF, IL-7, 
CXCL13

Pdpn, PDGFRα, 
desmina,

Pdpn, PDGFRα, PDGFRβ, 
desmina, MAdCAM-1, 

RANKL, ER-TR7

Pdpn, PDGFRα, 
desmina, PDGFRβ, 

RANKL, ER-TR7

FDC

CRC

MRC

IFRC

De entre las PcV, destacan los pericitos (PC), que se encuentran en la zona abluminal de 
las células endoteliales vasculares, con las que comparten una membrana basal común. 
Estas células desempeñan un papel fundamental en la regulación de diversas funciones 
vasculares, como la homeostasis microvascular, la angiogénesis, la remodelación vascular, 
la regresión y la estabilización vasculares.141,142 Aunque se han atribuido múltiples funciones a 
los PC, todavía se desconoce en profundidad este tipo celular, aunque se sabe que consti-
tuyen una población celular heterogénea.143 Un estudio en el que se aislaron PC de distintos 
tejidos mostró diferentes expresiones génicas y capacidad de diferenciación.144 Incluso se 
han demostrado diferencias entre pericitos de un mismo tejido y vaso.145 Anteriormente se 
ha mencionado que las células estromales del ganglio derivan de MSC.136 Algunos estudios 
sugieren que los PC dan lugar a las MSC, aunque tampoco se ha descartado los PC sean 
MSC en sí mismas, o que poblaciones específicas de PC puedan diferenciarse a otros tipos 
celulares estromales.143

En la clasificación anterior propuesta por Cinti et al.135, las células CXCL13+ se agrupan den-
tro de otro subconjunto de células denominadas como células reticulares de la zona B 
(BRC, del inglés B zone Reticular Cell), donde se incluyen: las células dendríticas foliculares 
(FDC, del inglés Follicular Dentritic Cell), células reticulares CXCL12+ (CRC), células inter-
foliculares (IFRC, del inglés Interfollicular Reticular Cell) CXCL13+ y las células reticulares 
marginales (MRC, del inglés Marginal Reticular Cell) (Tabla 1.9). 

Dentro de esta clasificación, las últimas células estromales que se consideran en el ganglio 
linfático son las células perivasculares (PvC, del inglés Perivascular Cell), que actúan como 
sostén de las estructuras vasculares y se cree que son células progenitoras de TRC y BRC 
(Tabla 1.10).135
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1.2.4.3. Células accesorias
Entre las células accesorias (o no linfáticas) es posible encontrar, aunque no exclusivamen-
te; macrófagos y monocitos, mastocitos y granulocitos, incluyendo neutrófilos, eosinófilos 
y basófilos.129

Los macrófagos son responsables de multitud de funciones esenciales para el cuerpo, in-
cluyendo la inmunidad innata, la función metabólica, la eliminación de desechos celulares y 
la reparación y remodelación de tejidos.146 Los monocitos pueden diferenciarse a diferentes 
fenotipos de macrófago dependiendo de las señales del microentorno. En concreto, pue-
den adoptar un fenotipo proinflamatorio (M1) caracterizado por la alta tasa de liberación 
de citoquinas proinflamatorias y especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés Reactive 
Oxygen Species); o un fenotipo M2 que reduce la inflamación y promueve la reparación de 
los tejidos. Se trata de grandes células, de entre 10 y 30 μm, de forma irregular con núcleos 
grandes y, a menudo, dentados. Uno de los aspectos distintivos de los macrófagos es que 
presentan proyecciones citoplasmáticas en forma de pseudópodos o lamelipodios en su 
estado activo. Además, en su citoplasma suelen observarse numerosas vesículas endocí-
ticas/fagosomas, lisosomas primarios y fagolisosomas.147,148 Sus precursores, los monocitos, 
a diferencia de los macrófagos son más redondeados, con cromatina más densa y menos 
marginal y con escasos orgánulos citoplasmáticos, al tratarse de células menos diferencia-
das.132,149

Los granulocitos son un tipo de leucocitos con un papel activo en la inmunidad innata y 
adaptativa. Los granulocitos se clasifican en neutrófilos, eosinófilos, basófilos (que son gra-
nulocitos circulantes) y mastocitos (células residentes); y no siempre son bien distinguidas 
en microscopía electrónica. Los neutrófilos pueden fagocitar y eliminar patógenos intra-
celulares a través de sus proteínas antimicrobianas granulares, y patógenos extracelulares 
mediante la liberación de proteínas antimicrobianas en un proceso de desgranulación o 
mediante la formación de trampas extracelulares de neutrófilos (NETs, del inglés Neutrophil 
Extracellular Traps).150 Si bien cumplen con esta primera línea de defensa innata, los neu-
trófilos activados también liberan factores quimiotácticos que promueven la migración de 
otras células inmunitarias innatas y adaptativas, incluidas las células dendríticas, a los sitios 
de infección y a los ganglios linfáticos cercanos.150 Los neutrófilos son mayoritarios (45-75 %  
de los leucocitos) y presentan gránulos específicos de 0.2-0.5 μm mayoritariamente com-
puestos de mieloperoxidasa, elastasas, colagenasas, defensinas, lisozimas, catelicidinas y 
lactoferrinas. Presentan un núcleo multilobulado, normalmente en 3 ó 4 segmentos inter-
conectados por puentes nucleares. Muestran tendencia a ser esféricos en la sangre, pero 
en tejido conectivo son largos y ovoideos.132,140,151 Los eosinófilos activados actúan como 
reguladores en los procesos de inmunidad adaptativa.152 De nuevo, sus gránulos son ricos en 
proteínas antimicrobianas, que pueden liberarse en respuesta a patógenos.150 Los eosinófi-
los son menos frecuentes (2-5 % de los leucocitos) y suelen mostrar el núcleo bilobulado. 
En su citoplasma contienen gránulos compuestos de proteínas (principalmente eosinofil 
peroxidasa y proteína catiónica de eosinófilo), enzimas lisosomales, histamina y leucotrie-
nos, citoquinas y factores de crecimiento. Los gránulos presentan un tamaño de entre 0.5 
y 1 μm con núcleo cristalino interno a menudo electrondenso en su fase madura.132,140,151 Los 
basófilos son los menos numerosos (0.5 % de los leucocitos) y participan en la respuesta 
inflamatoria, aunque sus funciones efectoras e inmunomoduladoras todavía no se conocen 
completamente.150 Típicamente muestran núcleos poco lobulados y citoplasmas ricos en 
grandes gránulos (de 0.5 a 1.5 μm), que son lisosomas primarios con histamina, heparina, 
leucotrienos y citoquinas empaquetadas.132,140,151

Los mastocitos (o células cebadas) residen repartidos por la mucosa y el epitelio de los 
tejidos vascularizados y se encargan de sintetizar y almacenar en grandes gránulos diver-
sos mediadores inflamatorios, incluyendo histamina, serotonina, citoquinas o proteogluca-
nos, entre otros.153 Se caracterizan por presentar estos gránulos redondos delimitados por 
membrana y con densidad variable, que suelen medir entre 0.5 y 1 μm y ocupan gran parte 
del citoplasma. Los mastocitos muestran pocas mitocondrias y poco RER. Estas células 
miden de 20 a 30 μm, muestran núcleos redondos ubicados en el centro con grandes agre-
gaciones de cromatina y es típico encontrarlas cerca de vasos sanguíneos.132,140,154,155
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El objetivo de la BSGC es la localización y disección del ganglio o ganglios linfáticos primera-
mente comunicados con el tumor primario. Para ello, es común utilizar técnicas de marcaje 
del ganglio centinela pre e intraoperatorias. Sin embargo, la identificación intraoperatoria 
del GC no resulta evidente, especialmente en mujeres con alto índice de masa corporal 
(IMC).156 Para esquivar esta limitación, se han desarrollado sistemas de marcaje basados 
en colorantes y radiotrazadores, que además pueden ser utilizados en combinación. Nor-
malmente, la técnica exclusiva de colorante está desaconsejada, aunque el marcaje con 
radiotrazadores requiere equipos especializados para la detección de radiación gamma no 
siempre disponibles.102

1.3.1.1. Radiocoloides
El marcaje basado en radiocoloides típicamente consiste en la inyección de partículas mar-
cadas con 99mTc. El coloide es transportado por la linfa y fagocitado por macrófagos en los 
ganglios linfáticos, de manera que una cantidad mayoritaria del coloide residirá en el GC 
durante la intervención quirúrgica. La retención de las partículas del coloide en los gan-
glios linfáticos dependerá de la internalización en macrófagos, por lo que dos requisitos 
indispensables en los radiotrazadores son una carga superficial neta negativa y que los 
compuestos sean opsonizados.157 La dosis de radiocoloides establecida depende de las re-
comendaciones del fabricante, aunque se recomienda inocular entre 0.5 y 3 mCi de 2 a 24 
horas antes de la cirugía, aunque puede variar según la vía de administración utilizada.148,159 
La vía de administración del radiotrazador es variable. Pueden realizarse inyecciones pro-
fundas (parenquimatosas: peritumorales, subtumorales e intratumorales) o superficiales 
(epidérmicas: intradérmicas, subdérmicas, periareolares y subareolares). La técnica más 
practicada es la inyección peritumoral, aunque también son frecuentes la inyección peria-
reolar y la subdérmica.102,158

La velocidad de diseminación hasta los nódulos linfáticos es variable y está asociada in-
versamente al tamaño de partículas del coloide.159 En función del tamaño de la partícula, es 
posible diferenciar entre tres coloides diferentes:160

1. Nanocoloides, con un diámetro entre 2 y 20 nm. Algunos ejemplos de nanocoloides son 
los compuestos tecneciados de seroalbúmina humana, dextrano o trisulfuro de antimonio. 
2. Coloides de tamaño intermedio, con tamaños comprendidos entre 20 y 100 nm. En este 
su grupo se incluye la albúmina nanocoloidal, el sulfuro coloidal de tecnecio filtrado, el sul-
furo de renio y el sulfuro de tecnecio estabilizado con gelatina.
3. Coloides de tamaño grande, con diámetros superiores a 100 nm, como el sulfuro coloidal 
no filtrado (100-400 nm) o la albúmina microcoloidal de tecnecio (>1 µm).

Los radiotrazadores preferidos en la práctica clínica para linfogammagrafía son el 99mTc-sul-
furo coloidal sin filtrar (15 nm-5 µm) o filtrado a 0.22 µm, especialmente en EEUU. En Europa, 
es más común el radiocoloide 99mTc-HSA (4 -100 nm) y en Australia y Canadá el radioco-
loide favorito es el trisulfuro de 99mTc-antimonio (3 -30 nm).159 Además de los radiocoloides 
convencionales, existe una creciente tendencia a la inoculación de radiofármacos, como 
el Lymphoseek® (99mTc-tilmanocept), que presentan especificidad frente a receptores de 
membrana de los macrófagos y, por tanto, su infiltración ganglionar ya no es dependiente 
del tamaño de la partícula, pudiendo además ser eliminado rápidamente del lugar de la in-
yección por su reducido peso molecular.161

La realización de una linfogammagrafía preoperatoria tras la inyección del radiotrazador 
isotópico es fundamental para la planificación de la BSGC. Esta imagen radiológica se ad-
quiere con los objetivos de asegurar la migración del coloide, de mapear el patrón de dise-

1.3.1. Técnicas de marcaje ganglionar para la BSGC

1.3. Técnicas de marcaje 
del ganglio centinela
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minación linfático y de ubicar la localización del GC. La linfogammagrafía de GC altamente 
metastatizados está contraindicada, ya que pueden pasar desapercibidos por el compor-
tamiento biológico de las células tumorales, que pierden su capacidad de «retención» de 
los radiotrazadores. Si la detección del GC entraña dificultad, es posible combinar la lin-
fogammagrafía con otras técnicas de imagen, como la tomografía por emisión de fotón 
único (SPECT, del inglés Single Photon Emission Computed Tomography) combinada con 
tomografía computarizada (CT, del inglés Computarized Tomography).162 Se ha sugerido una 
mejora en la precisión de la linfogammagrafía combinando el método con la inoculación de 
verde de indocianina.163 En el momento intraoperatorio, los trazadores isotópicos pueden 
ser detectados con sondas o con gammacámaras portátiles. Las sondas utilizan un detec-
tor basado en teluro de cadmio (CdTe) para la localización de los isótopos, y la precisión 
quirúrgica dependerá del manejo del cirujano cuando atraviese próximamente tejidos con 
mayor emisión de radiación. Por su parte, las gammacámaras también están basadas en 
detectores de CdTe y ofrecen un campo de visión suficiente para la detección del ganglio. 
Esta opción resulta más ventajosa frente a las sondas, ya que permiten ver en tiempo real 
el lecho quirúrgico y facilitan el rastreo del GC en la axila de la paciente. Sin embargo, los 
radiocoloides presentan como limitación que los GC no pueden ser detectados macroscó-
picamente, ya que no modifican el color del tejido linfático.

1.3.1.2. Colorantes
Existen multitud de colorantes, como el azul de metileno, el verde indocianina o el carmín 
índigo. La inyección del colorante suele realizarse desde las vías linfáticas periareolares, y es 
necesario masajear la zona afectada durante 10-15 minutos para permitir la diseminación 
del colorante. Si bien el azul de metileno se considera el estándar intraoperatorio para el 
mapeo linfático del GC en cáncer de mama en una dosis de 2 ml,102 Morton et al.98 sugieren 
que presenta escasa eficiencia de difusión linfática, y abogan por colorantes apolares y 
poco hidrosolubles (como el azul de isosulfán, como Linfazurín® o el azul vital, como azul 
patent V®). Las tasas de identificación del GC utilizando linfogammagrafía son notablemen-
te superiores (97 %) respecto a las de la técnica de azul de metileno (75-80 %), aunque un 
método mixto puede alcanzar el éxito en el 98-99 % de los casos, especialmente cuando 
el ganglio presenta metástasis difusa y su capacidad de retener el radiocoloide resulta in-
suficiente.159,164

Mientras que el colorante azul es visible con luz blanca, el verde de indocianina presenta 
propiedades fluorescentes que requieren de exposición a infrarrojo cercano (NIR, del inglés 
Near InfraRed) para ser observadas. El uso del verde de indocianina aumenta la mayor tasa 
de detección intraoperatoria respecto a los colorantes azules,165 además de permitir realizar 
un mapeo tumoral.166 Las suspensiones basadas en carbono también han sido utilizadas en 
el momento preoperatorio con una precisión diagnóstica de hasta el 99.8 %, reduciendo la 
tasa de falsos negativos en comparación con la técnica de colorante azul.167,168 Sin embargo, 
todavía se requieren más estudios para utilizar las suspensiones de carbono para tatuajes 
ganglionares a largo plazo.168

1.3.1.3. Trazadores superparamagnéticos
Los trazadores superparamagnéticos se han desarrollado como método alternativo a la 
combinación del radioisótopo y del colorante azul. Habitualmente, estos coloides consisten 
en nanopartículas de óxido de hierro (Fe3O4) superparamagnético (SPIO) que son fácilmen-
te detectables con el uso de un magnetómetro. Tras la inyección, estos trazadores requie-
ren de 15 minutos para su acumulación en el GC. Además, esta nueva tecnología de marcaje 
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1.3.1.5. Quantum dots
Los «quantum dots» (Qdots) son cristales semiconductores con un diámetro comprendido 
entre 2 y 20 nm que exhiben fluorescencia asociada a su alto rendimiento cuántico. Por sus 
propiedades ópticas únicas, su aplicación en biomedicina es amplia, abarcando desde el 
diagnóstico molecular hasta el estudio de la dinámica tumoral o terapias fotodinámicas de 
lesiones malignas.175 En 2023, galardonaron con el Nobel de Química a Moungi Bawendi, Louis 
Brus y Alexei Ekimov por el descubrimiento y síntesis de estas nanoestructuras. En aplica-
ciones médicas, los Qdots más utilizados se basan en seleniuro de cadmio (CdSexS1-x) o 
telururo de cadmio (CdTexSe1-x) dado que su región de confinamiento cuántico abarca 
todo el espectro óptico.176 También pueden ser preparados a partir de otros materiales, 
como metales, cerámicas o polímeros,177 y pueden ser conjugados para hacerlos selectivos 
en aplicaciones dirigidas o no mostrar especificidad.175 La longitud de onda emitida por los 
Qdots puede ser fácilmente controlada modificando sus tamaños y morfología, pudiendo 
emitir luz en el espectro ultravioleta (UV) y en el NIR, aunque su aplicación clínica práctica 
resulta limitada por la citotoxidad que presentan.176 

Los Qdots se distribuyen dentro del ganglio partiendo de una dispersión en el líquido linfá-
tico de los vasos linfáticos aferentes y se extienden hacia el seno subcapsular para terminar 
derivando en los senos transverso lateral y medular. A nivel celular, estas nanopartículas se 
acumulan preferentemente en el citoplasma de macrófagos y células dendríticas.178 Robé et 
al.179 inyectaron un coloide basado en Qdots de CdSe/ZnS  por vía subcutánea en ratones 
para la detección del ganglio axilar, logrando identificar las estructuras linfáticas con una 
emisión de 655 nm a los 5 minutos de la inyección hasta las 24 horas posteriores. Kosaka 
et al.178 inocularon por vía subdérmica cinco subtipos de Qdots comerciales basados en 
CdSe (Qdots con emisión a 545, 565, 585, 605 y 655 nm) para el mapeo linfático de un 
ratón, apreciando actividad óptica hasta 7 días después de las inyecciones a diferentes 
longitudes de onda. Frangioni et al.180 prepararon inyecciones subdérmicas de Qdots CdTe/
CdSe recubiertos con fosfina oligomérica altamente aniónica para el mapeo linfático en 
ratas y cerdos con excelentes resultados. Ballou et al.181 inyectaron peritumoralmente Qdots 
recubiertos con polietilenglicol (PEG), demostrando la migración de los Qdots a los ganglios 
regionales en animales.

permite una visualización limitada a nivel macroscópico del ganglio, ya que modifica el co-
lor del tejido linfático hacia un marrón más oscuro. Estudios preliminares han demostrado 
tasas de detección intraoperatoria comparables a la técnica estándar de radiotrazadores, 
alcanzando ratios del 94.4-98.3 % (SPIO) y 95.0-97.8 % (radiación gamma).169–171 No obstan-
te, se han descrito limitaciones en la técnica, como la alteración magnética secundaria ante 
la proximidad de equipos de quirófano (p.ej. es necesario utilizar retractores de plástico, 
en lugar de metálicos) o la escasa sensibilidad ante acúmulos magnéticos ganglionares de 
pequeño tamaño. Aunque existen trabajos recientes que tratan de salvar estas inconve-
niencias, esta tecnología está todavía en desarrollo.172

1.3.1.4. Contraste con microburbujas
La técnica de contraste con microburbujas para la mejora de la definición en técnicas de 
imagen ha sido previamente utilizada predominantemente en imágenes cardíacas, hepáti-
cas y gammagrafías en traumatismos abdominales. En 2004, Goldberg et al.173 introdujeron 
esta técnica para la biopsia del GC, e informaron de que las microburbujas inyectadas peri-
tumoralmente en un modelo de melanoma porcino drenaban por los canales linfáticos hasta 
establecerse en los GC mejorando significativamente la detección ecográfica. Esta técnica 
consiste en la inyección periareolar de un agente de contraste para imagen por ultrasonido 
basado en microburbujas de gas (∼2.5-10 µm) de hexafluoruro de azufre estabilizadas con 
fosfolípidos que actúan como reflectores del haz de ultrasonido. Habitualmente, se utilizan 
entre 0.2 y 0.5 ml y el drenaje linfático hasta el GC suele ocurrir a los 15-20 minutos tras la 
inyección.174
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1.3.1.6. Dendrímeros de Gd
Los dendrímeros son polímeros orgánicos que pueden encontrarse comercialmente como 
poliamidoamina amino-terminal (PAMAM) y como polipropilimina de núcleo diaminobuta-
no.  En medicina, es común encontrarlos conjugados con quelatos de Gd y de In radioac-
tivos para la obtención de contrastes para resonancia magnética (RM) y SPECT. Kojima et 
al.182 prepararon inyecciones intradérmicas de 12 tipos de dendrímeros radiomarcados con 
diferentes tamaños y grupos terminales (amino, carboxilo y acetilo) para la obtención de 
imágenes SPECT de GC en ratas, obteniendo mejores resultados en la distribución de los 
dendrímeros terminados en carboxi con tamaños superiores a 6 nm. Shi et al.183 incorpora-
ron nanopartículas de oro en dendrímeros con el objetivo de localizar el GC en 12 conejos 
mediante linfografía por CT indirecta. Entre sus resultados, observaron una mejora notable 
en la obtención de imágenes radiológicas preoperatorias, además de un marcaje macros-
cópico oscuro secundario a la acumulación de nanopartículas en los nódulos linfáticos. 
Yang et al.184 sintetizaron dendrímeros de PAMAM conjugados con azul alcalino y reportaron 
mejor distribución linfática en ratones en relación a los colorantes disponibles comecial-
mente.

1.3.1.7. Marcajes duales
Actualmente, los estudios experimentales donde se inoculan marcajes duales del GC tienen 
tres objetivos bien diferenciados. Primero, combinar técnicas de imagen preoperatorias 
para el mapeo linfático con un marcaje intraoperatorio para la localización y exéresis del 
GC. Segundo, aumentar la sensibilidad ante terapias neoadyuvantes y mejorar el contraste 
en técnicas de imagen preoperatorias. Tercero, obtener marcajes que permitan el mapeo 
linfático preoperatorio y, además, permitan detectar el estado metastásico de los GC en la 
cirugía.

Liu et al.185 desarrollaron y validaron en pequeños animales un sistema de contraste para 
técnicas de imagen basado en nanopartículas de sílice mesoporosas cargadas con colo-
rante fluorescente con modalidades de imágenes fluorescentes y fotoacústicas en el NIR 
para un mapeo linfático eficaz. Zhou et al.186 conjugaron nanopartículas magnéticas de óxido 
de hierro (10 nm) con una molécula con emisión a 830 nm (NIR), consiguiendo una pon-
deración en T2 útil en resonancia magnética y un contraste para el seguimiento óptico de 
los ganglios linfáticos por fluorescencia en modelos de ratón. Mihara et al.187 reportaron un 
trazador dual compuesto por verde de indocianina y partículas de óxido de hierro super-
paramagnético para la detección de GC de la vesícula biliar en modelos porcinos. Como 
resultado, obtuvieron un nuevo método más eficiente para el manejo laparoscópico. Tsu-
chimochi et al.188 desarrollaron un vector basado en PAMAM cargadas con 99mTc y verde de 
indocianina para una mejor resolución anatómica del sistema linfático en técnicas de ima-
gen. Yang et al.189 propusieron un marcaje basado en nanopartículas de carbono en forma 
de nanogotas que frente a estimulación NIR presentan un cambio de fase líquida-gaseosa 
para un contraste dual en técnicas fotoacústicas y ultrasónicas, además de presentar sen-
sibilidad frente a terapia fototérmica. Dai et al.190 sintetizaron nanopartículas de ácido hialu-
rónico (10-50 nm) conjugadas con receptores específicos (doble diana: CD44 y SR-B1) para  
células tumorales mamarias y colorantes fluorescentes. En ratones, este marcaje resultó 
muy útil para la obtención de imágenes de fluorescencia en el NIR en el monitoreo a largo 
plazo de la acumulación y retención de las partículas en sistema linfático y microscopía 
fotoacústica para la determinación del estado metastásico de los GC.
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1.3.2. Técnicas de marcaje ganglionar para la DAD

1.3.2.1. Alambres y clips quirúrgicos
La técnica del clipaje ha sido ampliamente utilizada para el seguimiento de lesiones ma-
marias sospechosas no palpables. A pesar de no haber sido especialmente popularizado 
en cirugía axilar por las limitaciones que conlleva, constituye un procedimiento sencillo que 
permite una detección radiológica eficiente del ganglio afectado. Normalmente, se utiliza 
una aguja con un clip precargado que es guiada por ecografía hasta alcanzar la corteza 
ganglionar. Una vez localizada, el clip se desprende y resulta fuertemente agarrado en el 
tejido linfático. Se han descrito altas tasas de detección preoperatoria del GC con técnicas 
de imagen.191 Sin embargo, esta técnica no considera su identificación visual intraoperatoria.

Entre los clips quirúrgicos más utilizados, destaca el hidrogel polimérico HydroMark®, el clip 
de nitinol Tumark® y el clip quirúrgico LigaClip®. Los GC marcados con HydroMark® presen-
tan una tasa de detección radiológica de entre el 60 y el 100 %, posiblemente por errores 
asociados a la implantación del clip.192 Existen varios ensayos clínicos donde se ha aplicado 
este sistema en la disección axilar dirigida. Sin embargo, por su tamaño muestral y su natu-
raleza multicéntrica, el estudio SENTA es el más representativo. En este estudio prospectivo 
se agrupó a 473 pacientes candidatas a QTNA de 50 centros diferentes que fueron some-
tidas a la implantación de un clip en los ganglios linfáticos sospechosos. En el momento 
quirúrgico, el ganglio marcado con clip fue detectado en el 77.8 % de las pacientes, aunque 
el ganglio centinela y el ganglio clipado solo coincidieron en el 64.8 % de los casos.193

1.3.2.2. Semillas radioactivas
La localización con semilla radioactiva consiste en la introducción de una cápsula de titanio 
encapsulando 125I dentro de la región medular del GC a través de ecografía. Esta técnica es 
fácilmente detectable con cualquier método de imagen, pero requiere de procedimientos 
complejos para su manipulación y el uso de radioactividad limita su aplicación en muchos 
países.194 El procedimiento marcado de la axila con semillas de yodo radiactivo (MARI, del 
inglés Marking the Axillary lymph node with Radioactive Iodine seeds) fue propuesto por 
primera vez por Straver et al.195 en 2010. Desde entonces, este método ha sido ampliamente 
utilizado, reportando altas tasas de identificación (97-100 %) y baja tasa de falsos negativos 
(1.4-7 %).196,197

1.3.2.3. Semillas magnéticas
Las semillas magnéticas son una alternativa que evade algunas de las limitaciones inter-
puestas por las semillas radioactivas. Habitualmente, se trata de materiales ferromagnéti-
cos basados en óxido de hierro y níquel (p.ej. Magseed®), que son posteriormente localiza-
dos utilizando una sonda que genera un campo magnético alternante que lo magnetiza para 
su detección. Aunque todavía no ha sido popularizada, esta técnica ha sido recientemente 
probada con éxito en procedimientos quirúrgicos de disección axilar dirigida en pacientes 
con cáncer de mama.198,199 En el estudio AXSANA marcaron el GC de 187 pacientes, alcanzan-
do una tasa de identificación del 96 %.200

1.3.2.4. Radar reflector
Esta técnica consiste en un reflector de ondas electromagnéticas dependiente de infrarrojo 
no radioactivo. El sistema SAVI SCOUT (Merit Medical Inc, South Jordan, EE. UU.) es el más 
conocido y recibió la aprobación de la FDA (Food and Drug Administration) para su coloca-
ción en lesiones mamarias y en tejidos blandos y axila. Las tasas de localización intraope-

Como se ha descrito en el apartado anterior, la QTNA representa un factor desfavorable 
para la localización del GLC, especialmente en ganglios metastásicos, ya que modifica las 
estructuras ganglionares pudiendo reducir el tamaño del GC hasta hacerlo irreconocible. 
Además, también puede bloquear vías linfáticas y perjudicar la diseminación del trazador. 
Existen técnicas establecidas para el marcaje del GC previa QTNA; donde destacan: los 
clips quirúrgicos, las semillas magnéticas, las semillas radioactivas o los radares reflectores. 
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ratoria son altas, variando del 97 al 100 %.201,202 A pesar de ser altamente preciso, su mayor 
limitación es que el tamaño del reflector es de 12 mm, y en ocasiones puede ser más grande 
que el propio ganglio.203

1.3.2.5. Tatuaje de carbono
El tatuaje ganglionar previa QTNA ha sido explorado como método para la detección in-
traoperatoria del GLC. Por su uso frecuente en cirugía endoscópica al no presentar acti-
vidad biológica ni inmunogenicidad, el producto Spot® (GI Supply, Mechanicsburg, EE. UU.) 
ha sido aprobado por la FDA como el primer producto para tatuar tejidos. Esta inyección 
consiste en una suspensión de carbón de alta pureza en agua, glicerol, polisorbato 80, al-
cohol bencílico y simeticona. Su aplicación en cirugía ha tenido diversos objetivos de mar-
caje para el «tracking» tumoral, especialmente en procedimientos quirúrgicos tiroideos y 
colorrectales.204–205 Para el marcaje de GLC, la dosis varía entre 0.1 y 3 ml. Su adherencia al 
tejido receptor resulta comprometida por la baja viscosidad de la propia sustancia, distri-
buyéndose predominantemente por la corteza del ganglio y por el tejido graso circundante, 
de lo cual resulta una tinción no homogénea, además de una diseminación indeseada por 
la vía linfática que aparece en torno al 18 % de los casos.207,208 Se ha descrito que el carbono 
no afecta a la evaluación patológica del tejido ganglionar y que el tiempo intraoperatorio se 
reduce significativamente.209,210 En la Tabla 1.11 se resumen las condiciones y resultados de 
los principales estudios clínicos realizados hasta el momento.

Choy et al.211 inyectaron 0.1-0.5 ml de Spot® en la corteza de los GLC axilares y tejido blando 
circundante de 28 pacientes con cáncer de mama recién diagnosticado. Las pacientes se 
incluyeron en dos grupos: en el primer grupo se agruparon 16 pacientes sometidas a cirugía, 
mientras que en el segundo grupo 12 pacientes fueron sometidas a QTNA previa cirugía. 
Encontraron evidencia citológica o histopatológica de metástasis ganglionar antes de la 
operación en el 50 % de pacientes del primer grupo y el 75 % de casos en el segundo grupo. 
El tiempo promedio transcurrido entre el tatuaje y la intervención fue de 22.9 días en el pri-
mer grupo y de 130 días en el segundo. El marcaje del tatuaje se visualizó intraoperatoria-
mente en todos los casos, excepto en un caso del primer grupo donde solo puedo ser ob-
servado por microscopía. En este estudio, describieron migración ocasional a través canales 
linfáticos proximales al ganglio inyectado. Los estudios histológicos revelaron presencia de 
carbono principalmente en la superficie cortical de los ganglios linfáticos o en el tejido blan-
do circundante. Además, los GLC correlacionaron con todos ganglios linfáticos tatuados 
(GLT) (100 %). Natsiopoulos et al.207 tatuaron con 0.3-0.7 ml de Spot® los ganglios metas-
tatizados de 75 pacientes que cumplían criterios clínicos de afectación (64 pacientes con-
firmados, 11 sospecha clínica-ecográfica) antes de iniciar la QTNA. El tiempo entre la inyec-
ción y la cirugía varió entre los 90 y los 231 días; mientras que desde la QTNA y la cirugía 
transcurrieron de 3 a 5 semanas. Previa cirugía se inyectó un radiotrazador 99mTc por vía 
subareolar con azul de metileno para la detección rutinaria. La colocalización de azul de 
metileno y carbono se detectó por inspección visual. Se identificaron exitosamente los GLT 
del 93.3% de las pacientes, y el 75.3 % de ellos correspondieron a los GLC. La valoración 
anatomopatológica de los ganglios afectados reveló la presencia mayoritaria de carbono en 
la corteza de los ganglios y en el tejido adiposo adyacente. En el 45.3 % de los casos los 
estudios histológicos relevaron mayor número de ganglios linfáticos con pigmento que el 
número original de ganglios tatuados, lo que implica migración local. Park et al.212 inyectaron 
0.5 ml (0.2-0.8 ml) de Charcotrace® (Phebra, Sydney, Australia) en la corteza ganglionar de 
20 pacientes con metástasis ganglionares comprobadas por citología previa QTNA. En la 
cirugía axilar, la tasa de detección de ganglios tatuados fue del 100 %, aunque solo el 75 % 
de los GLT correspondieron a los GLC, de los cuales el 40 % presentaron metástasis. El ren-
dimiento diagnóstico de la DAD utilizando marcaje ganglionar con tatuaje de carbono redu-
jo del 20 al 0% la tasa de falsos negativos. Además, en este estudio se presentó un riesgo 
clínicamente insignificante de migración de las partículas, resultando inocuo para el orga-
nismo humano. Allweis et al.209 inyectaron dosis de 0.2-0.5 ml de Spot® en GLC axilares 
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positivos previa QTNA y evaluaron clínicamente la técnica en 63 pacientes. En la cirugía de 
pacientes con ganglios tatuados, pudieron identificar fácilmente el ganglio marcado en el 95 
% de los casos. Adicionalmente, realizaron una técnica combinada de radiotrazadores y ta-
tuaje para validar el método, encontrando colocalización de radiación gamma y carbono en 
el 80 % de los ganglios. El 20 % restante correspondía a ganglios tatuados sin radioactividad, 
lo que sugiere una mayor precisión diagnóstica utilizando el método de tatuaje. Patel et al.213 
inyectaron  0.1-1 ml de Spot® en la corteza de los ganglios y el tejido blando periganglionar 
de 66 pacientes con afectación ganglionar confirmada por biopsia. Las pacientes incluidas 
en el estudio fueron agrupadas en el dos subgrupos. En el primero, 19 pacientes se sometie-
ron a cirugía primero mientras que, en el segundo, 47 pacientes recibieron QTNA antes de la 
cirugía. Encontraron afectación ganglionar metastásica en 11 (57.9 %) pacientes del primer 
grupo y 37 (78.7 %) del segundo grupo. El tiempo promedio transcurrido entre la inyección 
del marcaje y la cirugía fue de 21 días en el primer grupo y de 148 días en el segundo grupo. 
Fue posible detectar visualmente durante la cirugía el marcaje en el interior del ganglio y en 
el tejido graso periganglionar de todas las pacientes del segundo grupo y de todas las pa-
cientes a excepción de una en el primer grupo, aunque esta excepción mostró evidencia 
microscópica de carbono en el interior del ganglio metastatizado. A pesar de la intención de 
marcar únicamente el ganglio centinela, en el 52.6 % de las mujeres del primer grupo y el 
55.3 % de las pacientes del segundo grupo se encontraron más ganglios marcados, proba-
blemente vinculados a una migración local del pigmento. El GLT correlacionó con el GLC en 
el 98.5 % de las pacientes del primer grupo, y en el 100 % del segundo grupo. En el ensayo 
clínico multicéntrico TATTOO se evaluó el marcaje del GLC con 3 ml de Spot® o 0.6 ml de 
CARBO-REP® (Sterylab, Rho/Milan, Italia) en 110 pacientes de cáncer de mama avanzado (de 
entre ellas, 108 pacientes se sometieron a biopsia ganglionar y el 96.3% presentó metásta-
sis). Los ganglios de las pacientes incluidas fueron marcados de manera ecoguiada con 
carbono y luego fueron sometidas a QTNA como parte de su tratamiento. La tasa de detec-
ción de los ganglios marcados fue del 93.6 %, con una correlación entre GLC y GLT del 59.6 
% y una tasa de falsos negativos del 9.1 % cuando se aplicó de manera conjunta la técnica 
BSCG y el marcaje con carbono. Se observó migración del tatuaje en 5 pacientes.214 Poste-
riormente, de Boniface et al.215 publicaron datos extendidos del ensayo TATTOO utilizando 
0.5 ml de Spot® o CARBO-REP®. De las 172 pacientes incluidas, a 149 se les había realizado 
una LA completa, con una tasa de detección del ganglio tatuado fue del 94.6 %, mientras 
que en 149 se realizó DAD con una tasa de detección del 98.7 %. Además, reportaron una 
tasa de falsos negativos del 6.2 %. En otro ensayo clínico reciente (NEOTARGET), identifica-
ron los GLC para DAD tras QTNA a través de la colocalización de ganglios tatuados con 
carbono (Sterimark®) y marcados con un clip quirúrgico. En su estudio reclutaron 31 pacien-
tes pN1 programadas para QTNA en dos cohortes. En la primera cohorte se incluyeron 13 
pacientes que fueron sometidas a tatuaje de carbono en el momento diagnóstico. En la 
segunda cohorte, a 13 pacientes se les colocó clip visible por ultrasonidos y tras QTNA se les 
tatuó el ganglio linfático. En el momento quirúrgico, solo identificaron el ganglio del 69 % de 
las pacientes de la cohorte 1, mientras que en la cohorte 2, el 94.4 % de los ganglios doble-
mente marcados pudieron ser identificados. El tatuaje pasó desapercibido en el momento 
quirúrgico en el 38 % de las pacientes de la cohorte 1 y el 17 % de la cohorte 2. En este último 
subgrupo, la tasa de falsos negativos fue del 11 %.216 Goyal et al.217 realizaron un estudio pros-
pectivo multicéntrico. Realizaron las inyecciones previa QTNA de 2.0 ml (0.2-4.2 ml) Spot® 
en un total de 110 pacientes. El GLT fue exitosamente identificado intraoperatoriamente en 
el 82 % de las pacientes. No obstante, la tasa de identificación fue superior en el grupo de 
cirugía (88.9 %, 88 pacientes) respecto al grupo de QTNA (64 %, 22 pacientes). El GLT fue el 
GLC en el 78 % de las pacientes del primer grupo (n=36) y en el 100 % del segundo grupo 
(n=3). Dostalek et al.218 analizaron retrospectivamente a 62 pacientes tratadas en un único 
centro entre el 2018 y 2020. Todas las pacientes incluidas presentaron infiltración ganglio-
nar axilar y fueron remitidas para QTNA. Los ganglios positivos se marcaron con 0.1-0.5 ml 
de una solución al 4 % de Carbo activatus (Carbosorb, IMUNA PHARM, Eslovaquia) en todas 
las pacientes previa QTNA. La tasa de detección de ganglios tatuados intraoperatoria tras 
QTNA fue del 81 %, de entre los cuales, el 55 % mostraron correlación entre GLT y GLC. Li et 
al.222 inyectaron 0.3 ml de suspensión de carbón en 110 pacientes con cáncer de mama 
avanzado local antes de aplicar de 2 a 6 ciclos de quimioterapia neoadyuvante. Su objetivo 
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Tabla 1.11. Resumen de los ensayos clínicos donde se ha utilizado el tatuaje del GLC en DAD.

Supensión de 
carbono (dosis)

Número de 
 pacientes

Metástasis 
confirmada 

biopsia inicial

Tiempo del 
tatuaje a la 

cirugía

Tasa de  
identificación 

del GLT

Correlación 
del GLT y el 

GLC

Spot® (0.1-0.5 ml)
16 

(cirugía primaria)

19 
(cirugía primaria)

88
(cirugía primaria)

10
(cirugía primaria)

47
(QTNA)

22
(QTNA)

20
(QTNA)

22.9 días 
(1-62 días)50 % 93.8 %

93.3 %

100 %

94.7 %

100 %

100 %

100 %

100 %

84.4 % 71.8 %

100 %

100 %

85.2 %

96.3 %

98.7 %

88.9 %

64 %

69 %

100 %

75.3 %

75 %

98.5 %

100 %

59.6 %

47.9 %

55 %

12 
(QTNA)

130 días 
(74–211 días)

141 días 
(90-231 días)

181 días
(165-197 días)

21 días 
(1-62 días)

18 días 
(19-34 días) 

148 días 
(71-257 días)

199 días 
(167-225 días)

164 días 
(8-240 días)

85.3 %

85.3 %

57.9 %

49 %

78.7 %

82 %

100 %

96.3 % 
(n=108)

78 % 
(n=36)

85.7 % 
(n=7)

81 % 
(n=27)

100 % 
(n=3)

-

-

-

-

-

-

-

- -

75 %

75

20

110

172

13

62

27

49

100 %

-

-

-

100 % 100 %Spot® (0.1-0.5 ml)

Spot® (0.3-0.7 ml)

Charcotrace® (0.5 ml)

Spot® (0.1-1 ml)

Spot® (0.1-1 ml)

CARBO-REP® (0.6 
ml) Spot® (3 ml) 

Spot®/CARBO-REP® 
(0.5 ml)

Sterimark® (0.5-1 ml)

Spot® (2 ml)

Spot® (2 ml)

Carbosorb 
(0.1-0.5 ml)

Solución Cabon Ink 
4 % (0.1-0.5 ml)

Supensión 
de Carbono

Suspensión de 
Carbono (0.3 ml)

Suspensión de 
Carbono (0.3 ml)

Choy et al.211

Choy et al.211

Natsiopoulos 
et al.207

Park et al.212

Patel et al.213

Patel et al.213

TATTOO214

TATTO 
(ext.)215

NEOTAR- 
GET216

Goyal et al.217

Goyal et al.217

Dostalek et 
al.218

Gatek et al.219

Porpiglia et 
al.220

Pajcini et 
al.221

fue investigar la relación entre la distribución y la invasión linfovascular por respuesta a 
QTNA. Las pacientes fueron clasificadas por respuesta a QTNA (de sensibles a resistentes). 
El número de ganglios positivos y la proporción de invasión linfovascular aumentaron, mien-
tras que el número de ganglios teñidos de negro disminuyó. Encontraron una relación nega-
tiva entre el número de ganglios positivos y el número de ganglios teñidos de negro. Gatek 
et al.219 utilizaron 0.1-0.5 ml de suspensiones de carbono en medio salino en 27 pacientes 
con CDI. De entre ellas, 20 pacientes se sometieron a QTNA. La tasa de identificación de los 
ganglios fue del 100 % y no se identificaron falsos negativos tras un promedio de 164 días. 
Observaron diseminación del tatuaje de carbono en el 17.4 % de los casos. Recientemente, 
Porpiglia et al.220 tatuaron los GLC de 49 pacientes, alcanzando una tasa de identificación 
del 84.4 % tras QTNA. Sin embargo, solo el 71.8 % (23/32) de los GLC tatuados correspondie-
ron con los ganglios tatuados. Recientemente, Pajcini et al.221 marcaron con 0.3 ml de tinta 
de carbono en GLC de 30 pacientes. El 33.3 % se realizó antes de la cirugía y el 66.67 % se 
realizó previa QTNA. Durante la BSCG se identificaron los 32 (100 %) ganglios tatuados, to-
dos correlacionados con el GLC y en 10 (31.3%) de ellos se encontró metástasis.

Pajcini et 
al.221
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El concepto de «nanotecnología» fue introducido por Feynman en 1959 al considerar la posi-
bilidad de manipular la materia a escala atómica.223 Desde entonces y hasta el momento ac-
tual, las aplicaciones de los nanomateriales en biomedicina han mostrado un auge crecien-
te.224 Los nanomateriales se describen como estructuras mono o polidispersas de pequeño 
tamaño, típicamente en el rango de 1 a 100 nm, que presentan características físicoquímicas 
excepcionales derivadas de sus reducidas dimensiones y de su alta relación superficie/vo-
lumen, convirtiéndolas en herramientas útiles en diferentes aplicaciones biomédicas.225,226 
Las nanopartículas (NPs) típicamente se clasifican dependiendo de su composición quími-
ca en nanopartículas orgánicas e inorgánicas. Mientras que en las NPs orgánicas es posible 
destacar los polímeros, los exosomas y los liposomas, entre las inorgánicas se encuentran 
las NPs de sílice, las NPs metálicas, los nanotubos de carbono o los Qdots; aunque en oca-
siones se requiere de sistemas combinados para cubrir las propiedades fisicoquímicas y 
biológicas deseadas.227

La aplicación de nanomateriales en el campo de la biología y la biomedicina es conocida 
como «nanobiociencia», y puede ser definida como la ciencia que permite crear, manipu-
lar y caracterizar componentes y sistemas biológicos en la escala nanométrica; incluyendo 
aplicaciones diagnósticas, terapéuticas (como la transfección, liberación de fármacos o la 
hipertermia), las técnicas de imagen o regeneración celular, entre otras.226 Especialmente, 
las NPs mejoran sustancialmente el perfil farmacocinético y la estabilidad química, lo que las 
convierte en candidatas interesantes para estrategias terapéuticas.228 

1.4.1. Nanopartículas en biomedicina

1.4. Nanopartículas 
dirigidas al ganglio linfático

Coste aproximado Ventajas Desventajas

60 €/clip

500 €/semilla
55,000 €/equipamiento

60 €/semilla
45,000 €/equipamiento

400 €/radar
40,000 €/equipamiento

20 €/ml

Visible durante más de 
1 año por ecografía.

Duración hasta 1 mes 
antes de la cirugía.

Detectable hasta 
4 meses tras QTNA.

Detectable a profundi-
dades de 8 cm, eficiente, 
colocación hasta 1 mes 

antes de la cirugía.

Altas tasas de detección, 
duración de hasta 8  
meses, sin efectos  

secundarios.

Se requiere manejo ecográfico, 
es higroscópico y está sujeto a 

migración.

Limitación de profundidad hasta 
4 cm, coste elevado, requiere 
calibración y es susceptible a 

campos magnéticos.

Regulación estricta en 
manejo y logística.

Se ha descrito migración
fuera del GC.

Identificación errónea,  
posibilidad de migración, 

granulomas de cuerpo extraño.

Clip 
quirúrgico

Semillas 
magnéticas

Semillas 
radioactivas

Tatuaje 
de carbono

Radar 
reflector

Tabla 1.12. Principales sistemas de marcaje y localización del ganglio linfático centinela axilar en 
cáncer de mama. Adaptada de Murthy et al.203

En la Tabla 1.12 se resumen las condiciones y resultados de los principales estudios clínicos 
realizados hasta el momento.
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La administración de sistemas nanoestructurados dirigida a los ganglios linfáticos es cru-
cial en el tratamiento de enfermedades inmunitarias y cáncer, dado que la mayoría de los 
tumores sólidos metastatizan por vía linfática.229 Se han diseñado diferentes sistemas de 
liberación de fármacos dirigidos al ganglio linfático con diferentes ventajas y limitaciones 
(Tabla 1.13).230

1.4.2. Sistemas nanoestructurados 
dirigidos al ganglio

Tabla 1.13. Ventajas y limitaciones de diferentes sistemas de liberación de fármacos en el 
ganglio linfático. Adaptada de Cheng et al.230

Ventajas Desventajas

Buena capacidad de control de la 
distribución. Efecto a largo plazo. Baja 

toxicidad. Liberación lenta del fármaco.

Mejora la solubilidad en agua de la  
sustancia encapsulada. Estructura  
altamente estable. Baja toxicidad.

Estructura altamente modificable. 
Buena biocompatibilidad y estabilidad.

Previenen la desnaturalización de proteí-
nas. Baja toxicidad. Efecto a largo plazo.

Mejor biodistribución.  
Mejor biodisponibilidad. 

Protección frente a la degradación

Baja eficiencia de encapsulación de 
fármacos solubles en agua. Baja estabili-

dad, fácil de hidrolizar y de oxidar.

Inestabilidad en el sistema 
circulatorio sanguíneo.

Baja solubilidad y baja tasa de aclara-
miento in vivo. Posible toxicidad poten-

cial a largo plazo y alta citotoxicidad.

Tasa de respuesta lenta. 
Reducida resistencia mecánica.

Baja eficiencia de encapsulación. 
Baja carga de fármaco.

Liposomas

Micelas

NPs 
inorgánicas

NPs
poliméricas

Hidrogel

El comportamiento de las NPs en el tejido linfático depende de un equilibrio entre la tasa 
de eliminación, la biodistribución, la tolerancia y la nanotoxicidad, y está regulado por fac-
tores como la vía de administración y las propiedades físico-químicas de las partículas, 
especialmente su tamaño, bioactividad y características superficiales.230

1.4.3.1. Tamaño
El efecto del tamaño de las NPs en la distribución linfática a partir de diferentes vías de 
administración ha sido estudiado utilizando partículas con propiedades fluorescentes. En 
administración subcutáneas, se estima un diámetro idóneo de entre 10 y 50 nm, mientras 
que si las NPs van a ser inyectadas de manera directa en el ganglio, se recomienda un 
tamaño superior a 100 nm para maximizar su estabilidad y persistencia dentro del gan-
glio.231,232 La dinámica de las NPs entre 2 y 20 nm muestra facilidad de difusión asociado a 
un régimen con tendencia a la difusión browniana, mientras que los tamaños más grandes 
pueden no mostrar una migración efectiva y, en las partículas de mayor tamaño, es posible 
que no se produzca la diseminación linfática.160 Existen autores que abogan por el uso de 
NPs entre 100 y 200 nm, dado que muestran el mejor equilibrio entre un drenaje rápido y 
una distribución eficiente de las partículas en los nodos linfáticos.159

1.4.3. Biodistribución y captación linfática de 
las nanopartículas
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1.4.3.4. Peso molecular
Conforme aumenta el peso molecular de las NPs, disminuye su capacidad de intercambio 
a través de los capilares sanguíneos y el drenaje linfático. Los ganglios linfáticos también 
actúan como barrera para partículas de mayor peso molecular (típicamente >70 kDa), evi-
tando su ingreso en el torrente sanguíneo.235

1.4.3.5. Hidrofobicidad
La hidrofobicidad de un coloide es determinante en la respuesta fagocítica y, en conse-
cuencia, en la captación linfática. Las opsoninas se adsorben en la superficie de las nano-
partículas sirviendo de reconocimiento para las células del sistema fagocítico mononuclear. 
Las opsoninas se asocian más fácilmente con compuestos hidrófobos, por lo que compues-
tos con escasa hidrofobicidad son fagocitados en menor medida.157  

El sistema inmunitario se encarga de reconocer y neutralizar o eliminar los cuerpos extraños.236 
La administración de NPs en la vía linfática puede desencadenar diferentes escenarios.227 

1.4.4.1. Captación y eliminación de nanopartículas por fagocitosis
Una vez administradas las NPs, éstas interactúan con gran variedad de biomoléculas pre-
sentes en el microentorno tisular, especialmente proteínas, que cubrirán su superficie en un 
proceso conocido como opsonización.237 La opsonización es un marcaje para fagocitosis de 
opsoninas mediado por los fagocitos.236 La fagocitosis es una forma especial de endocitosis 
y constituye uno de los principales mecanismos de la defensa inmunitaria innata media-
da por las células fagocíticas profesionales, como los macrófagos. El proceso fagocítico 
está mediado por la reorganización de la actina cortical y la formación de pseudópodos y 
lamelipodios para la captura del material extraño. Una vez reconocidas, las partículas son 
internalizadas en fagosomas, que se fusionan con lisosomas cargados de hidrolasas for-
mando fagolisosomas, que descomponen enzimáticamente el material para su eliminación. 
El material no digerible permanece en los fagolisosomas en forma de cuerpo residual, que 
pueden ser secretados por exocitosis (Figura 1.8).239 La eliminación de receptores específi-
cos de macrófagos ha demostrado menor captación de NPs y menor liberación de señales 
proinflamatorias, lo que sugiere que los macrófagos actúan como los fagocitos principa-
les.240 Por tanto, comprender los mecanismos de reconocimiento de los macrófagos frente 
a materiales extraños circulantes puede facilitar la comprensión de la eliminación de los na-
nomateriales. Los mecanismos de fagocitosis pueden ser específicos o inespecíficos. Estos 
primeros están regulados por los receptores fagocíticos primarios que median la captación 
de las nanopartículas como son los receptores tipo toll, los receptores depuradores, los 
receptores de manosa y los receptores Fc, aunque estos dos últimos parecen desempeñar 
funciones más importantes en la internalización de las NPs.241

1.4.4. Interacción entre el sistema inmunitario y 
las nanopartículas

1.4.3.2. Concentración
El aumento de la concentración de NPs inyectadas disminuye su velocidad de drenaje des-
de el sitio de inyección al obstaculizar su difusión por el espacio intersticial,233 aunque su 
efecto en inyecciones directas en el ganglio no está claro.234

1.4.3.3. Características superficiales
Existen tres características superficiales capaces de regular el comportamiento biológico 
tras su administración. (1) La estructura química superficial juega un rol clave en el acondi-
cionamiento de los nanomateriales y su relación con el sistema inmunitario. (2) La funciona-
lización superficial de las NPs puede jugar un papel esencial para la distribución selectiva del 
vector en el tejido linfático, pudiendo dirigirse selectivamente hacia una diana específica.230 
(3) La carga superficial afecta a su captación linfática, siendo la degradación de los siste-
mas aniónicos más rápida. Las NPs aniónicas tienden a interactuar más fuertemente con las 
proteínas, lo que lleva a un mayor reconocimiento y captación por las células inmunitarias.157
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1.4.4.2. Efectos citotóxicos tras la 
internalización de las nanopartículas
La interacción de las NPs con los macrófagos pue-
de desencadenar procesos de toxicidad global, 
incluyendo procesos como la activación del com-
plemento y eventos trombolíticos. Ambos eventos 
inducen a la liberación de citoquinas y quimioci-
nas que estimulan el reclutamiento, diferenciación 
y activación de células inmunitarias, por lo que su 
activación descontrolada puede desencadenar 
anafilaxia, trombosis y coagulopatías, además de 
efectos inflamatorios sistémicos, incluyendo la fi-
brosis y la inflamación.241 

1.4.4.3. Efectos de residencia a largo 
plazo de materiales no degradables
La residencia a largo plazo de las NPs en el tejido 
inicia lesiones a través de la infiltración y la micro-
granulación de los hepatocitos y respuestas infla-
matorias crónicas. El destino final de la mayoría de 
los sistemas de NPs parece ser principalmente la 
acumulación en grandes extensiones en órganos 
de eliminación, principalmente el bazo, el hígado y 
los riñones.241

Por tanto, el uso de materiales nanoestructurados 
en medicina requiere controlar la tasa de elimina-
ción en los tejidos y mejorar la selectividad en las 
células diana para mejorar los perfiles de biosegu-
ridad y de citotoxicidad.

Figura 1.8. Diagrama esquemático de los pasos de 
la fagocitosis mediada por el receptor Fc. (a) La fa-
gocitosis comienza cuando un objetivo opsonizado 
(gris claro) interactúa con receptores específicos 
expresados ​​en la superficie de los macrófagos. (b) 
Tras la internalización, el fagosoma se fusiona con 
los lisosomas. (c) Se genera así un fagolisosoma. (d) 
Se digiere completa o parcialmente el material in-
ternalizado. (e) Los productos de degradación y los 
no degradados se liberan al espacio extracelular. 
Recuperado de Sechi et al.242

a b

e d

c
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Capítulo 2.

Justificación
y objetivos

2.1. Justificación y enfoque del trabajo
2.2. Objetivos generales y específicos	
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En cirugía del cáncer de mama, la BSGC ha sustituido la LA para el estadiaje axilar, 
reduciendo la morbilidad de la intervención. La BSGC se ha convertido en el gold 
standard del manejo de la axila en la mayoría de los tumores de mama. A pesar de ser 
una técnica en constante evolución, actualmente el manejo habitual consiste en el 
mapeo preoperatorio del GC con radiotrazadores y, opcionalmente, en algunos casos, 
prácticado de manera dual con la inyección intraoperatoria de colorantes. La BSGC 
en pacientes que han recibido QTNA presenta limitaciones, con tasas de detección 
significativamente más bajas y tasas de falsos positivos igualmente elevadas. En pa-
cientes con axila afectada que han sido sometidas a QTNA, existen tres aspectos que 
limitan la técnica convencional:

Para salvar estas limitaciones, se estableció en la clínica la técnica DAD, que consiste 
en el marcaje guiado por imagen del GC previa QTNA. Aunque la DAD es un concepto 
prometedor, los métodos de marcaje actuales conllevan limitaciones, como el eleva-
do coste, la reducida visibilidad macroscópica o la necesidad de equipos especiali-
zados. Entre las técnicas más extendidas destacan:

Recientemente se ha incorporado una cuarta técnica basada en el tatuaje del GC pre-
via QTNA con suspensiones de carbono disponibles en la clínica (p.ej. Spot®). Las in-
yecciones para el tatuaje varían entre 0.1 y 3 ml y su adherencia al tejido receptor 
resulta comprometida por la viscosidad de la propia sustancia, distribuyéndose por la 
corteza del ganglio y por el tejido graso circundante, de lo cual resulta un marcaje su-
perficial poco homogéneo. No obstante, el tatuaje de carbono no afecta a la evaluación 
patológica del tejido ganglionar, conlleva bajo coste económico, no requiere de equipos 
especializados y el tiempo intraoperatorio se reduce significativamente, por lo que re-
sulta una estrategia prometedora para la DAD.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es desarrollar y validar experimentalmente un 
nuevo método de marcaje de GC metastatizados en pacientes con cáncer de mama 
previa QTNA para facilitar su identificación y exéresis selectiva durante la cirugía de 
resección tumoral utilizando la técnica DAD.

La base del diseño del nuevo vector de marcaje es obtener un sistema de marcaje que 
sea biológicamente inerte, no induzca reacciones adversas a nivel celular y permanez-
ca en el ganglio marcado sin migrar a otros ganglios, manteniendo una concentración 
que lo haga fácilmente detectable a simple vista.

1. Las vías de drenaje linfático de la paciente pueden resultar modificadas o blo-
queadas por la QTNA perjudicando la diseminación de los trazadores. 
2. La modificación en la vía de drenaje linfático puede suponer el marcaje de gan-
glios no centinela, de manera que el ganglio marcado no coincida con el GC.
3. Los GC metastatizados pueden reducir su tamaño hasta presentarse irreconoci-
bles, de manera que su identificación intraoperatoria entraña mayor dificultad. 

1. La colocación de un clips quirúrgicos, aunque entraña gran dificultad y se han 
descrito altas tasas de desplazamiento.
2. El marcaje con semillas radioactivas que, a pesar de ser considerada una técnica 
fácilmente reproducible, se trata de material radiactivo y requiere de procedimien-
tos complejos de manipulación y equipos especializados. Por tanto, no es accesible 
en gran parte de centros sanitarios y hospitales.
3. La colocación de semillas magnéticas en el ganglio, que resulta fácilmente repro-
ducible, pero conlleva un alto coste económico y precisa de equipos especializados.

2.1.	Justificación y enfoque del trabajo

2.2.	Objetivos generales y específicos
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Con base a lo anterior, en esta Tesis Doctoral se persiguen los siguientes objetivos:

Primer objetivo: Sintetizar y caracterizar in vitro vectores nano y microparticula-
dos para el marcaje de ganglios linfáticos. 
1.1. Optimizar la síntesis de nano y micropartículas de ácido poli(láctico-co-glicóli-
co) (PLGA) encapsulando sustancias colorantes (carbono y melanina) con diferen-
tes técnicas para obtener materiales con diferentes propiedades fisicoquímicas.

1.2. Caracterizar fisicoquímicamente las partículas obtenidas.
1.3. Formular el vector inyectable, valorando la mínima dosis inyectable (in vitro) y la 
concentración mínima requerida de partículas en el coloide (in vivo). 
1.4. Caracterizar in vitro la cinética de liberación de C-NPs y melanina encapsulada. 
1.5. Valorar la citotoxidad in vitro de las partículas sintetizados para determinar la 
dosis subcitotóxica y su potencial influencia en el ciclo celular.

1.1.1. Optimizar la síntesis de partículas encapsulando diferentes elementos “colo-
rantes” (melanina o nanopartículas de carbono, C-NPs).
1.1.2. Sintetizar nanopartículas con un tamaño aproximado de 100 nm (utilizando 
métodos de emulsión) y micropartículas con un tamaño de 1 μm (utilizando elec-
trosprayado) para estudiar el efecto biológico del tamaño.
1.1.3. Producir nano y micropartículas con dos polímeros (PLGA) con diferente pro-
porción de monómeros (láctico/glicólico) para evaluar el perfil de liberación, da-
das sus distintas velocidades de degradación.
1.1.4. Coencapsular cloroquina en las nano y micropartículas para valorar su efecto 
en la actividad macrofágica y en la perdurabilidad del marcaje en el ganglio.

Segundo objetivo: Estudiar el comportamiento biológico de los vectores en ani-
mal de experimentación. 
2.1.  Diseñar y realizar experimentación en ganglios linfáticos in vivo para analizar el 
comportamiento y eficiencia del marcaje en diferentes tiempos.

2.2. Realizar estudios histopatológicos de los ganglios marcados. 

2.3. Analizar estadísticamente las variables macroscópicas y microscópicas.
2.4. Realizar estudios ultraestructurales de los ganglios marcados para analizar la 
interacción de las partículas a nivel celular, así como los eventos y mecanismos ce-
lulares asociados a la reacción inflamatoria.

2.1.1. Caracterizar variables macroscópicas asociadas al marcaje, incluyendo 
la estimación del área marcada y la facilidad de identificación.

2.2.1. Caracterizar variables microscópicas asociadas al marcaje, incluyendo 
la distribución de las partículas en el tejido ganglionar, la extensión de la 
reacción inflamatoria y la morfometría de los cúmulos asociados a las par-
tículas inoculadas.

El vector de tatuaje debe ser desarrollado a partir de nanocompuestos inyectables, 
utilizando diversos métodos de síntesis para encapsular melanina (seleccionada por 
ser un pigmento oscuro endógeno) y NPs carbono (C-NPs) en nano (NPs) y micro-
partículas (MPs) poliméricas. La encapsulación del carbono en partículas poliméricas 
biodegradables se plantea como estrategia para conseguir que el marcaje sea menos 
citotóxico, perdure en el tiempo y se reduzca su diseminación. Se obtendrán nano-
compuestos con diversas propiedades fisicoquímicas para explorar su comporta-
miento biológico en animal de experimentación. 

El vector de marcaje para el ganglio centinela debe ser de administración mínima-
mente invasiva y ejecutable en el momento de la biopsia diagnóstica (para reducir las 
intervenciones en la paciente), perdurable en los ganglios axilares durante el QTNA 
(en un periodo de al menos 4 meses), accesible para cualquier centro sanitario (a bajo 
coste y sin requerir de equipos especializados) y sin generar reacciones adversas. 
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3.1.1.1. Ácido poli(láctico-co-glicólico)
El ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA) es un 
miembro biocompatible de la familia de polímeros 
biodegradables de poliéster alifático. Una de sus 
principales aplicaciones es la administración con-
trolada de fármacos, dado que su uso en humanos 
está aprobado por la FDA en diversos fármacos y 
dispositivos médicos.243 La popularidad del PLGA 
para la liberación sostenida de fármacos es cre-
ciente por su biocompatibilidad, su biodegradabi-
lidad y su cinética de biodegradación ajustable de-
pendiendo de su composición monométrica y de su 
peso molecular.244 En el organismo, este polímero se 
hidroliza en ácido láctico (LA) y ácido glicólico (GA), 
los cuales son metabolizados en agua y dióxido de 
carbono a través del ciclo del ácido tricarboxílico y 
finalmente se excreta por los pulmones.245

Las propiedades de PLGA varían según su propor-
ción de monómeros (LA:GA), el peso molecular, la 
concentración y el grupo terminal, lo que a su vez 
afecta a la eficiencia de encapsulación y la cinética 
de liberación del agente encapsulado.246 Dado que 
uno de los objetivos de esta Tesis es preservar el 
marcaje en el ganglio durante un periodo de 4 me-
ses, se eligieron dos variedades de PLGA con dife-
rente cinética de liberación, cuyas características 
principales se recogen en la Tabla 3.1.247 La degra-
dación del PLGA 85:15 es alrededor de un 40 % más 
lenta que la del PLGA LA:GA 50:50.248 No obstante, 
presenta un patrón de liberación cinética diferente. 
En caso del PLGA LA:GA 50:50 la curva es próxima a 
una exponencial, mientras que en el caso del PLGA 
LA:GA 85:15 es más suave. Mientras que la mayor 
tasa de degradación del PLGA LA:GA 50:50 ocurre a 
las 3-5 semanas, en su análogo ocurre a las 6-8 se-
manas.249 Ambos polímeros fue adquiridos de Sig-
ma-Aldrich (Darmstadt, Alemania) y conservados a 
4-6 OC hasta su uso.

3.1.1.2. Nanopartículas de carbono
El carbono es un elemento ampliamente utiliza-
do para diversas aplicaciones. Una de las apli-
caciones de interés para esta Tesis es su uso 
como tatuajes en la piel. Los tatuajes de la piel 
se basan en la inoculación de coloides de pig-
mentos en la capa dérmica, a menudo basados 
en NPs o MPs. El color negro se consigue con un 
pigmento inorgánico basado en productos de 
carbono, especialmente de hidrocarburos aro-
máticos policíclicos. Estos compuestos son de 
carácter inmunotóxico y han demostrado alterar 
la activación funcional de linfocitos y la inhibi-
ción de la diferenciación de macrófagos.250,252 El 
carbono utilizado en esta Tesis (en forma de na-
nopartículas de carbono, C-NPs) fue cedido por 
la Dra. Gema Martínez y fue obtenido por piróli-
sis láser. El sistema de reactor de flujo continuo 
de gas y el protocolo experimental se describen 
en Martínez et al.252. Las C-NPs fueron caracte-
rizadas por microscopía electrónica de transmi-
sión (TEM, del inglés Transmission Electron Mi-
croscopy) una vez dispersas en acetato de etilo 
(AcEt). Se determinó un tamaño variable entre 12 
y 20 nm (promedio de 12.4 ±3.4 nm) (Figura 3.1). 

3.1.1. Materiales

3.1.	 Materiales y métodos para la 
síntesis de nano y micropartículas

Tabla 3.1. Propiedades de las variantes de PLGA.

LA:GA Peso molecular Viscosidad

50:50

85:15

38-54 kDa

190-240 kDa

0.45-0.60 dL/g

1.3-1.7 dL/g

RG504H

RG858S Figura 3.1. Micrografías electrónicas de las C-NPs 
dispersas en acetato de etilo.

50 nm
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3.1.1.3. Melanina
La melanina es un pigmento endógeno que deriva 
del aminoácido tirosina. Su forma más común es 
en forma de un polímero oscuro de ácidos car-
boxílicos de dihidroxiindol y sus formas reducidas, 
conocido como eumelanina.253 La melanina utili-
zada en esta Tesis fue adquirida de Sigma-Aldrich 
(Darmstadt, Alemania), preparada en polvo por 
oxidación de tirosina con peróxido de hidrógeno. 
Se almacenó a -20 ºC hasta su uso, siguiendo las 
instrucciones del proovedor. Para su observación 
al microscopio electrónico de barrido (SEM, del 
inglés Scanning Electron Microscopy), la melanina 
fue disuelta en agua Milli-Q a pH8 ajustado utili-
zando NaOH (Figura 3.2).

3.1.1.4. Cloroquina
La cloroquina (CQ) es un fármaco antipalúdico del 
grupo de las 4-aminoquinolinas aprobado por la 
FDA (Figura 3.3). En la actualidad, este fármaco es 
utilizado solo o en combinación para el tratamien-
to de enfermedades autoinmunes, especialmente 
el lupus eritematoso sistémico, la artritis reuma-
toide, el síndrome de Sjögren o el síndrome de an-
ticuerpos autofosfolípidos.254

Otra función atribuida a la CQ es la restricción del 
microambiente tumoral polarizando los macrófa-
gos asociados a tumores de fenotipo M2 (promo-
tor del tumor) a M1 (inhibidor), pudiendo actuar 
como “asesinos” de células tumorales.255 La CQ 
afecta a nivel vesicular provocando la disfunción 
enzimática. Esta molécula se concentra en el in-
terior de orgánulos ácidos, como el endosoma o 
los lisosomas, dado su bajo pH y la carga positiva 
de la CQ.256 La presencia de CQ aumenta el pH li-
sosomal en los macrófagos, lo que desemboca en 
la liberación de Ca2+ a través del canal lisosomal 
Ca2+ mucolipina 1 (Mcoln1), que estimula la acti-
vación de p38 y la molécula de señal del factor 
nuclear-κB (NF-κB) polarizando los macrófagos 
hacia M1 para producir citocinas inflamatorias (Fi-
gura 3.4).255,256

Figura 3.2. Micrografías electrónicas de barrido de 
la melanina cristalizada.

Figura 3.4. Breve esquema del efecto de la cloro-
quina en la polarización de macrófagos. Obtenida de 
Chen et al.255

Figura 3.3. Estructura química de la CQ.
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Adicionalmente, otros autores han descrito efectos 
antimetastásicos y anticarcerígenos en cáncer de 
mama y otros tumores sólidos. En cáncer de mama, 
Anand et al.257 describieron que la CQ se presen-
taba como un agente potencial para combatir las 
células madre cancerosas. En su ensayo clínico en 
fase 2 han demostrado la eficiencia de la CQ com-
binada con taxano o quimioterapia similar al taxano 
en pacientes con tumores localmente avanzados o 
metastásicos. En otros tumores, Cheng et al.258 de-
mostraron que una combinación de pteroestilbeno 
y CQ conducía a la autofagia para inhibir el cre-
cimiento de células cancerosas e inducir la apop-
tosis en células de adenocarcinoma ductal pan-
creático. Thongchot et al.259 describieron el efecto 
antimetastásico de la CQ asociada a la inhibición 
en la migración de células de colangiocarcinoma 
al reducir el factor inducible de la hipoxia (HIF, del 
inglés Hypoxic-Induced Factor) HIF-1α, el factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés 
Vascular Endothelial Growth Factor), entre otras. Yu 
et al.260 aprovecharon los efectos inhibitorios sobre 
el receptor de quimiocinas CXCR4, la autofagia y 
el metabolismo del colesterol de la CQ y la utiliza-
ron como fármaco antimetastásico en un modelo 
de cáncer de pulmón. Truong et al.261 probaron la 
eficacia  de la CQ en combinación con la inhibición 
de la vía MAPK en células mutadas en GNAQ/11 e 
identificaron mecanismos del inhibidor de MEK1/2. 
La inhibición de la activación de la señalización de 
MAPK mediada por GNAQ/11 resultó en la inducción 
de la autofagia y de apoptosis. Peng et al.262 prepa-
raron nanopartículas lipídicas con fosfato de CQ e 
dihidroartemisinina para reducir la proliferación y 
metástasis hepática de cáncer colonorrectal. Jia et 
al.263 describieron el uso de CQ como anticarcerí-
geno eficiente frente a células escamosas de car-
cinoma oral. Por tanto, podría ser potencialmente 
utilizado en estrategias de preparación microam-
biental para la modulación de la inmunidad.264

El interés de la CQ en esta Tesis es que poten-
cialmente reduce la fagocitosis, por lo que podría 
inhibir en cierta medida la captación de las NPs 
tras su administración en el ganglio, lo que podría 
evitar que los macrófagos transporten las NPs lo-
calmente y a distancia.

3.1.1.5. Surfactantes y disolventes
En la técnica de emulsión, se utilizaron Pluro-
nic F-68®, diclorometano, colato sódico, AcEt y 
etanol, que fueron adquiridos en Sigma-Aldrich 
(Darmstadt, Alemania) y utilizados tal y como 
fueron recibidos. 

En la técnica de electrosprayado, el diclorome-
tano (DCM), la dimetilformamida (DMF), el cloro-
formo y el AcEt, así como el estabilizador Tween 
80® fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Darm-
stadt, Alemania) y utilizados tal y como fueron 
recibidos.

Figura 3.5. Representación esquemática del proceso 
de síntesis por emulsión simple de las nanopartículas 
de PLGA con C-NPs encapsuladas. 

3.1.2.1. Encapsulación de 
C-NPs por emulsión simple
La técnica de emulsión simple suele ser adecua-
da para encapsular agentes hidrofóbicos.264 El  
método de síntesis por emulsión o/w fue utilizado 
para la encapsulación de C-NPs en NPs de PLGA. 
El resumen del proceso de síntesis se esquema-
tiza en la Figura 3.5. En primer lugar, el sistema 
polimérico y las C-NPs se disuelven en disolven-
tes orgánicos. En esta síntesis, la fase orgánica 
está compuesta por 50 mg de PLGA y 150 mg de 
surfactante (Pluronic F-68) disueltos en 5 ml de 
AcEt con una concentración variable de C-NPs 
(0.5, 1.0, 2.5 y 5.0 mg/ml). A la fase orgánica se 
añadieron 10 ml de agua Milli-Q como fase acuo-
sa. La emulsión se realizó por sonicación (Soni-

3.1.2. Métodos
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Figura 3.6. Representación esquemática del proceso 
de síntesis por emulsión doble de las nanopartículas 
de PLGA con melanina encapsulada. 

cador Branson Digital 450) bajo una amplitud del 
40 % y durante 25 s. Posteriormente, la emulsión 
se dejó evaporando en una placa de agitación a 
600 rpm durante 3 h para volatilizar el solvente 
orgánico y precipitar las NPs. Finalmente, se cen-
trifugó durante 15 min a 15 ºC y 7500 rpm, se reti-
ró el sobrenadante y resuspendió en agua Milli-Q 
a la concentración deseada.

3.1.2.2. Encapsulación de 
melanina por emulsión doble
La técnica de emulsión doble es utilizada para 
encapsular moléculas hidrofílicas.265 Esta alterna-
tiva se utilizó para encapsular melanina en nano-
partículas poliméricas. La encapsulación de me-
lanina se llevó a cabo por el método de emulsión 
doble (w/o/w), como se ilustra en la Figura 3.6. En 
el primer paso la melanina se disuelve en la fase 
acuosa; para ello, se ajustó a pH8 una solución de 
agua Milli-Q utilizando NaOH y se añadió melani-
na a concentración variable (0.5, 1.0, 2.5 y 5.0 mg/
ml). Paralelamente, se utilizaron 50 mg de PLGA 
y 3 ml de AcEt para la preparación de la fase or-
gánica. Se disolvió 1 ml de NaOH-melanina en la 
disolución anterior, y de nuevo se añadió 1 ml de 
agua Milli-Q. La mezcla se sonicó con una ampli-
tud del 40 % durante 20 s, se añadieron 8 ml de 
colato de sodio al 1 % como surfactante y se so-
nicó de nuevo al 40 % durante 40 s. Finalmente, 
se añadieron 12 ml de colato de sodio al 0.3 %. La 
disolución se dejó evaporando durante 3 h a 600 
rpm en la placa de agitación, se centrifugaron las 
muestras a 7500 rpm y 15 ºC durante 15 minutos. 
Finalmente, las partículas fueron resuspendidas 
en agua Milli-Q a la concentración deseada.

3.1.2.3. Coencapsulación de 
C-NPs y CQ por emulsión simple
Para coencapsular CQ y C-NPs en NPs de PLGA se 
realizó el mismo método de síntesis descrito en el 
Apartado 3.1.2.1, pero añadiendo CQ a una concen-
tración de 100 mg/ml (marcado por el límite de so-
lubilidad) en la fase acuosa.

3.1.2.4. Encapsulación de 
C-NPs por electrosprayado
El electospraying es una técnica de producción 
electrostática de fibras a escala micro y nanométri-
ca a partir de soluciones poliméricas solubles. Las 
micro y nanofibras electrohiladas ofrecen numero-
sas ventajas, como una proporción superficie-vo-
lumen muy alta, porosidad controlable, posibilidad 
de controlar la composición química de las fibras y 
sus características físicas y un rendimiento mecá-
nico mejorado respecto a otras formas del mate-
rial.266–268 Esencialmente, un electrospinner (Figura 
3.7) está compuesto por una jeringa –donde se al-
macena la solución polimérica– conectada a una 
aguja –por donde sale– ,  una bomba de infusión –
para impulsar la solución polimérica de la jeringa–, 
un colector plano o rotatorio –donde se depositan 
las fibras o partículas obtenidas– y una fuente de 
alimentación de alto voltaje. Bajo esta configura-
ción, la bomba ejerce una presión controlada sobre 
la jeringuilla, regulando el caudal de salida desea-
do y propulsando la disolución excedente hasta el 
extremo distal de la aguja. La aguja, conectada a 
alto voltaje, transmite la carga eléctrica a la gota de 
disolución situada en el extremo de la aguja me-
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diante interacciones electrostáticas. La repulsión 
electrostática de la gota contrarresta la tensión 
superficial del fluido, ocasionando una geometría 
característica en la gota conocida como ‘cono de 
Taylor’. La deformación de la gota continúa hasta 
alcanzar un punto crítico, donde el efecto de la 
repulsión electrostática sobrepasa el de tensión 
superficial y, a consecuencia, se genera un flu-
jo continuo de fluido que solidifica en forma de 
partículas o fibras conocido como «jet». El jet es 
atraído por el colector por el gradiente eléctrico 
generado y las fibras generadas se depositan en 
el colector, siguiendo una trayectoria inestable 
que se asocia a un mayor estiramiento y a la eva-
poración del solvente.269–272

 

En esta Tesis, la técnica de electrosprayado se 
utilizó para la encapsulación de C-NPs en MPs de 
PGLA utilizando un electrospinner (Yflow Elec-
trospinner 2.2.D-500). Durante la síntesis se uti-
lizaron diferentes parámetros para optimizar la 
producción: la altura de la aguja, el flujo de salida 
de las disoluciones, la diferencia de voltaje, los 
disolventes utilizados, la adición de estabilizan-
tes y la concentración de los polímeros. Para la 
encapsulación de carbono, se utilizó una técnica 
uniaxial; mientras que para coencapsular C-NPs 
y CQ se utilizó una técnica coaxial. La necesidad 
de la técnica coaxial vino dada por la insolubili-
dad de la CQ en los disolventes disponibles para 
el electrosprayado. En esta técnica, las disolu-
ciones se inyectan simultáneamente a través dos 
agujas diferentes, una de mayor diámetro que 
otra y colocadas de manera concéntrica. La di-
solución polimérica con C-NPs se inyectó a tra-
vés de la aguja central, mientras que la disolución 
acuosa con CQ se inyectó a través de la aguja ex-
terna. Los materiales sintetizados fueron recogi-
dos en papel de aluminio, situado en un colector 
plano. Posteriormente, fueron rascados del papel 
de aluminio y almacenados en seco a 4 ºC.

Figura 3.7. Esquema simplificado de un electrospin-
ner. Adaptado de Chen et al.272

3.1.2.5. Caracterización morfológica por 
microscopía electrónica de barrido
La caracterización morfológica y la distribución de 
tamaños de las nanopartículas se ha realizado me-
diante SEM (SEM Inspect F50) funcionando a 5-10 
kV en el Laboratorio de Microscopías Avanzadas 
(LMA) de la Universidad de Zaragoza. Las suspen-
siones se prepararon sobre cinta de carbono en un 
portaobjetos de aluminio. Las muestras se recu-
brieron con una capa de Au/Pd utilizando un re-
cubridor de alto vacío (Leica EM ACE200, Wetzlar, 
Alemania). La distribución de diámetros se obtuvo 
a partir de mediciones manuales con el software 
libre Image-J (v1.52; National Institutes of Health, 
2019)276 para una muestra de n=100.

3.1.2.6. Caracterización morfológica por 
microscopía electrónica de transmisión 
La morfología y las dimensiones de las partículas 
fueron también caracterizadas utilizando un mi-
croscopio TEM T20-FEI (Fei Company, Hillsboro, 
OR, USA) funcionando a 200 kV en el Laboratorio 
de Microscopías Avanzadas (LMA) de la Universi-
dad de Zaragoza. Las muestras de TEM se prepa-
raron depositando 50 µl de coloide dispersado en 
agua Milli-Q sobre una rejilla de cobre recubierta 
de formvar y se secaron durante al menos 2 h.

3.1.2.7. Determinación del diámetro hidro-
dinámico por dispersión de luz dinámica 
El diámetro hidrodinámico de las partículas fue 
analizado utilizando la técnica de dispersión diná-
mica de luz (DLS, del inglés Dynamic Light Scatte-
ring) (Brookhaven Instruments, Holtsville, NY, USA) 
realizando 5 análisis de 3 min cada uno. El DLS mide 
las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersada 
en el tiempo para obtener el diámetro hidrodiná-
mico (DH) de las partículas según la ecuación de 
Stockes-Einstein (Ecuación 3.1):

Donde, Dt es el diámetro traslacional, k la constante 
de Boltzmann, T la temperatura y η la viscosidad.

3.1.2.8. Cuantificación del carbono
encapsulado mediante análisis 
termogravimétricos 
Para la cuantificación de la cantidad de C-NPs en-
capsuladas en las partículas poliméricas se utilizó 
el análisis termogravimétrico (Mettler Toledo TGA/
STDA 851e, Mettler Toledo; Columbus, OH, US) utili-
zando las temperaturas de degradación de los ma-
teriales utilizados durante la emulsión en un rango 
de 30 a 800 ºC con un flujo de N2 de 50 ml/min.

(Ecuación 3.1)
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3.1.2.9. Cuantificación indirecta 
de la melanina encapsulada por 
espectrofotometría UV-Vis
Para cuantificar de manera indirecta la cantidad 
de melanina encapsulada se utilizó espectrofoto-
metría UV-Vis (Ultravioleta-Visible). Se tomaron 
alícuotas del sobrenadante tras la encapsulación y 
la cantidad melanina se cuantificó indirectamen-
te mediante espectroscopía UV-Vis (Jasco V670), 
siendo su máximo de absorbancia 193 nm, tras 
previamente realizar un ajuste dependiendo la ab-
sorbancia obtenida en concentraciones de mela-
nina conocidas.

3.1.2.10. Determinación de la 
concentración coloidal final
En los coloides obtenidos por emulsión, la concen-
tración final de NPs fue medida por diferencia de 
pesada, introduciendo 50 µl del coloide en crisoles, 
dejando la muestra secar a 80 ºC durante 24 ho-
ras y pesando el pocillo con muestra seca en una 
microbalanza de precisión. Se determinó según la 
Ecuación 3.2.

En los coloides obtenidos por electrosprayado, la 
concentración final fue ajustada directamente a 
través del peso de las micropartículas previa dis-
persión en el medio correspondiente.

3.1.2.11. Determinación del índice 
de polidispersión de los coloides
El índice polidispersión (PDI) se determinó según 
la Ecuación 3.3, donde 𝑥̅ representa el valor medio 
del tamaño y σ es la desviación estándar. El valor 
PDI indica el grado de dispersión de tamaños de 
las partículas, considerando un valor PDI = 0.1 como 
límite superior para considerar la distribución de 
tamaños de una muestra homogénea.273

3.1.2.12. Ensayos de liberación in vitro 
del carbono, de la melanina y de la clo-
roquina 
Para obtener el perfil de liberación de las NPs/MPs 
cargadas con C-NPs, melanina y CQ, se dispersa-
ron en un medio acuoso y se mantuvieron durante 
28 días a 37 °C en agitación continua. Se tomaron 
alícuotas del sobrenadante todos los días durante 

(Ecuación 3.2)

(Ecuación 3.3)

la primera semana, y una vez a la semana duran-
te el resto del mes; es decir, en los días: 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 14, 21 y 28. La cantidad de C-NPs, me-
lanina o CQ liberada se cuantificaron mediante 
espectroscopía UV-Vis (Jasco V670), siendo sus 
máximos de absorbancia 218, 193 y 336 nm en el 
caso de las C-NPs, de la melanina y la CQ, res-
pectivamente.

3.1.2.13. Ensayos de viabilidad celular
Para determinar la dosis subcitotóxica de los 
vectores de marcaje se utilizaron líneas celula-
res de fibroblastos dérmicos humanos, de ade-
nocarcinoma mamario y de macrófagos. Este 
ensayo se realizó con la colaboración de la Dra. 
Cristina Yus. Los fibroblastos dérmicos humanos 
(NHDF-Ad) se obtuvieron de Lonza (Basilea, Sui-
za), los monocitos-macrófagos de ratón J774A.1 
ATCC-TIB-67™ se obtuvieron de LGC Standards 
(Barcelona, España) y la línea celular de adeno-
carcinoma de mama humano MDA-MB-231 fue 
cedida por el Dr. Alberto Jiménez Schumacher 
(IIS Aragón). 

Los fibroblastos humanos, las células J774 y 
MDA-MB-231 se cultivaron en DMEM (Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium) con alto contenido en 
glucosa (Biowest, Nuaillé, Francia) suplementado 
con un 10% (v/v) de FBS (Fetal Bovine Serum) in-
activado por calor (Gibco, Waltham, EE.UU.) y 1% 
(v/v) de antibiótico antimicótico (penicilina-es-
treptomicina-anfotericina B, Biowest, Nuaillé, 
Francia) a 37ºC y 5% CO2.

La citotoxicidad de las nanopartículas sinteti-
zadas se analizó mediante el ensayo Blue Cell 
Viability (Assay Abnova, Taiwan) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Las células se sem-
braron a una concentración de 6,000 células/
pocillo para fibroblastos y células J774 y 18,000 
células/pocillo en la línea celular MBA-MD-323. 
Después se incubaron durante 24 h. A continua-
ción, se añadieron a las células las partículas sin-
tetizadas. Transcurridas 24 h, se añadió el reacti-
vo (10 % (v/v)), se incubaron las células durante 4 
h a 37 ºC y 5 % de CO2 y se determinó la fluores-
cencia a 530/590 ex/em en un lector de micro-
placas Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, EE.UU.). La citotoxici-
dad se evaluó comparando los valores obteni-
dos para las células tratadas y las no tratadas, 
considerando estos controles como un 100 % de 
viabilidad. Se realizaron cuatro réplicas de cada 
experimento por triplicado. Todos los resultados 
se presentan como media ± desviación estándar. 
Los datos se analizaron mediante un análisis de 
la varianza (ANOVA) de dos vías utilizando el sof-
tware GraphPad Prism 8 (San Diego, EE.UU.). Se 
consideraron diferencias estadísticamente sig-
nificativas cuando p ≤0.05
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3.2.1.1. Metilcelulosa
La metilcelulosa (MC) es un compuesto derivado de 
la celulosa utilizado como espesante en diferentes 
industrias incluyendo la alimentaria y la cosméti-
ca (Figura 3.8). En medicina, se utiliza ampliamente 
como agente espesante y gelificante en formula-
ciones farmacéuticas, incluyendo el desarrollo de 
gotas oculares lubricantes, suplementos dietéticos 
y productos de uso tópico para el tratamiento de 
heridas y quemaduras. En este apartado de la tesis, 
la MC ha sido utilizado como matriz biocompatible 
para aumentar la viscosidad del vector, facilitando 
su inyección en el tejido y reduciendo su disemina-
ción por el canal de la inyección.

3.2.1.2. Polietilenglicol
El PEG es un poliéter soluble en agua ampliamente 
utilizado en medicina por su capacidad para mejo-
rar la solubilidad de compuestos farmacéuticos y su 
baja toxicidad. Se emplea en formulaciones farma-
céuticas para administración oral, tópica e intrave-
nosa, así como en productos para el cuidado de la 
piel y lubricantes oftálmicos (Figura 3.9).274 En esta 
Tesis, el PEG ha sido utilizado con el mismo objetivo 
que la MC.

3.2.2.1. Preparación del medio de MC
La MC fue disuelta en agua Milli-Q realizando cam-
bios de temperatura de 80 a 0ºC alternativamente 
mientras la muestra estaba sometida a agitación 
magnética a 600 rpm. De la misma manera, se uti-
lizaron diferentes concentraciones de MC: 0.5, 1.0 y 
2.0 %(p/v).

3.2.2.2. Preparación del medio de PEG
La preparación del medio basado en PEG consis-
tió en la disolución directa del PEG en agua Milli-Q 
centrifugando el polímero a 10,000 rpm durante 5 
min a diversas concentraciones: 0.5, 1.0 y 2.0 %(p/v).

3.2.2.3. Preparación y esterilización
de los vectores particulados 
Las NPs obtenidas por emulsión fueron centrifuga-
das para concentrar las partículas y retirar el so-
brenadante. Una vez centrifugadas, fueron redis-
persadas en el medio viscoso correspondiente y 

3.2.1. Materiales

3.2.2. Métodos

3.2.	Materiales y métodos para la 
preparación de los vectores particulados

Figura 3.8. Estructura química de la metilcelulosa. 

Figura 3.9. Estructura química del polietilenglicol.

homogeneizadas utilizando ultrasonidos duran-
te 15 min. Las MPs producidas por electrospra-
yado fueron rascadas del colector de aluminio y 
pesadas en microbalanza hasta separar la can-
tidad necesaria para conseguir la concentra-
ción establecida. Posteriormente, las partículas 
fueron lavadas con agua utilizando una centrí-
fuga a 13,000 rpm durante 5 min. Una vez reti-
rado el sobrenadante, se procedió a incorporar 
el medio viscoso y a homogeneizarlo con ultra-
sonidos durante 15 min. Para la esterilización 
de los vectores, las alícuotas correspondientes 
fueron expuestas a radiación UV y balanceadas 
en rotores durante al menos 5 h.

3.2.2.4. Evaluación in vitro de la 
estabilidad de los vectores 
Se realizaron pruebas in vitro para recrear el 
momento de la inyección del marcaje y valorar 
experimentalmente la dificultad durante la in-
yección y su preservación en el tejido ganglio-
nar. Para ello, se utilizaron agujas 21G y utilizan-
do jeringuillas de anestesia se inocularon entre 
0.1 y 0.2 ml de vector en tejido adiposo porci-
no, en tejido adiposo de pollo, en tejido mus-
cular de pollo y en riñones de conejo. El tejido 
adiposo porcino fue obtenido de la careta de 



76

3.2.3. Nomenclatura y 
justificación de los 
vectores desarrollados

un cerdo con el objetivo de valorar la tinción del 
marcaje en tejido blanquecino. Los tejidos adipo-
sos y musculares de pollo fueron seleccionados 
por presentar una densidad y textura semejante 
a la humana y para valorar si la viscosidad de los 
vectores era adecuada. Finalmente, los riñones 
de conejo fueron elegidos por ser vísceras con 
tejido blando y poseer membranas externas. Se 
ha valorado si la tinción de la estructura se dis-
persaba de manera homogénea y si se perdía 
fluido por el canal de la punción en el momento 
de la inyección. Para valorar la perdurabilidad del 
marcaje en el tiempo se utilizaron cortes de teji-
do adiposo porcino. Las muestras de tejido se in-
trodujeron en un tubo Falcon con 40 ml de buffer 
salino fosfatado (PBS) a pH 7.4 y se mantuvieron 
en agitación a 37 ºC hasta 3 semanas.

En capítulos a continuación, para facilitar la lec-
tura de esta tesis, se utilizará la siguiente nomen-
clatura:
• CE: vectores de MPs cargadas de C-NPs obte-
nidas por electrosprayado.
• CS: vectores de NPs cargadas de C-NPs obteni-
das por emulsión.
• M: vectores de NPs cargadas de melanina obte-
nidas por emulsión.

Tras este primer identificador, se añadirá un nú-
mero en referencia a la concentración de partí-
culas en el vector inyectable. Por ejemplo ‘CE10’ 
corresponderá al vector de MPs cargadas de 
C-NPs obtenidas por electrosprayado a una con-
centración final de 10 mg/ml. 

Por defecto, el polímero base de las NPs y MPs 
será PLGA Resomer® RG 504H, mientras que 
cuando se utilice el segundo polímero (PLGA Re-
somer® RG 858S) será definido como ‘P858’. De 
esta manera, CS20 se referirá al vector de C-NPs 
obtenidas por emulsión a una concentración de 
20 mg/ml obtenidas con el polímero base PLGA 
Resomer® RG 504H, mientras que CS20-P858 
será el vector de C-NPs a una concentración de 
20 mg/ml obtenidas con el polímero base PLGA 
Resomer® RG 858S. Las únicas partículas que han 

sido evaluadas in vivo con este polímero son las 
C-NPs, por lo que en los vectores de NPs cargadas 
de melanina y MPs cargadas de C-NPs no se espe-
cificará el polímero, dado que siempre será PLGA 
Resomer® RG 504H.

Por último, las partículas C-NPs pueden también 
incorporar el fármaco (CQ); no así las Mel-NPs ni 
las CMPs. En estos casos, además, se colocará el 
indicador CQ. Por tanto, CS10-P858-CQ se referirá 
a un vector de C-NPs cargadas con cloroquina a 
concentración de 10 mg/ml que ha sido sintetizado 
con PLGA Resomer® RG 858S.

Todos los vectores utilizados en la experimentación 
animal se realizaron con MC 1.5%(p/v). Consideran-
do la terminología indicada en el apartado anterior, 
se desarrollaron los siguientes vectores de marcaje 
para su valoración en animal de experimentación.

1. CS10: 10 mg/ml de NPs de PLGA RG 504H encap-
sulando C-NPs.
2. CS20: 20 mg/ml de NPs de PLGA RG 504H en-
capsulando C-NPs.
3. CS40: 40 mg/ml de nanopartículas de PLGA Re-
somer® RG 504H encapsulando C-NPs.
4. M10: 10 mg/ml de NPs de PLGA RG 504H  encap-
sulando melanina.
5. M20: 20 mg/ml de NPs de PLGA RG 504H en-
capsulando melanina.
6. M40: 20 mg/ml de NPs de PLGA RG 504H en-
capsulando melanina.
7. CE10: 10 mg/ml de MPs de PLGA RG 504H en-
capsulando C-NPs.
8. CE20: 20 mg/ml de MPs de PLGA RG 504H en-
capsulando C-NPs.
9. CE40: 40 mg/ml de MPs de PLGA RG 504H en-
capsulando C-NPs.
10. CS10-CQ: 10 mg/ml de NPs de PLGA RG 504H 
coencapsulando C-NPs y CQ.
11. CS10-P858: 10 mg/ml de NPs de PLGA RG 858S 
encapsulando C-NPs.
12. CS10-P858-CQ: 10 mg/ml de NPs de PLGA RG 
858S coencapsulando C-NPs y CQ.
13. CS20-CQ: 20 mg/ml de NPs de PLGA RG 504H 
coencapsulando C-NPs y CQ.
14. CS20-P858: 20 mg/ml de NPs de PLGA RG 858S 
encapsulando C-NPs.
15. CS20-P858-CQ: 20 mg/ml de NPs de PLGA RG 
858S coencapsulando C-NPs y CQ.
16. Control: como control se utilizó una suspensión 
de 20 mg/ml de C-NPs.
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Se utilizaron 10 cerdos de raza White Landrace con 
un peso medio de 25 kg y dos meses de edad por 
la similitud morfológica (aunque no histológica) de 
los ganglios linfáticos en el modelo humano.275 Se 
utilizaron animales hembras por su anatomía más 
adecuada y su fácil manejo quirúrgico.

3.3.1. Animales

3.3.2. Metodología

3.3. Estudios experimentales in vivo

3.3.2.1. Diseño experimental
Los animales de experimentación fueron divididos 
en 2 grupos de estudio: a corto plazo (n=5) y a largo 
plazo (n=5) (Figura 3.10). El grupo de experimenta-
ción a corto plazo estuvo constituido por 5 anima-
les estabulados durante 1 semana (n=1), 2 semanas 
(n=1), 4 semanas (n=1) y 6 semanas (n=2) con el ob-
jetivo de realizar una prueba de concepto y valorar 
la estabilidad del marcaje a corto plazo. Sin embar-
go, 1 cerdo del primer grupo falleció antes de los es-
tudios experimentales. El grupo a largo plazo estuvo 
formado por 5 animales, que fueron estabulados 
durante 16 semanas para su estudio a largo plazo. A 
su vez, este grupo se subdividió en dos subgrupos. 
En un subgrupo se incluyeron 3 animales para con-
tinuar con el estudio de los marcajes administrados. 
En el otro subgrupo se utilizaron 2 animales con el 
objetivo de realizar una optimización de los vecto-
res administrados.

3.3.2.2. Aprobación del Comité Ético 
de Experimentación Animal
El procedimiento experimental fue aproba-
do por el Comité Ético de Investigación Animal 
(CEICA) de la Universidad de Zaragoza en febre-
ro de 2020, bajo la referencia PI09/20.

3.3.2.3. Procedimientos de 
estabulación de los animales
Los animales fueron estabulados en las instala-
ciones adecuadas del Centro de Investigación 
Biomédica de Aragón (CIBA) al menos 7 días tras 
el transporte y antes del comienzo del experi-
mento para su aclimatación a las nuevas con-
diciones. Tanto la comida como el agua fueron 
suministradas ad libitum. Durante el proce-
dimiento experimental, los animales perma-
necieron anestesiados (anestesia general con 
respiración controlada, intubación orotraqueal, 
perfusión continua de analgésicos y gases 
anestésicos) y analgesiados, hasta su sacrificio.

3.3.2.4. Procedimientos anestésicos
El protocolo realizado fue el siguiente: 
• Preanestesia: Zoletil® + Dexmedetomidina in-
tramuscular (5mg/kg+0,0075mg/Kg vía intra-
muscular)
• Inducción: Propofol a efecto (si es necesario), 
vía intravenosa, máximo 6 mg/kg.
• Mantenimiento: Anestesia inhalatoria: Sevo-
fluorano, Et: 1,9 %.
• Analgesia intraoperatoria: Fentanilo intraveno-
so en infusión continua 10 μg/kg/h.
• Fluidoterapia: Durante toda la intervención se 
administrará solución de Ringer lactato a un rit-
mo de 8/ml/kg/h.
• Protección ocular: Lubricante oftálmico.

Las constantes hemodinámicas y el electrocar-
diograma (EKG) del animal fueron monitorizadas 
durante todas las intervenciones.

En los animales del grupo a corto plazo (n=5) se 
administraron los siguientes vectores: CS10, CS20, 
CE10, CE20, M10, M20 y control. Aunque inicialmen-
te se planteó el uso de las partículas a concentra-
ción 40 mg/ml (CS40, CE40 y M40), se descarta-

Figura 3.10. Esquema de los grupos de animales de 
experimentación utilizados.

Grupo 1: Estudios a corto plazo

Grupo 2: Estudios a largo plazo

ron tras el primer animal de experimentación 
por la dificultad que supuso su administración 
en el ganglio linfático. En el subgrupo de 3 ani-
males a largo plazo se inocularon CS10, CS20, 
CE10, CE20, M10, M20 y control. En el subgrupo 
de 2 animales a largo plazo se inocularon CS20, 
CS10-P858, CS20-P858, CS10-CQ, CS20-CQ, 
CS10-P858-CQ y CS20-P858-CQ.
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3.3.2.5. Procedimientos quirúrgicos
Las cirugías de administración del marcaje y de 
exéresis ganglionar se detallan en mayor pro-
fundidad en el Apartado 4.3.1 de la sección de 
Resultados. Brevemente, una vez anestesiados 
los animales y administrada la profilaxis antibió-
tica se procedió a una laparotomía media, tras 
separar las asas intestinales se localizaron los 
ganglios mesentéricos de las regiones ileales y 
de la raíz del mesenterio. Se seleccionaron los 
ganglios de ambas regiones por su localización 
constante en el mesenterio del animal de ex-
perimentación. Inmediatamente se procedió a 
la inyección del vector de marcaje selecciona-
do en el seno del ganglio y al marcaje mediante 
puntos de referencia en las cercanías del gan-
glio, pero sin afectar a este. Se cerró la lapa-
rotomía con doble sutura contínua de material 
irreabsorbible. Todo el procedimiento tuvo una 
duración inferior a 60 min.

Los animales fueron estabulados en jaulas indi-
viduales durante todo el proceso hasta su sa-
crificio. Se tuvieron en consideración las normas 
de bienestar animal y como criterios de punto 
final se utilizaron los habituales de las guias de 
la práctica experimental:

• Mal aspecto general del animal antes del inicio 
de la experimentación.
• Imposibilidad de canalización de vía intravenosa. 
• Imposibilidad de intubación orotraqueal.
• Hemorragia incoercible.
• Imposibilidad de controlar la relajación muscular. 
• Hipertermia maligna.

3.3.2.6. Sacrificio de los animales
El sacrificio fue realizado por el anestesista 
cualificado del Servicio de Cirugía Experimen-
tal del Instituto Aragonés de Ciencias de la Sa-
lud (IACS). Dicho protocolo implica que, con 
el animal anestesiado y analgesiado, en coma 
profundo, y bloqueo muscular, se procede a la 
administración de una dosis única de cloruro 
potásico (150 mM) por vía intravenosa, impi-
diendo la despolarización del músculo cardiaco 
y provocando su parada.

A nivel macroscópico se analizaron dos varia-
bles: la facilidad en la identificación intraope-
ratoria (durante la cirugía) y la estimación del 
área marcada (tras la exéresis y fijación de los 
ganglios, pero sin realizar cortes).

3.3.3. Variables 
macroscópicas 

3.3.3.1. Facilidad de identificación
Durante de la cirugía de disección, los ganglios 
linfáticos etiquetados se fotografiaron in situ y 
la facilidad de su identificación visual se puntuó 
subjetivamente en una escala de 1 a 3, siendo 1 “in-
distinguible” y 3 “muy fácil” (Figura 3.10). Dado que 
los ganglios fueron doblemente marcados utilizan-
do diferentes puntos de sutura con seda, se con-
sideró que los ganglios valorados con una puntua-
ción 2 y 3 serían “identificables”, mientras que los 
ganglios puntuados con 1 no lo serían. Por tanto, la 
tasa de identificación intraoperatoria se cuantificó 
de esta manera.

Figura 3.10. Escala de facilidad en la identificación in-
traoperatoria de los ganglios linfáticos.

a

b

c
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3.3.3.2. Área marcada
La cuantificación del porcentaje de área mar-
cada se basó en el análisis del histograma. Se 
procesaron las fotografías de ganglios linfáticos 
recién disecados colocándolos en su orienta-
ción con mayor área de marcaje (Figura 3.12 a). 
El fondo de la imagen fue coloreado de blanco 
para, posteriormente, eliminar estos píxeles y 
delimitar la extensión del ganglio. La imagen fue 
convertida a escala de grises y manualmente se 
ajustaron parámetros de corrección de la ima-
gen para alcanzar un contraste aceptable entre 
el tejido ganglionar no marcado y el área mar-
cada (Figura 3.11 b). Utilizando Image-J (v1.52; 
National Institutes of Health, 2019),276 se extrajo 
el histograma de la imagen (Figura 3.11 c) y se 
calculó el porcentaje del área marcada cuanti-
ficando el número de píxeles con el 30 % de los 
grises más oscuros, teniendo en cuenta todo el 
área no blanca pura. Este sistema fue validado 
calculando el área manualmente de 3 ganglios, 
tal y como se muestra en la Figura 3.11 d. Se 
estimó un error de ±3 % en el área marcada. 

Figura 3.11. Esquema del método de cuantificación de 
tejido ganglionar marcado.

Los ganglios linfáticos se fijaron durante 3 días con 
formaldehído al 4 % y se realizaron cortes de aproxi-
madamente 3 mm de grosor. Se seleccionó el corte 
con más marcaje para el procesamiento histológico. 
Las muestras se procesaron de acuerdo con los pro-
cedimientos estándar y se tiñeron con hematoxilina 
y eosina (H&E) para su examen microscópico (mi-
croscopio Olympus BX51, Olympus Imaging Corpora-
tion; Tokio, Japón). El procesamiento histológico y la 
tinción se realizaron en los Servicios Técnicos Cien-
tíficos - Microscopía y Anatomía Patológica del IACS.

3.4.1. Microscopía óptica

3.4. Estudios histopatológicos
y de microscopía electrónica

Tras la disección ganglionar, se recogieron muestras 
de 1-2 mm2 se fijaron en glutaraldehído al 2 % en tam-
pón fosfato (PB, del inglés Phosphate-Buffered) du-
rante 3 días y posteriormente se lavaron con PB. Las 
muestras se posfijaron con osmio al 2%, se aclararon, 

3.4.2. Microscopía
electrónica de transmisión

se deshidrataron en acetona graduada (30, 50, 
70% con acetato de uranilo al 2%, 90 y 100%), 
se aclararon en óxido de propileno y se incrus-
taron en araldita (Durcupan, Fluka AG; Buchs 
SG, Suiza). Para los cortes semifinos y ultrafi-
nos se utilizó un ultramicrótomo RMC MT-XL. 
Se cortaron secciones semifinas (1.5 μm) y ul-
trafinas (0.05 μm) con un cuchillo de diamante. 
Los semifinos se tiñeron con azul de toluidina 
al 1 % y se examinaron mediante microscopía 
óptica (microscopio Olympus BX51, Olympus 
Imaging Corporation; Tokio, Japón). Las seccio-
nes ultrafinas se recogieron en rejillas de una 
sola ranura recubiertas de Formvar y teñidas 
con acetato de uranilo al 1 % y citrato de plomo 
de Reynold. Las muestras se observaron en el 
Servicio de Microscopía Electrónica de Siste-
mas Biológicos de la Universidad de Zaragoza 
con un microscopio de transmisión JEOL JEM 
1010 funcionando a 80 kV y en el Servicio de 
Microscopía del Centro de Investigación Prín-
cipe Felipe (CIPF, Valencia, España) con un mi-
croscopio TECNAI F20 funcionando a 80 kV. 
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Mediante microscopía óptica se evaluaron los si-
guientes parámetros: la localización de las partí-
culas, el tamaño de los cúmulos formados por los 
aglomerados de partículas y la presencia de reac-
ción inflamatoria.

3.4.3.1. Localización de las partículas
La determinación de la localización de las partícu-
las se realizó de manera subjetiva según la ubica-
ción predominante del marcaje. Como se observa 
en la Figura 3.12, la localización del marcaje fue 
clasificada en: zona interna, región pericapsular, 
tejido adyacente, zona interna/región pericapsu-
lar, zona interna/tejido adyacente, región pericap-
sular/tejido adyacente o todas las localizaciones.

3.4.3.2. Tamaño de los cúmulos
El tamaño de los cúmulos formados por las par-
tículas inoculadas se midió manualmente y de 
manera aleatoria utilizando el software Image-J 
(v1.52; National Institutes of Health, 2019)276 para 
n=50 cúmulos en cada sección de ganglio.

3.4.3.3. Intensidad de la reacción 
inflamatoria
Se evaluó la presencia de reacción inflamatoria y 
la intensidad de la misma, siendo esta cuantifi-
cada a través de la medición de la extensión del 
tejido inflamado en las secciones del ganglio. Se 
midió la sección más extensa de tejido inflamato-
rio manualmente con el software Image-J (v1.52; 
National Institutes of Health, 2019).276

3.4.3. Variables
microscópicas

Figura 3.12. Clasificación de la localización pre-
dominante de las partículas en el ganglio linfático. 

Pericapsular

Tejido adyacente

Región interna

Las reconstrucciones tridimensionales (3D) se 
realizaron a través de la segmentación manual 
de ultrafinos seriados (0.05 μm) utilizando el sof-
tware Fiji de Image-J (v1.52; National Institutes of 
Health, 2019).276
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Tabla 3.2. Prueba de Shapiro-Wilk de las variables.

Estadístico

0.731Facilidad en la identificación

Variable

0.839Área marcada

0.378Tamaño de los cúmulos

0.864

Significancia

< 0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001Extensión de la inflamación

3.5. Estudio estadístico
El estudio estadístico se realizó con las variables previamente recogidas. Los análisis se realizaron con 
IBM SPSS Statistics (SPSS Inc.; Illinois, EE.UU.). Los ganglios linfáticos tatuados con controles (C-NPs) 
sólo se utilizaron como control y no se incluyeron en los estudios estadísticos. Se utilizó la prueba de 
normalidad de Shapiro-Willk para estudiar la normalidad de las muestras, obteniendo como conclu-
sión que ninguna de las distribuciones de las muestras sigue una distribución normal (Tabla 3.5). Por 
tanto, se utilizaron pruebas no paramétricas. 

La variables "facilidad en la identificación", "área marcada", "tamaño de los cúmulos" y "extensión de la 
inflamación" se estudiaron dentro de los grupos definidos en función

• Del tiempo: 
	 Grupo 1: ganglios marcados en los “estudios a corto plazo” (1-6 semanas).
	 Grupo 2: ganglios marcados en los “estudios a largo plazo” (16 semanas).

• Del tipo de marcaje utilizado (considerando solo los datos del grupo a “largo plazo” de 16 semanas):
	 Grupo 1: ganglios marcados con CS (nanopartículas cargadas de C-NPs).
	 Grupo 2: ganglios marcados con CE (micropartículas cargadas de C-NPs).
	 Grupo 3: ganglios marcados con M (nanopartículas cargadas de melanina).
	 * El resto de vectores no se consideraron dado que el tamaño muestral es inferior a éstos.

• De la concentración (considerando solo los datos del grupo a “largo plazo” de 16 semanas): 
	 Grupo 1: ganglios marcados con CS10, CE10, M10, CS10-CQ, CS10-P858 y CS10-P858-CQ  
		     (concentración de 10 mg/ml).
	 Grupo 2: ganglios marcados con CS20, CE20, CS20-CQ, CS20-P858 y CS20-P858-CQ 
		     (concentración de 20 mg/ml).

• Del tamaño de las partículas:
	 Grupo 1: ganglios marcados con CS10 y CS20 (nanopartículas).
	 Grupo 2: ganglios marcados con CE10 y CE20 (micropartículas). 

• Del polímero utilizado:
	 Grupo 1: ganglios marcados con CS10 y CS20 (nanopartículas de PLGA RG504H).
	 Grupo 2: ganglios marcados con CS10-P858 y CS20-P858 (nanopartículas de PLGA RG858H).

• De la incorporación de cloroquina:
	 Grupo 1: ganglios marcados con CS10 y CS20 (nanopartículas cargadas de C-NPs).
	 Grupo 2: ganglios marcados con CS10-CQ y CS20-CQ (nanopartículas cargadas de C-NPs y CQ). 

• Del polímero utilizado y de la incorporación de cloroquina:
	 Grupo 1: ganglios marcados con CS10, CS20 (nanopartículas de PLGA RG504H con C-NPs).
	 Grupo 2: ganglios marcados con CS10-P858-CQ, CS20-P858-CQ (nanopartículas de PLGA  
		      RG858H cargadas de C-NPs y CQ).

En estos grupos, el análisis de los datos se realizó mediante las pruebas de Kruskas-Wallis (cuando se 
compararon más de dos grupos) y la U de Mann-Whitman (cuando se compararon dos grupos).

En los estudios de correlación entre variables se utilizó el coeficiente de correlación de rangos de Ken-
dall. En ambos se consideraron correlaciones estadísticamente significativas cuando p≤0.05.
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4.1. Síntesis y caracterización 
de los vectores de marcaje

4.1.1.1. Optimización de la concentración de PLGA en la síntesis de NPs
Con el objetivo de analizar el efecto de la concentración del polímero en el tamaño de 
la partícula, se realizaron diversas síntesis variando la cantidad de PLGA (sin encapsu-
lar C-NPs ni melanina). Se utilizaron los polímeros PLGA Resomer® RG504H y RG858S en 
diferentes concentraciones: 5, 10, 15 y 20 mg/ml. Como se ilustra en las Figuras 4.1 y 4.2, 
el tamaño no varió sustancialmente entre una síntesis y otra, aunque sí fue aumentando 
conforme se incrementó la concentración de PLGA. 

4.1.1. Encapsulación de C-NPs en 
nanopartículas por emulsión simple

Este apartado de la Tesis tuvo por objetivo la síntesis, optimización y caracterización de los 
vectores de marcaje. La sección ha sido organizada según el método de síntesis utilizado.

Figura 4.1. Micrografías SEM de las nanopartículas de PLGA obtenidas durante la optimización 
de la concentración de polímero. Las imágenes se acompañan de sus respectivos histogramas 
de distribución de diámetros.
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Figura 4.2. Efecto de la 
concentración de PLGA 
RG504H y RG858S en 
el tamaño de partícula 
medido mediante DLS.

Figura 4.3. Morfología de las nanopartículas de PLGA con carbono encapsulado durante la op-
timización de la síntesis al SEM con sus respectivos histogramas de distribución de diámetros, 
donde se aprecia la emulsión utilizando 0.1, 0.2, 0.5 y 1.0 mg/l de C-NPs.

Las diferencias entre las medidas mediante DLS y mediante SEM se deben a que en el pri-
mer caso las partículas se encuentran en dispersión coloidal, y en el segundo caso están 
fijadas, deshidratadas y sometidas a alto vacío. Todos los coloides fueron homogéneos en 
la distribución de tamaños de partícula (PDI <0.01). Se decidió continuar el proceso de op-
timización utilizando PLGA a una concentración de 10 mg/ml, dado que minimiza el uso de 
polímero y no se ha encontrado una diferencia significativa en el tamaño de NPs resultante. 

4.1.1.2. Optimización de la concentración de C-NPs durante la 
encapsulación en NPs
El objetivo de esta sección fue determinar la concentración de C-NPs óptima para fa-
vorecer la coloración macroscópica de las NPs. Para tratar de obtener coloides con NPs 
de PLGA altamente cargadas de C-NPs, se realizaron 4 emulsiones diferentes variando la 
concentración de carbono (0.1, 0.2, 0.5 y 1.0 mg/ml). La disolución de carbono de 1 mg/ml 
se estableció como límite superior por alcanzar el límite de saturación. La morfología de 
las NPs obtenidas y su histograma de distribución de tamaños fueron caracterizados uti-
lizando SEM (Figura 4.3). Frente a escasas diferencias, tanto en el promedio de diámetros 
de partícula (95 ±32, 110 ±33, 97 ±33 y 123 ±32 nm, para 0.1, 0.2, 0.5 y 1.0 mg/ml, respecti-
vamente) como en la homogeneidad en las distribuciones de tamaños (PDI <0.01 en todos 
los casos, y DSR del 33.5, 29.6, 34.1 y 25.9 %, para 0.1, 0.2, 0.5 y 1.0 mg/ml, respectivamente), 
se decidió elegir la emulsión con mayor concentración de C-NPs (1.0 mg/ml) y, por tanto, 
la que producía una mayor encapsulación de C-NPs en la síntesis y mayor coloración a 
nivel macroscópico (Figura 4.4). 
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Figura 4.4. Síntesis de nanopartículas con C-NPs encapsuladas a diferentes concentraciones 
(0, 0.1, 0.2, 0.5 y 1 mg/ml).

El diámetro hidrodinámico de los coloides fue obtenido utilizando la técnica DLS. De las 
5 mediciones realizadas, se tuvieron en cuenta aquellas 3 con un baseline index más alto, 
lo que supone una mayor precisión en las mediciones. El promedio del tamaño en las NPs 
obtenidas en la emulsión con 0.1 mg/ml de C-NPs fue de 179.7 nm, mientras que las de 0.2 
mg/ml fue de 176.6 nm, las de 0.5 mg/ml de 186.9 nm y las de 1 mg/ml de 211.1 nm (Tabla 
4.1). Como ocurre en la anterior medición en seco, los resultados fueron muy similares en 
todas las síntesis.

Figura 4.5. Micrografías TEM de la encapsulación de C-NPs en PLGA RG504H.

Tamaño (nm) Promedio (nm)

181.1 (8.3)

174.7 (9.3)

185.4 (9.6)

210.7 (9.9)

179.5 (8.6)

182.3 (10.0)

189.7 (9.3)

210.9 (9.7)

178.4 (6.9)

172.7 (9.6)

185.5 (9.0)

211.8 (9.7)

179.7 ±1.4

176.6 ±5.1 

186.9 ±2.5

211.1 ±0.6

0.1 mg/ml

0.2 mg/ml

0.5 mg/ml

1.0 mg/ml

Concentración

4.1.1.3. Caracterización morfológica de las NPs cargadas de C-NPs
Para analizar la morfología de las NPs sintetizadas con una concentración de PLGA de 10 
mg/ml PLGA y 1 mg/ml de C-NPs, las muestras fueron observadas por TEM. En la Figura 
4.5 se muestra la presencia de C-NPs en una matriz esférica de polímero PLGA RG504H.

No obstante, a pesar de que se observa encapsulación de las C-NPs en las NPs de PLGA 
RG504H, las imágenes SEM revelan que las C-NPs no han sido encapsuladas en su totali-
dad y aparecen agregados fuera del polímero (Figura 4.6).

Tabla 4.1. Diámetros hidrodinámicos medidos por DLS de C-NPs durante la optimización.

0 mg/ml C-NPs 0.1 mg/ml C-NPs 0.2 mg/ml C-NPs 0.5 mg/ml C-NPs 1 mg/ml C-NPs
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Figura 4.6. Micrografías SEM de las NPs cargadas de C-NPs tras la optimización, donde se 
aprecian residuos de carbono no encapsulados (azul).

4.1.1.4. Determinación de la eficiencia de encapsulación de C-NPs 
Para cuantificar la eficiencia de encapsulación se caracterizó la composición de las NPs 
a través del análisis termogravimétrico (TGA). Para la determinación de las curvas termo-
gravimétricas (TG) y de la primera derivada de la curva (DTG), las muestras fueron previa-
mente liofilizadas (LyoQuest, Telstar, 0.1 mbar, -50 °C, 24h). El estudio de los elementos por 
separado permitió discernir entre cada uno de los reactivos componentes de las NPs una 
vez obtenidas estas.

Como se observa en la Figura 4.7 (b) y 4.8 (b) la degradación de las C-NPs muestra su 
máxima pendiente a la temperatura de 650-700°C, mientras que el PLGA y el Pluronic-F68 
se degradan a la temperatura de 300-400 °C. De esta manera, valorando la pérdida de 
masa del PLGA y el Pluronic-F68 de las partículas a una temperatura de 450 °C, se estima 
que un ∼12.5 % en peso de las NPs es C-NPs en el caso del PLGA RG504H (Figura 4.7 a) 
y del ∼37.5 % en las NPs de PLGA RG858S (Figura 4.8 a). Es importante destacar que las 
medidas se hicieron en atmósfera de N2 para pirolizar y no quemar a CO2 los componentes.

Figura 4.7. Curvas TG y DTG de las NPs con C-NPs encapsuladas en PLGA RG504H. a) Curvas 
TG de las NPs, así como de los materiales por separado. b) Curvas DTG de las NPs, así como 
de los materiales por separado.
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4.1.1.5. Perfil de liberación in vitro de C-NPs de las NPs
El proceso de liberación in vitro de C-NPs de las NPs poliméricas se estudió mediante el 
espectro UV-Vis del sobrenadante. Para cuantificar la concentración de C-NPs en función 
de la absorbancia, se tomó el máximo a 218 nm (Figura 4.9 a), dado que no interfiere con 
la señal del PLGA. Sin embargo, el pico máximo en torno a 260 nm sí interfiere con el PLGA. 
Con el valor de la absorbancia, los registros se ajustaron a una recta de regresión esta-
blecida como patrón (Figura 4.9 b) para determinar la concentración de C-NPs liberadas 
durante el experimento.

Para obtener el perfil de liberación de las NPs cargadas con C-NPs, se dispersaron en un 
medio acuoso y se mantuvieron durante 28 días a 37 °C en agitación continua. El perfil de 
liberación de carbono se encuentra representado en la Figura 4.10. Como se describe en 
la Tabla 4.2, tras 4 semanas se libera el ∼0.8 % de C-NPs cuando se encapsulan en PLGA 
RG504H y el ∼0.6 % cuando es encapsulado en PLGA RG858S. Este porcentaje de libera-
ción tan reducido puede ser debido a la naturaleza hidrofóbica de las C-NPs, lo que supone 
una ventaja potencial para preservar el marcaje en el área marcada. Además, como cabía 
esperar, el PLGA RG858S muestra una degradación más lenta que el PLGA RG504H.

a. b.

Figura 4.8. Curvas TG y DTG de las NPs con C-NPs encapsuladas PLGA RG858S. a) Curvas TG 
de las NPs, así como de los materiales por separado. b) Curvas DTG de las NPs, así como de 
los materiales por separado.
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Figura 4.9. Curva UV-Vis y recta de calibrado de las C-NPs.

a. b.



89

Semana 1

0.55 ±0.6

0.35 ±0.0

0.59 ±0.5

0.39 ±0.0

0.8 ±0.5

0.61 ±0.1

C-NPs (Síntesis, PLGA RG504H)

Tabla 4.2. Porcentaje de C-NPs liberadas in vitro de las NPs de PLGA RG504H y PLGA RG858S.

0.42 ±0.3

0.27 ±0.1

Semana 2 Semana 3 Semana 4

C-NPs (Síntesis, PLGA RG858S)

C-NPs liberadas (%)

a. b.

Figura 4.10. Curvas de la liberación de C-NPs de las NPs de PLGA RG504H y PLGA RG858S.

4.1.1.6. Ensayos de viabilidad celular de NPs cargadas con C-NPs 
Como se ha mencionado anteriormente, los efectos citotóxicos de las NPs se estudiaron in 
vitro en tres líneas celulares: fibroblastos dérmicos humanos, macrófagos (J774) y adeno-
carcinoma de mama MDA-MB-231. La viabilidad celular se determinó 24 horas tras la incu-
bación con el vector de marcaje. Solo se incluyeron en este experimento las NPs sintetiza-
das con PLGA RG504H, asumiendo que la ligera diferencia en la proporción de copolímeros 
LA:GA no afecta sustancialmente a la toxicidad global de las partículas. También se valoró la 
citotoxicidad de las C-NPs libres. Siguiendo las recomendaciones de la norma ISO 10993-5, 
una viabilidad inferior al 70 % se considera citotóxica. Como se ilustra en la Figura 4.11, no 
se observa ningún efecto citotóxico en las líneas celulares de fibroblastos y MDA-MB-231 
tras el tratamiento con las NPs cargadas de C-NPs en ninguna de las concentraciones en-
sayadas, obteniéndose valores de viabilidad superiores al 95 %. En el caso de la línea celular 
de macrófagos, se observa un aumento de la toxicidad a dosis más altas. En el caso de las 
partículas de C-NPs, las dosis a 0.05 y 0.1 mg/ml fueron citotóxicas (46-70 %) tanto en las 
células MDA-MB-231 como en macrófagos, aunque no en fibroblastos. 

Figura 4.11. Viabilidad celular en las líneas MDA-MB-231, fibroblastos y macrófagos (J774) tras 
24 h de incubación con NPs cargadas de C-NPs (gris oscuro) y C-NPs libres sin encapsular 
en PLGA (gris claro). En las concentraciones de NPs, la cantidad de C-NPs es de12.5, 6.3, 3.1 y 
1.3 µg/ml, respectivamente.
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4.1.2.1. Coencapsulación de C-NPs y CQ en NPs por emulsión simple
Para coencapsular CQ en las NPs cargadas de C-NPs se utilizó CQ en la fase acuosa de 
la emulsión simple a una concentración de 100 mg/ml utilizando las condiciones de la 
síntesis optimizada de NPs (1 mg/ml C-NPs) utilizando ambos polímeros (PLGA Resomer® 
RG504H y RG858S) a una concentración de 10 mg/ml. La coloración macroscópica de los 
coloides no varió y la polidispersión de tamaños se mantuvo similar en todas las síntesis 
(PDI <0.01) (Figura 4.12).

4.1.2. Coencapsulación de C-NPs  
y CQ en NPs por emulsión simple

Figura 4.12. Morfología de las NPs que coencapsulan con C-NPs y CQ vistas al SEM con sus 
respectivos histogramas de distribución de diámetros.

4.1.2.2. Determinación de la eficiencia en la encapsulación de CQ en NPs 
La cuantificación de la concentración de CQ en las NPs fue difícilmente cuantificable a 
través del análisis TGA, dado que la degradación de la CQ muestra su máxima pendiente 
a temperaturas similares a las del PLGA y del Pluronic-F68 (300-400 °C). No obstante, 
dado que la curva TG de las partículas con CQ (CQ-PLGA RG504H y CQ-PLGA RG858S) 
no decae completamente, se puede determinar que la cantidad mínima de CQ en estas 
NPs es del 20.5 y 37.5 %, respectivamente. Tampoco se pudo determinar la concentración 
de C-NPs resultante en las partículas donde se coencapsulan C-NPs y CQ, dado que no 
es posible conocer qué remanente en peso corresponde a C-NPs y a la CQ (Figura 4.13). 

Por tanto, para cuantificar la concentración de CQ encapsulada en las NPs se estudió el 
espectro UV-Vis del sobrenadante tras la síntesis por triplicado asumiendo que, respecto 
de la cantidad inicial añadida durante la síntesis, el resto que no aparece en el sobrena-
dante debe estar encapsulado en las NPs. Para cuantificar la concentración de CQ se tomó 
el máximo de absorbancia característico a 336 nm (Figura 4.14 a). La recta de regresión 
de la CQ obtenida se muestra en la Figura 4.14 b. Se cuantificó un rendimiento de encap-
sulación de CQ del 49.7 ±12.8 y 52.0 ±4.6 % en las NPs de PLGA RG504H y PLGA RG858S 
respectivamente. Por tanto, considerando la masa de partículas obtenidas tras la síntesis, 
se estima la cloroquina representa el 35.2 y el 42.3 % en peso en las NPs de PLGA RG504H 
y PLGA RG858S, respectivamente.
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Figura 4.13. Curvas TG y 
DTG de las NPs con CQ o 
CQ y C-NPs encapsula-
das en PLGA RG504H y 
PLGA RG858S (CQ-PL-
GA RG504H/CQ-PLGA 
RG858S y CS-CQ-PLGA 
RG504H/CS-CQ-PLGA 
RG858S, respectiva-
mente), incluyendo las 
curvas de los materiales 
utilizados en la síntesis 
por separado.
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Figura 4.14. (a) Curva UV-Vis y (b) recta de calibrado de la CQ.

a. b.

4.1.2.3. Perfil de liberación in vitro de CQ de las NPs
Para obtener el perfil de liberación de las NPs cargadas con CQ, se dispersaron en un me-
dio acuoso y se mantuvieron durante 28 días a 37 °C en agitación continua. La cinética de 
liberación in vitro de la CQ de las NPs también se determinó a través el espectro UV-Vis 
del sobrenadante. Como se muestra en la Figura 4.15 y Tabla 4.3, tras 4 semanas se libera 
el ∼5.8 % de la CQ cuando es encapsulada en PLGA RG504H y el ∼10.5 % cuando es en-
capsulada en PLGA RG858S.

a. b.

Figura 4.15. Curvas de la liberación de CQ de las NPs de (a) PLGA RG504H y (b) PLGA RG858S.

Tabla 4.3. Porcentaje de CQ liberada in vitro de las NPs de PLGA RG504H y PLGA RG858S.

Semana 1

3.28 ±1.0

3.86 ±0.7

4.27 ±1.8

5.94 ±1.1

5.76 ±1.2

10.49 ±2.9

CQ (Síntesis, PLGA RG504H) 2.73 ±0.6

3.05 ±0.7

Semana 2 Semana 3 Semana 4

CQ (Síntesis, PLGA RG858S)

CQ liberada (%)

4.1.2.4. Ensayos de viabilidad celular de NPs cargadas con CQ
Los efectos citotóxicos de las NPs cargadas de C-NPs y CQ se estudiaron in vitro en tres 
líneas celulares: fibroblastos dérmicos humanos, macrófagos (J774) y adenocarcinoma de 
mama MDA-MB-231, 24 horas después de la incubación. Como en los estudios anteriores, 
se utilizaron solo partículas sintetizadas con PLGA RG504H asumiendo que son también  
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representativas de las PLGA RG858S. Como se representa en la Figura 4.16, las NPs cargadas 
de CQ y C-NPs mostraron citotoxicidad en todas las líneas celulares. La línea que mostró 
mayor tolerancia fue la MDA-MB-231 (>65 %). Sin embargo, en las líneas de macrófagos y 
fibroblastos la viabilidad celular se redujo a valores entre el 0-30 % para dosis entre 0.01 y 
0.05 mg/ml. La única dosis de CQ que no resultó citotóxica en ninguna línea celular fue la 
de 0.01 mg/ml.

CS-CQ

Figura 4.16. Viabilidad celular en las líneas MDA-MB-231, fibroblastos y macrófagos (J774) tras 
24 h de incubación con NPs cargadas de CQ y PLGA. Las concentraciones de NPs correspon-
den a 20.5, 10.3, 5.1 y 2.1 µg/ml de CQ, respectivamente.

4.1.3.1. Optimización de la concentración de melanina encapsulada en NPs 
Con el mismo objetivo que en el apartado anterior, se trató de obtener coloides con na-
nopartículas poliméricas altamente cargadas de melanina (Mel-NPs) realizando 4 emul-
siones diferentes variando la concentración (0.15, 0.3, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/ml) (Figura 4.17). La 
cantidad máxima de melanina fue establecida como el límite de solubilidad para su total 
disolución en el agua Milli-Q (pH 7-8). La concentración de polímero se mantuvo fija en 10 
mg/ml. En todas las síntesis, los coloides fueron homogéneos en la distribución de tamaños 
de partículas (PDI <0.01).

4.1.3. Encapsulación de melanina en 
nanopartículas por emulsión doble

Figura 4.17. Morfología de las nanopartículas de PLGA con melanina encapsulada durante la 
optimización de la síntesis al SEM con sus respectivos histogramas de distribución de diáme-
tros, donde se aprecia la emulsión utilizando 0.15, 0.3, 0.5 y 1.0 mg/l de melanina.
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El diámetro hidrodinámico de las nanopartículas de los diferentes coloides fue medido 
utilizando DLS. El promedio de las Mel-NPs obtenidas en la emulsión con 0.15 mg/ml de 
melanina fue de 181.9 nm, mientras que las de 0.3 mg/ml fue de 253.4, las de 0.5 mg/ml de 
277.7 nm y las de 1.0 mg/ml de 261.7 nm (Tabla 4.4). De la misma manera que en el caso de 
la encapsulación de C-NPs, se escogió la emulsión de mayor concentración de melanina 
(1.0 mg/ml) para obtener una mayor coloración macroscópica. 

Tabla 4.4. Diámetros hidrodinámicos medidos por DLS de Mel-NPs durante la optimización 
de la emulsión.

Figura 4.18. Micrografías TEM de la encapsulación de melanina en NPs de PLGA RG504H.

Figura 4.19. Micrografías SEM de las Mel-NPs optimizadas, donde se aprecian residuos de 
melanina no encapsulados y a menudo cristalizados (azul).

Tamaño (nm) Promedio (nm)

182.6 (9.6)

234.7 (7.8)

279.5 (8.6)

255.0 (9.5)

181.7 (8.7)

269.3 (8.3)

268.4 (8.4)

260.3 (8.9)

181.6 (9.0)

256.4 (8.9)

285.2 (9.1)

269.7 (7.6)

181.9 ±0.6

253.4 ±17.5

277.7 ±8.5

261.7 ±7.4

0.15 mg/ml

0.3 mg/ml

0.5 mg/ml

1.0 mg/ml

Concentración

4.1.3.2. Caracterización morfológica de las NPs cargadas de melanina
La morfología de las Mel-NPs resultantes se analizó por TEM. Como se observa en la Figura 
4.18, la melanina puede observarse en forma de pigmentación oscura en la matriz de PLGA. 
En el análisis SEM, se observaron estructuras de melanina cristalizada fuera del polímero, 
indicativo de un exceso de melanina usada durante la síntesis (Figura 4.19).
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4.1.3.3. Determinación de la eficiencia en la encapsulación de melanina 
Se trató de cuantificar la eficiencia de encapsulación por TGA, pero las Mel-NPs fueron 
difícilmente diferenciables del PLGA dado que la melanina comienza a degradarse a bajas 
temperaturas y se superpone con la curva de degradación del polímero. Sin embargo, dado 
que la curva TG de las Mel-NPs no se piroliza completamente a 450 oC, es posible estable-
cer una concentración mínima de melanina del 17.8 % (Figura 4.20).

La concentración de melanina encapsulada se cuantificó de manera indirecta a través del 
espectro UV-Vis del sobrenadante conociendo el máximo de absorbancia de la melanina 
a 193 nm (Figura 4.21). Con este método, se estimó un rendimiento de encapsulación de la 
melanina del 65.8 ±9.1 %, que representa el 23.5 % en peso de las partículas.

Figura 4.20. Curvas (a) TG y (b) DTG de las NPs de PLGA RG504H con melanina encapsulada.

Figura 4.21. (a) Curva UV-Vis y (b) recta de calibrado de la melanina.

a. b.

4.1.3.4. Perfil de liberación in vitro de melanina de las NPs
La liberación in vitro de la melanina se determinó a través el espectro UV-Vis del sobrena-
dante. Para el experimento, las Mel-NPs se dispersaron en un medio acuoso y se mantu-
vieron durante 28 días a 37 °C en agitación continua. Como se muestra en la Figura 4.22 y 
Tabla 4.5, tras 4 semanas se libera el ∼24 % de melanina de las NPs sintetizadas con PLGA 
RG504H.
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Figura 4.22. Curva de la cinética de liberación de la melanina de las NPs de PLGA RG504H.

Tabla 4.5. Porcentaje de melanina liberada in vitro de las NPs de PLGA RG504H.

Semana 1

16.03 ±2.7 20.57 ±2.0 23.96 ±8.6Melanina  (Síntesis, PLGA RG504H) 10.35 ±4.0

Semana 2 Semana 3 Semana 4

Melanina liberada (%)

4.1.3.5. Ensayos de viabilidad celular
La citotoxicidad de las Mel-NPs se determinó en las tres líneas celulares: fibroblastos dér-
micos humanos, J774 y MDA-MB-231, 24 horas después de la incubación. Como se observa 
en la Figura 4.23, las Mel-NPs no fueron citotóxicas a ninguna concentración en ninguna de 
las líneas celulares estudiadas (79-100 %).

Mel-NPs

Figura 4.23. Viabilidad celular en las líneas MDA-MB-231, fibroblastos y macrófagos (J774) 
tras 24 h de incubación con Mel-NPs. Las concentraciones de Mel-NPs corresponden a 23.5, 
11.8, 5.9 y 2.4 µg/ml de melanina, respectivamente.

4.1.4.1. Optimización dede los polímeros y reactivos utilizados
Se realizaron un total de 40 síntesis para tratar de optimizar los parámetros de la técnica por elec-
trosprayado utilizando el polímero PLGA RG504H. Entre ellos, se varió la concentración de polímero, 
la concentración de C-NPs, la incorporación de CQ, los disolventes utilizados, caudal volumétrico de 
salida del disolvente y la distancia de la aguja al colector.

4.1.4. Encapsulación de C-NPs en
micropartículas por electrosprayado
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4.1.4.2. Optimización de la síntesis de MPs con DCM y DMF
Inicialmente, se evaluó la formación de micropartículas de PLGA RG504H sin C-NPs en la 
disolución para optimizar el método. Por sus propiedades y su rendimiento en procesos 
electrohidrodinámicos, se comenzó disolviendo PLGA a 10 %p/v en DCM por experiencias 
previas en el grupo de investigación.

Durante el primer proceso de optimización, se mantuvo la aguja a una distancia de 10 cm 
y se varió el flujo de la disolución de 0.5 y a 1.0 ml/h (Figura 4.24 a). Valores por encima 
de 1.0 ml/h desestabilizaron el cono de Taylor, por lo que fueron desestimados. Para lograr 
estabilizar el cono de Taylor y aumentar el flujo de salida de la disolución, se optó por au-
mentar la distancia entre la aguja y el colector hasta 15 cm. Bajo estas nuevas condiciones, 
se logró trabajar a flujos de 0.5, 1.0 y 2.0 ml/h (Figura 4.24 b). Sin embargo, frente a flujos 
mayores se produjo un secado del polímero en la aguja y una desestabilización del cono, 
por lo que se decidió preparar una nueva disolución incorporando DMF para aumentar la 
tensión superficial del disolvente. 

Figura 4.24. Micrografías SEM de las MPs de PLGA obtenidas por electrosprayado utilizando 
DCM y DMF como disolventes. a) MPs obtenidas a partir de 10 %(p/v) PLGA en DCM, h=10 cm 
y variando el flujo a 0.5 ml/h y a 1.0 ml/h. b) MPs obtenidas a partir de 10%(p/v) PLGA en DCM, 
manteniendo fija la distancia de la aguja a 15 cm y variando el flujo a 0.5, 1.0 y 2.0 ml/h.

d. e.

DCM (h=10 cm)

0.5 ml/h 1 ml/h

0.5 ml/h 1 ml/h 2 ml/h

DCM (h=15 cm)

10 10 µµmm 10 10 µµmm

10 10 µµmm10 10 µµmm10 10 µµmm

a.

b.
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En primer lugar, manteniendo la proporción de polímero y la distancia de la aguja, se intro-
dujo DMF en una proporción DCM:DMF (9:1). Utilizando esta combinación de disolventes 
se varió el caudal de salida a 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0 ml/h (Figura 4.25). En estas síntesis se 
observa una morfología esférica de las partículas, con escasa formación de beads (p.ej. 
aglomerados esféricos) en la mayor parte de las muestras, aunque una porosidad elevada.

 
Con el objetivo de reducir el diámetro de las partículas se optó por aumentar la proporción 
de DMF hasta DMC:DMF (4:1). Se mantuvo la concentración de polímero a 10 % (p/v) y se 
estableció la distancia colector-aguja de 10 cm y el caudal de 1.0, 2.0 y 5.0 ml/h (Figura 
4.26a). Frente a la obtención de una gran proporción de fibras en la muestra, se optó por 
reducir la distancia de colector-aguja a 10 cm y se modificó el flujo de 1.0, 2.0 y 5.0 ml/h 
(Figura 4.26b), consiguiendo una formación de partículas más estable. Sin embargo, no se 
logró eliminar por completo la formación de fibras. 

0.5 ml/h 1 ml/h 2 ml/h 3 ml/h 5 ml/h

Figura 4.25. Micrografías SEM de las MPs de PLGA obtenidas por electrosprayado utilizando 
DCM y DMF (9:1). MPs obtenidas a partir de 10%(p/v) PLGA en DCM:DMF (9:1), h=15 cm y va-
riando el flujo a 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0 ml/h.

1 ml/h (h=15 cm  ml/h (h=15 cm  ml/h (h=15 cm)

1 ml/h (h=10 cm  ml/h (h=10 cm  ml/h (h=10 cm)

Figura 4.26. Micrografías SEM de las MPs de PLGA obtenidas por electrosprayado utilizando 
DCM y DMF (4:1). (a) MPs obtenidas a partir de 10%(p/v) PLGA en DCM:DMF (4:1), manteniendo 
h=15 cm y variando el flujo a 1.0, 2.0, y 5.0 ml/h. b) Con las mismas condiciones de polímero y 
disolventes, para h=10 cm y variando el flujo a 1.0, 2.0 y 5.0 ml/h.

a.

b.

) 2 5)

) 2 5)
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Posteriormente, se aumentó la concentración de PLGA al 15 %(p/v), manteniendo la dis-
tancia colector-aguja a 15 cm y la proporción DMC:DMF (4:1) y variando el flujo a 0.5 y a 
1.0 ml/h (Figura 4.27 a) para garantizar la estabilidad del cono de Taylor. El aumento de la 
proporción de disolventes DMC:DMF (1:1) resultó beneficiosa para la reducción de la forma-
ción de las fibras, a flujos de 0.5 y 1.0 ml/h (Figura 4.27 b). A pesar de presentar pequeñas 
fibras, la mayor parte de las muestras fueron fácilmente extraídas del colector de aluminio 
en forma de polvo. 

a.

a. b.
0.5 ml/h 1 ml/h 0.5 ml/h 1 ml/h

Figura 4.27. Micrografías SEM de las MPs de PLGA obtenidas por electrosprayado utilizando 
DCM y DMF (4:1) y (1:1) aumentando la concentración de PLGA a 15%(p/v). (a) MPs obtenidas 
aumentando la concentración de PLGA a 15%(p/v) y manteniendo la proporción DMC:DMF 
(4:1), a un flujo de 0.5 y 1.0 ml/h. b) Aumentando la proporción de disolventes DMC:DMF a (1:1) 
utilizando 0.5 y 1.0 ml/h.

Una vez analizado el efecto de las condiciones del electrosprayado en la formación de par-
tículas, se incluyó el agente a encapsular para la producción de MPs cargadas de C-NPs. 
Para ello, inicialmente se trataron de dispersar C-NPs a concentración 2.0 mg/ml en DM-
C:DMF (9:1) con una proporción de PLGA a 10 %(p/v). Las C-NPs no se dispersaron de 
manera homogénea por llegar al límite de saturación, mostrando grandes agregaciones, 
de manera que se optó por reducir la concentración de C-NPs a 1 mg/ml, aunque no se 
observó mejoría. Se optó por dispersar las C-NPs previamente en AcEt a concentración 
1.0 mg/ml y, posteriormente, añadirlas a la disolución anterior de DMC:DMF (9:1) con una 
concentración de PLGA del 10 %(p/v). La disolución anterior se utilizó manteniendo la aguja 
a 15 cm del colector a 1.0 ml/h (Figura 4.28 a). Sin embargo, la muestra no mostró una tin-
ción adecuada a nivel macroscópico, por lo que se optó por disolver PLGA a 10%(p/v) en 
acetato de etilo incluyendo 1 mg/ml de C-NPs (Figura 4.28 b). La concentración de PLGA 
fue aumentada al 15%(p/v) para mejorar el rendimiento de la síntesis y se mantuvo el flujo 
a 1.0 ml/h (Figura 4.28 c). En ambas disoluciones preparadas con acetato de etilo aumentó 
la intensidad del negro en las partículas. 

Figura 4.28. Micrografías SEM de las MPs cargadas de C-NPs utilizando DCM y DMF. a) MPs 
obtenidas partir de 10%(p/v) PLGA en DCM:DMF (9:1) y 1 mg/ml de C-NPs, para h=15 cm y un 
flujo de 1.0 ml/h. b) Acetato de etilo con 1 mg/ml de C-NPs y 10%(p/v) PLGA y c) 15%(p/v) 
PLGA. 

a. b. c.



100

Sin embargo, las MPs anteriores mostraron morfología heterogénea e irregular, de manera 
que se optó por aumentar la proporción de C-NPs en AcEt en la disolución de DCM-DMF 
(9:1) con una concentración de PLGA del 15%(p/v) a 1:1 y 4:2 (Figura 4.29). 

Como no se logró homogeneizar la morfología de las MPs, se realizaron síntesis con el mé-
todo coaxial. De esta manera, las dos disoluciones fluyen de manera simultánea en agujas 
coaxiales. Por un lado, se preparó una disolución de AcEt con 1mg/ml de C-NPs (aguja 
interna) y otra de DCM:DMF (9:1) con 15%(p/v) de PLGA (aguja externa). Se utilizaron en 
paralelo variando los ratios de los flujos de salida a 1-1, 1-3 y 1– 5 ml/h (Figura 4.30). Sin 
embargo, las partículas obtenidas mostraron una morfología irregular y, de nuevo, poco 
homogénea.

Figura 4.29. Micrografías SEM de las MPs cargadas de C-NPs añadiendo DCM:DMF (9:1) en 
proporción (a) 1:1 y (b) 4:2.

Figura 4.30. Micrografías SEM de las MPs cargadas de C-NPs añadiendo con la técnica coa-
xial para separar la fase de disolución de C-NPs en AcEt a 1 mg/ml y la fase de DCM:DMF (9:1) 
con 15%(p/v) PLGA a unos flujos de 1-1 ml/h, 3-1 ml/h y 5-1 ml/h.

1-1 ml/h 3-1 ml/h 5-1 ml/h

4.1.4.3. Optimización de la síntesis de MPs con CHCl3

Con el objetivo de aumentar el rendimiento de la síntesis, se optó por utilizar cloroformo 
(CHCl3) para dispersar las C-NPs y reducir la cantidad de PLGA para incrementar la pro-
porción de C-NPs y polímero en las partículas. 

Primeramente, se encapsularon C-NPs en MPs utilizando 5 %(p/v) de PLGA y 2 mg/ml de 
C-NPs en una disolución CHCl3, manteniendo la altura de la aguja a 15 cm de distancia y 
variando el flujo a 0.5, 1, 2, 3 y 5 ml/h (Figura 4.31). Sin embargo, el tamaño de MPs obtenido 
fue de nuevo muy superior al deseado.
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0.5 ml/h

Figura 4.31. Micrografías SEM de las MPs cargadas de C-NPs utilizando disoluciones de DCM 
y CHCl3. a) MPs obtenidas partir de 5%(p/v) PLGA en CHCl3 y 2 mg/ml de C-NPs, para h=15 
cm y un flujo de 0.5, 1, 2, 3 y 5 ml/h.

1 ml/h 2 ml/h

3 ml/h 5 ml/h

Para tratar de reducir el tamaño de las MPS, se sintetizaron utilizando 5 %(p/v) de PLGA y 5 
mg/ml de C-NPs en una disolución de DMC:CHCl3 (4:1) con 10 mg/ml de Tween para estabi-
lizarlo. La altura de la aguja se mantuvo a 15 cm y el flujo de la disolución se varió a 0.25, 0.5 
y 1 ml/h (Figura 4.32). La introducción de CHCl3 en la síntesis permitió reducir notablemen-
te el diámetro y mejorar la morfología de las MPs. La proporción DCM:CHCl3 (3:1) resultó en 
una producción de MPs ineficiente por la dificultad en la estabilización del cono de Taylor. 
En la síntesis DCM:CHCl3 (4:1) se observó menor tamaño de MPs y mayor homogeneidad de 
la muestra conforme se redujo el flujo de salida de la disolución.

Por tanto, se decidió seleccionar la muestra obtenida bajo las condiciones: DCM:CHCl3 
(4:1), 5 %(p/v) PLGA y 5 mg/ml de C-NPs, estabilizada con 10 mg/ml de Tween, utilizando 
una distancia de 15 cm entre colector y aguja, un flujo de disolución de 0.5 ml/h y una di-
ferencia de voltaje de +13 kV y -3.9 kV.

Figura 4.32. Micrografías SEM de las MPs cargadas de C-NPs utilizando 5%(p/v) de PLGA y 5 
mg/ml de C-NPs en una disolución de DMC:CHCl3 (4:1) con 10 mg/ml de Tween, h=15 cm y el 
flujo modificado a 0.25, 0.5 y 1.0 ml/h.

0.25 ml/h 0.5 ml/h 1 ml/h
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4.1.4.4. Efecto del Tween como estabilizante en la síntesis de MPs
En este apartado se valoró el efecto del Tween en la encapsulación de C-NPs en MPs 
por electrosprayado utilizando el polímero PLGA RG504H con las condiciones optimizadas 
descritas anteriormente. En la Figura 4.33 se ilustra el efecto de la adición de Tween a la 
disolución utilizada para la obtención de MPs. Cuando el surfactante no está presente, no 
se consigue la formación de partículas, sino que el polímero aparece con aspecto amorfo.

Figura 4.33. Micrografías SEM comparativas entre CMPs de PLGA RG504H producidas con y 
sin surfactante Tween 80 en la disolución.

4.1.4.5. Efecto del cambio de polímero en la síntesis de MPs 
La síntesis optimizada con PLGA RG504H fue reproducida con la variante PLGA RG858S 
para obtener MPs cargadas de C-NPs con tiempos más largos de degradación. Sin em-
bargo, como se ilustra en la Figura 4.34, con este polímero el resultado macroscópico no 
mostró una coloración aceptable, por lo que esta opción fue descartada. Probablemente 
debido a que la interacción entre el C-NPs y el polímero es mayor para el caso de RG858S 
y da lugar a la aparición de menos aglomerados en el interior del PLGA que cuando se usa 
RG504H. La aparición de dichos aglomerados facilita la inspección visual. 

Figura 4.34. Muestras de CMPs obtenidas con PLGA RG858S y RG504H. Se observa que con 
el polímero 858S la coloración macroscópica es menos intensa que con el PLGA RG504H.
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4.1.4.6. Coencapsulación de C-NPs y CQ en MPs
Las últimas síntesis por electrosprayado fueron realizadas con el objetivo de coencapsular 
CQ con las C-NPs. Para la doble encapsulación fue necesario utilizar la técnica coaxial, tal 
y como se detalla en el Apartado 3.1.2.3. de la Sección de Materiales y Métodos. 

En todos los casos se utilizó una primera disolución polimérica con una concentración de 
5 %(p/v) de PLGA RG504H disuelta en DCM:CHCl3 (4:1), con 10 mg/ml de Tween y 5 mg/ml 
de C-NPs; y un segundo fluido consistente en 100 mg/ml CQ disuelta en la fase acuosa. La 
concentración de CQ fue elegida por ser el valor límite de saturación de la disolución, al 
igual que en la encapsulación de C-NPs en NPs por emulsión. En la Figura 4.35 se muestran 
los resultados de la síntesis utilizando diferentes velocidades de flujo.

Figura 4.35. Micrografías SEM de la coencapsulación de CQ y C-NPs en MPs de PLGA RG 
504S utilizando diferentes velocidades de flujo para la fase acuosa con cloroquina (S1) y la 
fase orgánica con PLGA, Tween y C-NPs (S2).

Se obtuvieron MPs con tamaño variable, aunque con morfologías homogéneas. La síntesis a 
velocidades de flujo S1=0.25 ml/h y S2=0.5 ml/h mejoró la morfología y tamaño de las MPs 
para la aplicación concreta que se busca en esta Tesis al exhibir tamaños de partícula más 
reducidos. Sin embargo, la incorporación de CQ redujo sustancialmente la coloración ma-
croscópica de las MPs, por lo que su uso para el marcaje de ganglios linfáticos fue descar-
tado. En conclusión, las únicas MPs obtenidas por electrosprayado aptas para el marcaje 
ganglionar fueron las obtenidas a partir del 5 %(p/v) de PLGA Resomer® RG 504H, 5 mg/ml 
de C-NPs y 10 mg/ml de Tween 80 en DCM:CHCl3 (4:1). Por tanto, a continuación, se detalla 
la caracterización realizada para estas MPs.

4.1.4.7. Caracterización morfológica de las MPs cargadas de C-NPs 
Las MPs cargadas de C-NPs mostraron una coloración negra intensa (Figura 4.36 a,b). El 
diámetro promedio fue de 1.07 ± 0.41 µm, con tamaños comprendidos entre 200 nm y 1.89 
µm (Figura 4.35 c). La DSR de la muestra fue de 38.7 % y el PDI de 0.03, lo que sugiere ho-
mogeneidad en la distribución de tamaños. La morfología de las MPs y la valoración inicial 
de la encapsulación de C-NPs fue analizada por microscopía SEM y TEM (Figura 4.36 d,e). 
En las imágenes se observa la presencia de C-NPs encapsulado en la matriz polimérica de 
las MPs, en ocasiones aglomeradas.
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Figura 4.36. Micrografías SEM y TEM, distribución de tamaños y vista macroscópica de las MPs 
cargadas de C-NPs obtenidas por electrosprayado. a) MPs recogidas en papel de aluminio. b) 
MPs una vez rascadas del papel de aluminio en polvo. c) Distribución de tamaños de MPs. d-e) 
Micrografías SEM y TEM respectivamente, donde se muestra la encapsulación de C-NPs en la 
matriz polimérica y algunas C-NPs no encapsuladas (azul).

4.1.4.8. Determinación de la eficiencia en la encapsulación
de C-NPs en MPs
La cuantificación de la eficiencia de la encapsulación se realizó a través del análisis TGA. 
Dado que las C-NPs muestran temperaturas de degradación a 600-800 oC y el PLGA se 
piroliza a 400 oC, fue posible determinar la cantidad de C-NPs encapsuladas en las micro-
partículas (Figura 4.37 b). El análisis de las curvas TG de las micropartículas obtenidas por 
electrosprayado reportó un contenido de PLGA promedio del ∼86.5 % y un promedio de 
C-NPs del ∼13.5 % (Figura 4.37 a). Los resultados demostraron una proporción similar de 
PLGA y C-NPs en las NPs obtenidas por emulsión y en las MPs obtenidas por electrosprayado. 

Figura 4.37. Curvas TG y DTG de las MPs de PLGA RG504H con C-NPs encapsuladas obteni-
das por electrosprayado.
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4.1.4.9. Perfil de liberación in vitro de C-NPs de las MPs
La liberación in vitro de las C-NPs se determinó a través el espectro UV-Vis del sobrena-
dante considerando su máximo de absorbancia a 218 nm. Las MPs se dispersaron en un 
medio acuoso y se mantuvieron durante 28 días a 37 °C en agitación continua. Como se 
ilustra en la Figura 4.38 y Tabla 4.6, tras 4 semanas se liberó el ∼0.5 % de C-NPs, de nuevo 
probablemente por la naturaleza hidrofóbica del mismo.

Figura 4.38. Curva de la cinética de liberación de las C-NPs de las MPs de PLGA RG504H.

Tabla 4.6. Porcentaje de C-NPs liberadas in vitro de las MPs de PLGA RG504H.

Semana 1

0.31 ±0.0 0.37 ±0.0 0.53 ±0.0MPs (Electrosprayado, RG504H) 0.17 ±0.0

Semana 2 Semana 3 Semana 4

C-NPs liberadas (%)

4.1.4.10. Ensayos de viabilidad celular de las MPs cargadas con C-NPs
Los estudios de citotoxicidad se realizaron en las tres líneas celulares mencionadas ante-
riormente: fibroblastos dérmicos humanos, J774 y adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 
24 horas después la incubación. Como se ilustra en la Figura 4.39, las MPs con C-NPs 
encapsuladas no fueron citotóxicas a ninguna concentración en ninguna de las líneas ce-
lulares estudiadas (84-100 %) probablemente debido a su elevado tamaño y a su reducida 
internalización celular.

CE

Figura 4.39. Viabilidad celular en las líneas MDA-MB-231, fibroblastos y macrófagos (J774) 
tras la administración de MPs cargadas con C-NPs. En las concentraciones de MPs, la canti-
dad de C-NPs es de 13.5, 6.8, 3.4 y 1.4 µg/ml, respectivamente.
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4.1.5.1. Optimización de los vectores basados en medios de PEG y MC
Para evaluar experimentalmente la viscosidad del vector se inyectaron dosis de 0.1 ml de MC y PEG 
combinados con las correspondientes NPs/MPs para el marcaje de tejidos ex vivo. Se prepararon 
inyecciones con 5 mg/ml de NPs cargadas de C-NPs obtenidas por emulsión. Durante la prepara-
ción de los medios, las disoluciones de PEG y MC a 0.5 %(p/v) fueron descartadas por no mostrar la 
suficiente viscosidad. Tras descartar los medios de MC y de PEG al 0.5%(p/v), se prepararon a una 
concentración de 1.0 y 2.0 %(p/v).

En el momento de la inyección, los medios de PEG 1.0 %(p/v) mostraron menor viscosidad respecto 
a los de MC 1.0 %(p/v) y diseminó en todos los tejidos. Esta valoración fue más evidente en el tejido 
adiposo porcino, donde la rápida distribución y extravasación por el canal de la inyección redujo la in-
tensidad del marcaje (Figura 4.40 a,b). De la misma manera, en tejido adiposo de pollo se observa 
la diseminación del marcaje de PEG 1.0 %(p/v) respecto al de MC 1.0 %(p/v) (Figura 4.39 c,d).  Frente 
a un aumento de la concentración de MC y PEG a 2%(p/v) se observan resultados similares en todos 
los tejidos. En los riñones de conejo, resulta más localizada la inyección de MC 1%(p/v) que la dosis de 
PEG 2%(p/v). Mientras que esta primera permanece en el lugar de la inyección, el marcaje de PEG ex-
travasa por el canal de la punción (Figura 4.40 e-f). En la misma imagen se observa el resultado de 
la dosis a MC 2%(p/v), donde el aumento de la viscosidad limita el manejo de la inyección y dificulta 
la inoculación del marcaje. 

El medio de PEG fue descartado por la escasa viscosidad que proporcionaba. Frente a mismas con-
diciones de biocompatibilidad y homogeneización de las partículas, se decidió continuar con medios 
basados en MC. Tras 48 horas a 4 ºC, los marcajes preservaron su integridad, tanto los compuestos 
de MC 1.0%(p/v) como los de MC 2.0 %(p/v), pero especialmente estos segundos. Frente a resultados 
de estabilidad del marcaje similares, se decidió utilizar un compuesto de MC 1.5 %(p/v), que mejoraba 
la preservación del marcaje en el momento de la inyección y facilitaba la inoculación del vector en 
relación a los vectores al 2.0 %(p/v).

4.1.5. Preparación de los 
vectores nano y micro-particulados

Figura 4.40. Vectores de MC 1.5%(p/v) con 20 mg/ml (a) y 40 mg/ml (b) MPs cargadas de 
C-NPs, 20 mg/ml (c) y 40 mg/ml (d) de NPs cargadas de C-NPs, 20 mg/ml (e) y 40 mg/ml (f) 
de Mel-NPs inyectados en tejido adiposo de porcino. 
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Tras realizar inyecciones directas de los marcajes en las muestras de tejido, las zonas marcadas fue-
ron diseccionadas y suspendidas en tubos Falcon con PBS. Se mantuvieron en agitación a 37 ºC du-
rante tres semanas. El marcaje se mantuvo localizado y sin perder intensidad durante el experimento 
(Figura 4.41). Además, no se observó diferencia en la coloración obtenida a 20 y 40 mg/ml, por lo 
que el límite máximo en las experiencias in vivo posteriores se mantuvo en 20 mg/ml. Además, se 
decidió utilizar MC al 1.5%(p/v) para la producción de vectores de marcaje.

Figura 4.41. Muestras de tejido disecadas y suspendidas en PBS (g). Muestras de tejido di-
secadas tras 3 semanas suspendidas en PBS, agitación y a 37ºC con inyecciones de MC 
1.5%(p/v) con 20 (CE20) y 40 mg/ml (CE40) de MPs cargadas de C-NPs, 20 (CS20) y 40 mg/
ml (CS40) de NPs cargadas de C-NPs, 20 (M20) y 40 mg/ml (M40) de Mel-NPs.

Antes de realizar las experimentaciones in vivo, realizamos estudios microscópicos para caracterizar 
los ganglios linfáticos porcinos. 

A nivel estructural, el ganglio linfático está formado por el estroma, los senos linfáticos y el parénquima. 
Por un lado, el estroma se compone de tejido conectivo denso que forma la cápsula, que envuelve al 
ganglio, y las trabéculas, que se extiende hacia el interior formando tabiques que dividen el ganglio en 
compartimentos conocidos como senos corticales y medulares, dependiendo de la región en la que 
se ubiquen. Entre la cápsula y las trabéculas hay una red tridimensional de tejido conectivo reticular. 
Los senos linfáticos atraviesan el parénquima y conectan los vasos linfáticos aferentes con los vasos 
linfáticos eferentes del ganglio linfático. Por otro lado, el parénquima ganglionar está formado por te-
jido linfoide, organizado en la corteza, la paracorteza y la médula. 

Existen diferencias entre el ganglio linfático humano y porcino en términos de tamaño, distribución 
y composición celular. Histológicamente, en los ganglios linfáticos del cerdo la corteza y la médula 
presentan una organización invertida en comparación con los humanos.275 En cerdos, la corteza se 
encuentra en la región interna del ganglio, mientras que la médula se encuentra en la periferia (Figura 
4.42). Eso se traduce en que los folículos linfáticos se encuentran en regiones más internas, mientras 
que en los ganglios linfáticos humanos los folículos se disponen en la región más externa del parén-
quima ganglionar.

La corteza está compuesta principalmente por folículos linfáticos primarios y secundarios (Figura 
4.43 a), donde residen linfocitos de morfología irregular estrechamente empaquetados (reducidos 
espacios intercelulares), especialmente linfocitos B. Los folículos linfáticos contienen predominante-
mente linfocitos B, además de linfocitos T, células dendríticas/reticulares y macrófagos, aunque en 
menor medida. En el centro germinal de los folículos secundarios en ocasiones se distingue una zona 
oscura (donde ocurre la proliferación de linfocitos B) y una zona clara (donde los linfocitos B seleccio-
nados maduran y se diferencian) (Figura 4.43 b).

4.2. Estudio histológico y
ultraestructural del ganglio porcino
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Figura 4.42. Panorámica de un ganglio mesentérico de cerdo (FLS: folículos linfáticos secundarios). H&E.

Figura 4.43. Distribución cortical y medular del ganglio linfático porcino. (a) La corteza se compone de 
linfocitos densamente empaquetados y organizados en folículos linfáticos secundarios (FLS), mientras 
que la médula los linfocitos aparecen dispuestos de manera más laxa. (b) Los FLS se componen de un 
centro germinal (CG) rodeado de un manto. H&E. 

500 µm 500 µm

500 µm
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Ultraestructuralmente, los linfocitos se identifican fácilmente por su núcleo voluminoso y su citoplas-
ma reducido con escasos orgánulos. Sin embargo, no es posible identificar los subtipos B y T bajo el 
microscopio electrónico (Figura 4.44).

Figura 4.44. Linfocitos densamente empaquetados en la región de la corteza ganglionar.

2 µm

Dada la escasez de estudios inmunoelectrónicos, las células del estroma ganglionar todavía no pue-
den distinguirse inequívocamente a nivel ultraestructural. En esta Tesis, se identificaron FRC con mor-
fologías fusiformes y alargadas, con un citoplasma rico en RER para la síntesis de colágeno, fibronecti-
na y laminina y componentes de la MEC. Como se observa en la Figura 4.45 a-b, las FRC contactan 
unas con otras a través de prolongaciones del citoplasma. 

Se observan otras células estromales caracterizadas por presentar proyecciones citoplasmáticas fi-
nas y alargadas en su etapa madura que, al conectar unas con otras, forman redes celulares (Figura 
4.45 c). Se trata de células con procesos dendríticos filiformes más largos y finos que los de FRC, 
numerosas mitocondrias en el citoplasma y escaso RER. Por sus características y localización, en la 
región cercana a la médula se identifican tentativamente como DRC. 

También aparecen con frecuncia otro subtipo de células estromales, que consisten en células de 
mayor tamaño, con núcleos voluminosos, con morfología ovalada y eucromáticos y con citoplasmas 
ricos en mitocondrias y sáculos de RER (Figura 4.44 d-e). Dada su localización en el interior de 
folículos linfáticos, caracterizados por la densa disposición de los linfocitos y la ausencia de otros 
tipos celulares, se identifican como FDC. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la 
identificación inequívoca de estos subtipos de células estromales requiere de estudios inmunohisto-
químicos adicionales, alejados del objetivo de esta Tesis Doctoral.



110

2 µm2 µm

2 µm

2 µm 2 µm

a.

c.

d.

b.

e.

Figura 4.45. Células estromales del ganglio linfático. (a-b) FRC, con morfologías alargadas con 
numerosas prolongaciones, grandes núcleos y abundante RER. (c) DCR, con   núcleos volumi-
nosos y largas y finas proyecciones citoplasmáticas que contactan con otras células. (d-e) 
FDC en el folículo linfático, con un núcleo voluminoso y pequeñas y gruesas prolongaciones 
citoplasmáticas que contactan con células inmunitarias cercanas. 
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La médula se encuentra en la periferia del ganglio linfático en los cerdos y está compuesta por lin-
focitos T, células plasmáticas, macrófagos, y cordones de células reticulares. Aunque los linfocitos T 
también están presentes en la corteza, en la médula tienden a estar menos densamente empaque-
tados en comparación con los linfocitos B y se distribuyen más uniformemente a lo largo de las zonas 
paracorticales y medulares (Figura 4.46-47).

Figura 4.46. Región medular del ganglio linfático. (a) Vista panorámica, donde se observan 
linfocitos organizados de manera más laxa que en la región cortical y numerosos vasos san-
guíneos. (b) Detalle de la imagen panorámica donde se aprecian diferentes tipos celulares en 
la región medular del ganglio. 

5 µm

Figura 4.47. Región medular del ganglio linfático. Se observan linfocitos (L) separados, una 
célula plasmática inmadura (CP), un capilar sanguíneo con un eritrocito (Er) en su interior y un 
pericito adyacente (PC), un monocito (Mo) y una célula intersticial de Cajal (ICC) con finas y 
alargadas prolongaciones. 

Er

PC

ICC

CP

Mo

L

LL

L
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Por su función los linfocitos son considerados como células libres, es notable el gran número de pe-
queñas conexiones que establecen con las membranas de las células vecinas (Figura 4.48).

2 µm 2 µm

Figura 4.48. Linfocitos en parénquima ganglionar. Gran relación núcleo-citoplasma y un cito-
plasma con escasos orgánulos. Se observan numerosos contactos entre ellas (flechas). 

Las células plasmáticas provienen de la activación de los linfocitos B y se caracterizan por un gran 
desarrollo de RER para responder a la síntesis rápida de inmunoglobulinas (Figura 4.50).

1 µm2 µm

Figura 4.50. Células plasmáticas del ganglio linfático. (a) Célula plasmática inmadura (detalle 
de la Figura 4.47). (b) Célula plasmática madura. Su citoplasma muestra una característica 
presencia de abundante retículo endoplasmático rugoso.

a. b.

No solo los linfocitos establecen contacto con las células de su entorno, sino que existe contacto en 
numerosos tipos celulares, lo que indica que existe cooperación entre células  (Figura 4.49).

1 µm2 µm

Figura 4.49. Contactos entre diferentes tipos celulares en la región medular. (a) Contacto de 
una célula reticular (CR) con una célula plasmática (CP) y un linfocito (L). (b) Contacto entre 
una célula plasmática y un linfocito. La micrografía (b) es un detalle de la Figura 4.47 y 4.48 a.

a. b.

CP
L

CR
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Los macrófagos muestran morfología irregular con núcleos grandes y a menudo dentados. De su 
citoplasma emergen proyecciones citoplasmáticas alargadas y suelen observarse numerosos lisoso-
mas (Figura 4.50 a-b). Los monocitos, sus precursores, son células que tienen un núcleo volumino-
so con una fina capa de heterocromatina marginal y un citoplasma con escasos y pequeños sáculos 
de RER pero con gran abundancia de polirribosomas libres  (Figura 4.51 c-d).

2 µm 2 µm

2 µm 2 µm

a.

c.

b.

d.

Figura 4.51. Macrófagos y monocitos del ganglio linfático. (a) Macrófago con núcleo volumi-
noso y redondeado y numerosos lisosomas electrondensos en su citoplasma (flecha). (b) 
Macrófago con un núcleo irregular, citoplasma rico en RER y mitocondrias. (c) Monocito de 
gran tamaño y núcleo voluminoso. Sus citoplasmas son ricos en polirribosomas libres, RER 
y con escasos orgánulos celulares. (d) Monocito en mitosis. La cromatina aparece agregada 
para la formación de los cromosomas, por lo que se encuentra en estado de mitosis.

Los granulocitos más observados en el ganglio linfático fueron los eosinófilos. Éstos se caracterizan 
por mostrar núcleos bilobulados y gránulos electrondensos de 0.5-1 μm. Dependiendo de su ma-
durez, estos gránulos pueden mostrar un núcleo cristalino interno, aunque no es una característica 
distintiva de todos los eosinófilos (Figura 4.52 a-b). 

También se observan con frecuencia neutrófilos, caracterizados por la presencia de gránulos más 
pequeños en su citoplasma (0.2-0.5 μm) y núcleos multilobulados en 3 ó 4 segmentos interconec-
tados por puentes nucleares (Figura 4.52 c). No se observaron basófilos y mastocitos, por lo que 
están presentes en menor medida en el ganglio linfático porcino.
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1 µm 2 µm

Figura 4.52. Eosinófilos y neutrófilos del ganglio linfático. (a) Eosinófilo con núcleo bilobulado 
y grandes gránulos inmaduros en su citoplasma. (b) Eosinófilo en telofase, con gránulos ma-
duros que muestran una estructura paracristalina típica en su interior. (c) Neutrófilo, con el 
núcleo multilobulado y gránulos electrondensos en su citoplasma.

1 µm

a. b.

c.
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El parénquima ganglionar se encuentra rodeado por la cápsula (Figura 4.53). En la cápsula del gan-
glio, compuesta por tejido conjuntivo, se encuentran numerosos fibroblastos y capilares rodeados de 
fibras de colágeno (Figura 4.54). 

500 µm 4 µm

Parénquima Cápsula

Figura 4.53. Cápsula del ganglio linfático porcino (tejido conjuntivo denso), ubicada entre 
la región medular y el tejido adyacente al ganglio. (a) Imagen panorámica H&E. (b) Interfase 
entre el parénquima (margen izquierda) y cápsula (margen derecha) del ganglio linfático, 
donde se observa alta densidad celular en el parénquima y tejido conjuntivo denso en la 
región capsular.

a. b.

1 µm 10 µm

Figura 4.54. Fibroblastos y haces de colágeno en la cápsula del ganglio linfático. (a) Micro-
grafía TEM donde se observan haces de colágeno y fibroblastos. (b) Micrografía SEM donde 
se observan haces de colágeno.

Entre el tejido conectivo observamos células mesenquimales, que pueden corresponder a diferentes 
categorías celulares en proceso de diferenciación. Estas células las identificamos por la presencia de 
cilio primario, que mantiene su estructura con una organización característica de sus microtúbulos 
9+0, y presentan núcleo voluminoso, escasos orgánulos y abundantes polirribosomas (Figura 4.55). 

a. b.
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1 µm

Figura 4.55. Detalle de una célula mesenquimal en la región capsular rodeada de haces de 
colágeno. En su citoplasma se observa el cilio primario cortado transversalmente.

Tanto en el tejido ganglionar como en el tejido conectivo adyacente se encuentran numerosos vasos 
sanguíneos y linfáticos. La pared endotelial de los vasos linfáticos es más estrecha en comparación 
con las vénulas (Figura 4.56 a-b). Las arteriolas aparecen rodeadas de células musculares lisas (Fi-
gura 4.56 c) que, a menudo, muestran pequeños contactos celulares con las células del endotelio 
vascular (Figura 4.56 d).

2 µm 10 µm

2 µm 0.2 µm

Figura 4.56. Vasos sanguíneos y linfáticos. (a) Capilar sanguíneo entre haces de colágeno en 
la cápsula. (b) Vaso linfático. (c) Arteriola en el parénquima ganglionar. (d) Detalle del contacto 
entre una célula muscular lisa y una célula del endotelio vascular de una arteriola.

a. b.

c. d.
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Anexos a las células endoteliales a través de uniones adherentes y de tipo peg-and-socket se en-
cuentran los PCs, un subtipo de células perivasculares. De estas células perivasculares emergen pro-
longaciones para entrar en contacto con las células endoteliales (Figura 4.56 a) y se observa como 
característica principal la presencia de cilio primario (Figura 4.56 b). Su citoplasma es más elec-
trondenso que el de las células endoteliales y contiene abundante RER y numerosas mitocondrias. 
En las regiones cercanas a los PC, encontramos células mesenquimales con cilio primario, pero sin 
contacto con las células endoteliales (Figura 4.57 a).

2 µm 0.5 µm

a. b.

Figura 4.57. Pericito en un capilar del ganglio linfático. (a) Vista general de un capilar con un 
PC. En la esquina superior izquierda hay una célula mesenquimal con un cilio primario (flecha) 
(PC: célula plasmática, EC: célula endotelial, MSC: célula mesenquimal). (b) Sección longitu-
dinal de un cilio primario del pericito (ax: axonema, cp: bolsillo ciliar, mc: centríolo madre, dc: 
centríolo hijo).

4.3.1.1. Procedimiento quirúrgico para la administración de los vectores
Los animales fueron colocados en posición decúbito supino (Figura 4.58 a). Se practicó una la-
parotomía media amplia (Figuras 4.58 b-c) para exponer las vísceras abdominales se aislaron los 
ganglios mesentéricos de interés (Figuras 4.58 d-f). Una vez expuestos, los ganglios fueron etique-
tados para su identificación posterior utilizando diferentes patrones de puntos de seda (Figura 4.58 
g). Los vectores fueron cargados en dosis de 0.2 ml en jeringas de 1 ml y se colocaron agujas 21G (Fi-
gura 4.58 h). Se realizó punción directa en los ganglios de la raíz de la arteria esplénica, de la raíz de 
la vena porta y de los ganglios del íleon distal (Figura 4.58 i). Una vez se administraron los marcajes 
en los ganglios establecidos (Figuras 4.58j-k), se cerró la pared abdominal del animal (Figura 4.58 
l) y se procedió a su estabulación durante el periodo predefinido (de 1 a 16 semanas). 

4.3.1. Desarrollo de los estudios experimentales 
in vivo
Una vez descrito el modelo de investigación utilizado en esta Tesis, en este apartado se describen los 
resultados obtenidos de las experiencias in vivo.

4.3. Evaluación de los vectores de 
marcaje en animal de experimentación 
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Figura 4.58. Procedimiento quirúrgico paso a paso para la administración de los vectores 
de marcaje en los animales de experimentación.

a. b. c.

d. e. f.

g. h. i.

j. k. l.
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4.3.1.2. Procedimiento quirúrgico para la disección ganglionar
Para las cirugías de disección ganglionar de nuevo se practicó una laparotomía media amplia (Fi-
guras 4.59 a-f) para exponer el íleon distal (Figuras 4.59 g-h). Los ganglios marcados fueron 
identificados macroscópicamente al mostrar una pigmentación oscura característica del vector ad-
ministrado (Figuras 4.59 i-j). Los ganglios marcados fueron resecados junto a los puntos de identi-
ficación (Figuras 4.59 k) y separados para su posterior procesamiento (Figuras 4.59 l).

Figura 4.59. Procedimiento quirúrgico paso a paso para la disección ganglionar en los ani-
males de experimentación.

4.3.2. Relación de vectores y ganglios linfáticos 
administrados
En total, se marcaron 112 ganglios linfáticos en los animales de experimentación. En los cerdos A, B y C 
se marcaron n=7 ganglios, en el cerdo D se marcaron n=15 ganglios, en los cerdos F y G se marcaron 
n=17 ganglios y n=14 ganglios en los cerdos H, I y J (Tabla 4.7, Figuras 4.60 y 4.61).

Una muestra de n=23 ganglios fueron marcados con CS20 (n=10 en estudios a corto plazo y n=13 en 
estudios a largo plazo), n=16 con CE20 (n=10 en estudios a corto plazo y n=6 en estudios a largo plazo), 
n=16 con M20 (n=10 en estudios a corto plazo y n=6 en estudios a largo plazo) y n=6 con marcaje de 
control (C-NPs, n=4 en estudios a corto plazo y n=2 en estudios a largo plazo). En los estudios a largo 
plazo, se marcaron n=9 ganglios con CE10 en los estudios a largo plazo, n=5 ganglios con CS10 en los 
estudios a largo plazo y n=9 con M10, n=4 con CS20-CQ, n=4 con CS10-CQ, n=6 con CS20-P858, n=4 
con CS10-P858, n=4 con CS20-P858-CQ y n=4 con C10-P858-CQ.

a. b. c. d.

e. f. g. h.

i. j. k. l.
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Figura 4.60. Fotografías de ganglios linfáticos marcados con vectores CS10, CS20, M10, M20, CE10, CE20 
y control (C-NPs).
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		     	    Grupo a corto plazo     	            Grupo a largo plazo

			   A    	 B   	 C   	 D     	 F   	 G   	 H   	 I   	 J
CS20			   2	 2	 2	 4	 3	 3	 3	 2	 2
CE20			   2	 2	 2	 4	 x	 x	 2	 2	 2
M20			   2	 2	 2	 4	 x	 x	 2	 2	 2
CE10			   x	 x	 x	 x	 x	 x	 3	 3	 3
CS10			   x	 x	 x	 x	 1	 1	 1	 1	 1
M10			   x	 x	 x	 x	 x	 x	 3	 3	 3
CS20-CQ		  x	 x	 x	 x	 2	 2	 x	 x	 x
CS10-CQ		  x	 x	 x	 x	 2	 2	 x	 x	 x
CS20-P858		  x	 x	 x	 x	 3	 3	 x	 x	 x
CS10-P858		  x	 x	 x	 x	 2	 2	 x	 x	 x
CS20-P858-CQ	 x	 x	 x	 x	 2	 2	 x	 x	 x
CS10-P858-CQ	 x	 x	 x	 x	 2	 2	 x	 x	 x
Control (C-NPs)	 1	 1	 1	 1	 x	 x	 x	 1	 1

Tabla 4.7. Número de ganglios marcados por vector de marcaje en los animales de expe-
rimentación.

Figura 4.61. Fotografías de ganglios linfáticos marcados con vectores CS10, CS20, CS20-P858, 
CS10-P858, CS10-CQ, CS20-CQ, CS10-P858-CQ y CS20-P858-CQ.

4.3.3. Tasa de identificación y facilidad 
de identificación intraoperatoria
4.3.3.1. Efecto del tipo del marcaje en la facilidad de identificación
En ningún caso observamos migración del tatuaje a otros ganglios linfáticos, por lo que la correlación 
entre GLT y GC corresponde al 100 %. No obstante, en los marcados con C-NPs, en ocasiones no se 
encontró tatuado ni el ganglio inicial ni otros ganglios cercanos, lo que sugiere que existe migración 
hacia tejido adyacente pero no a través de la vía linfática. 

La tasa de identificación fue determinada a largo plazo (16 semanas), dado que es el tiempo estable-
cido como objetivo. Como se ilustra en la Figura 4.62 a, todos los ganglios marcados con CS10-CQ 
(100 %) fueron detectados, seguido del marcaje M20 (83.3 %) y CS10, CS10-P858 y CS20-P858-CQ 
(75 %). Se identificaron adecuadamente el 69.2 % de los ganglios marcados con CS20 y el 66.7 % de 
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los marcados con CS20-P858. Los vectores M10 y CE10 mostraron tasas de identificaron del 55.6 
%, mientras que solo se detectó el 50 % de los ganglios tatuados con los vectores CS20-CQ, CS10-
P858-CQ y CE20. Ningún ganglio marcado con las C-NPs de control fue identificado (0 %) tras este 
tiempo. Sin embargo, como se muestra en la Figura 4.62 b, los ganglios marcados con CS10, CS10-
CQ, CS20-CQ y CS20 mostraron la mayor facilidad en la identificación. Por otro lado, los ganglios 
tatuados con M10, CS20-P858-CQ y M20 mostraron identificaciones moderadas. El resto de los 
vectores fueron identificados con menor precisión. Dado que la puntuación promedio de facilidad 
de identificación no se correlaciona con la tasa de identificación, los resultados en la identificación 
parecen estar sujetos al procedimiento o técnica del marcaje, pudiendo no ser precisa en todas las 
inoculaciones. Para estudiar la variable "facilidad de identificación" dentro de los grupos definidos por 
el tipo de marcaje (CS, CE y M) se realizó la prueba de Kruskal-Wallis y no se encontraron diferencias 
significativas.

Figura 4.62. Tasas de identificación (a) y facilidad de identificación (b) de los ganglios en 
función del tipo de marcaje administrado. C-NPs (control),

4.3.3.2. Efecto del tiempo en la facilidad de identificación 
En general, la tasa en la identificación se redujo conforme mayor fue el tiempo de estabulación (Figu-
ra 4.63 a). En los ganglios marcados con CS20 y CE20 se redujo la tasa de identificación un 30.8 y 
23.3 %, respectivamente. En el tatuaje de control la reducción fue del 50 %, hasta alcanzar una tasa del 
0 %. Sin embargo, los vectores tatuados con M20 mantuvieron tasas de identificación similares en los 
estudios a corto y largo plazo. Así mismo, los ganglios marcados con CS20 y CE20 mostraron menor 
facilidad de identificación a largo plazo, siendo más evidente en el caso del vector CE20 (Figura 4.63 
b). Se utilizó la prueba de la U de Mann-Whitman para estudiar la diferencia en los grupos a largo y 
corto plazo (utilizando únicamente los marcajes con datos a corto y largo plazo, es decir, CS, CE y M). 
Se encontró que la facilidad de identificación se reduce con el tiempo (p<0.001) (Figura 4.63 c).

Figura 4.63. Tasas de identificación (a) y facilidad de identificación (b) de los ganglios mar-
cados con CS20, CE20, M20 y C-NPs (control) en función del tiempo. 

a. b.

a. b. c.

***
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4.3.3.3. Efecto de la concentración en la facilidad de identificación 
El estudio estadístico realizando la prueba de la U de Mann-Whitman no mostró diferencias signifi-
cativas en la facilidad de identificación entre los grupos de marcaje (10 mg/ml y 20 mg/ml) conside-
rando únicamente los estudios a largo plazo, dado que a corto plazo no se marcaron los ganglios a 
concentración 10 mg/ml (Figura 4.64).

Figura 4.64. Tasas de identificación y facilidad de identificación de los ganglios marcados en 
función de la concentración de partículas del vector de marcaje. 

4.3.3.4. Efecto del tamaño de partícula en la facilidad de identificación
Para valorar el efecto del tamaño partícula se agruparon los marcajes CS10-CS20 (tamaño ∼100 nm) 
y CE10-CE20 (∼1 µm). Aunque los resultados fueron similares, la tasa de identificación (Figura 4.65 
a) y la facilidad de identificación (Figura 4.65 b) fueron ligeramente superiores en el caso de las NPs 
de menor tamaño (CS). Para analizar estadísticamente si la facilidad de identificación varía entre am-
bos grupos (CS y CE) se utilizó la prueba de la U de Mann-Whitman y no se encontraron diferencias 
significativas.

4.3.3.5. Efecto del cambio de polímero en la facilidad de identificación 
Para valorar el efecto del polímero base de la síntesis (PLGA RG504H o PLGA RG858S), se tomaron 
los grupos de ganglios marcados con CS10/CS20 y CS10-P858/CS20-P858. Se encontró, prelimi-
narmente, una mayor tasa y facilidad de identificación en los vectores basados en el polímero PLGA 
RG504H (Figura 4.65 c-d). El tipo de polímero (de PLGA RG504H a PLGA RG858S) se estudió uti-
lizando dos grupos diferenciados: CS y CS-P858. El análisis por la U de Mann-Whitman no concluyó 
diferencias significativas.

4.3.3.6. Efecto de la coencapsulación de CQ en la facilidad de identificación
El efecto de la incorporación de CQ en las NPs se valoró a través de la comparación de los grupos 
de ganglios marcados con CS10/CS20 y CS10-CQ/CS20-CQ. Preliminarmente, los resultados en la 
tasa de identificación y en la facilidad de identificación fueron similares y ligeramente superiores en 
el grupo de ganglios sin CQ, por lo que la CQ no mostró un efecto beneficioso en los estudios expe-
rimentales a largo plazo (Figura 4.65 e-f). Los estudios estadísticos (U de Mann-Whitman) en los 
grupos con y sin CQ (CS y CS-CQ) no mostraron diferencias significativas.
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4.3.3.7. Efecto del cambio de polímero adición de CQ
en la facilidad de identificación
Para explorar el efecto del polímero (PLGA RG504H o PLGA RG858S) y la incorporación de CQ en las 
NPs, se tomaron los grupos de ganglios marcados con CS10/CS20 y CS10-P858-CQ/CS20-P858-
CQ. Se observaron menores tasas y facilidad de identificación en los ganglios marcados con el se-
gundo grupo de vectores, por lo que la CQ y el polímero no mostraron mejor rendimiento en estos 
parámetros (Figura 4.65 g-h). Estadísticamente, la comparación entre el grupo CS y CS-P858-CQ 
no muestra diferencias significativas entre grupos utilizando la U de Mann-Whitman.

a. b. c. d.

e. f. g. h.

Figura 4.65. Tasas de identificación y facilidad de identificación de los ganglios marcados en 
función (a-b) del tamaño de las partículas del vector de marcaje, (c-d) del polímero utilizado 
en la síntesis, (e-f) de la coencapsulación de CQ y (g-h) del polímero utilizado en la síntesis 
y la coencapsulación de CQ.

4.3.3.8. Correlación de la facilidad de identificación con otras variables
Como se observa en la Tabla 4.8, la facilidad de identificación correlacionó positivamente con el 
área marcada y la inflamación, e inversamente con el tamaño de los cúmulos. Es decir, la identifica-
ción fue mayor conforme aumentó el área marcada y la inflamación, aunque la correlación es mode-
rada. La correlación entre la facilidad de identificación y el tamaño de los cúmulos es leve.

Tabla 4.8. Correlaciones entre la facilidad de identificación y el resto de las variables utili-
zando la Tau de Kendall (p<0.1 (*), p<0.05 (**) y p<0.01 (***)).

   
					     Área	 Localización	   Inflamación	 Tamaño cúmulos 
Facilidad identif.    Coeficiente 
		          de correlación
		          Significación
		          n

0,344***    0,065	     0,435***	          -0,175**

0,000        0,498	      0,000	           0,044
83      	          80	         72		              82
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4.3.4. Determinación del área marcada
4.3.4.1. Efecto del tipo del marcaje en el área ganglionar marcada
El área marcada en el estudio a largo plazo fue similar en todos los marcajes (Figura 4.66). Los vec-
tores que mayor extensión ganglionar tatuaron fueron M20, CS10-P858-CQ y CS20. Sin embargo, 
el marcaje de control de C-NPs únicamente marcó el 2.5 % de la superficie del ganglio, seguido de 
CE20, CS20-P858-CQ y CS20-CQ. El efecto del tipo de marcaje fue estudiado estadísticamente 
utilizando tres grupos de muestras independientes (CS, CE y M) por Kruskal-Wallis, no encontrando 
diferencias significativas en el área marcada.

Figura 4.66. Área marcada promedio en los ganglios linfáticos en función del tipo de marcaje 
administrado. El “control” se refiere al marcaje con C-NPs.

4.3.4.2. Efecto del tiempo en el área ganglionar marcada
Como se representa en la Figura 4.67 a, el área marcada se reduce en los estudios a largo plazo 
respecto a los de corto plazo. En el estudio estadístico por la U de Mann-Whitman realizado con 
los marcajes CS, CE y M (por tener muestras en ambos plazos temporales) se encontró que el área 
marcada se redujo con el tiempo de manera significativa (p<0.001) (Figura 4.67 b). Únicamente 
se realiza el estudio estadístico con los marcajes agrupados (y no por separado) dado el reducido 
tamaño muestral en este último caso.

Figura 4.67. Área marcada promedio en los ganglios linfáticos en función del tiempo. El “con-
trol” se refiere al marcaje con C-NPs.

***

a. b.
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4.3.4.3. Efecto de la concentración en el área ganglionar marcada
Como se ilustra en la Figura 4.68 a, la concentración de partículas en el marcaje no muestra un 
efecto claro en la extensión ganglionar marcada. En los vectores CS y M, la concentración a 20 mg/
ml mostró mayor área tatuada, mientras que en el resto de los casos mostró mayor rendimiento en el 
marcaje la concentración a 10 mg/ml. En el estudio estadístico (utilizando la U de Mann-Whitman) se 
encontraron diferencias significativas en las distribuciones de los grupos de 20 y 10 mg/ml. El aumen-
to de la concentración incrementó el área marcada (p=0.019) (Figura 4.68 b).

Figura 4.68. Área marcada promedio en los ganglios linfáticos en función del tiempo. El “con-
trol” se refiere al marcaje con C-NPs.

4.3.4.4. Efecto del tamaño de partícula en el área ganglionar marcada
Para valorar el efecto del tamaño de partícula se compararon los resultados de los ganglios tatuados 
con CS y CE. Como se representa en la Figura 4.69 a, el tamaño de las partículas no pareció influir 
en el área marcada en el ganglio. Estadísticamente, no se encontraron diferencias significativas entre 
ambos grupos.

4.3.4.5. Efecto del cambio de polímero en el área ganglionar marcada
Se observó cierto efecto en el cambio de polímero (PLGA RG504H/PLGA RG858S), mostrando mayor 
área marcada en el caso del polímero PLGA RG504H (Figura 4.69 b). Sin embargo, el análisis por la 
U de Mann-Whitman no reportó diferencias significativas en las distribuciones de la variable del área 
marcada para ambos grupos (CS y CS-P858).

4.3.4.6. Efecto de la coencapsulación de CQ en el área ganglionar marcada 
Se identificaron ligeras diferencias en los grupos de ganglios marcados con CS10/CS20 y CS10-CQ/
CS20-CQ. Se observó mayor área ganglionar marcada con los marcajes CS (Figura 4.69 c). Sin 
embargo, los estudios estadísticos no concluyeron diferencias significativas.

a. b.

**

4.3.4.7. Efecto del cambio de polímero adición de CQ en el área 
ganglionar marcada
Como se muestra en la Figura 4.69 d, las NPs sin CQ y con el polímero original (PLGA RG504H) 
mostraron preliminarmente mayores áreas de marcaje en el ganglio linfático. Sin embargo, estas dife-
rencias no fueron significativas en los estudios estadísticos.

4.3.4.8. Correlación del área marcada con otras variables
El área marcada correlacionó positivamente con la facilidad de identificación y con la extensión de 
la inflamación (Tabla 4.9). Es decir, conforme mayor fue el área marcada, mayor fue la facilidad en la 
identificación y la respuesta inflamatoria. No obstante, en el caso de la extensión de la inflamación la 
correlación es leve, y moderada en el caso de la facilidad en la identificación.
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Figura 4.69. Área marcada promedio en los ganglios linfáticos en función (a) del tamaño de 
las partículas, (b) del polímero utilizado en la síntesis, (c) de la coencapsulación de CQ y (d) 
de la coencapsulación de CQ y el cambio de polímero.

Tabla 4.8. Correlaciones entre el área marcada y el resto de las variables utilizando la Tau 
de Kendall (p<0.1 (*), p<0.05 (**) y p<0.01 (***)).

   
			              Localización    Inflamación     Identific.   Tamaño cúmulos 
 Area 		  Coeficiente 
 marcada	 de correlación 
		  Significación
		   n

-0,008            0,166**	            0,344***           -0,077

 0,926	             0,043	            0,000	              0,315
     78	                70	               83	                80

4.4.1. Hallazgos histopatológicos
En todas las muestras de los estudios experimentales a corto plazo se identificó una inflamación 
granulomatosa de tipo reacción a cuerpo extraño asociada a la presencia de las partículas. El proceso 
inflamatorio se caracterizó por la presencia de macrófagos y células gigantes multinucleadas (CGM) 
que fagocitaron y aislaron las partículas administradas desde la primera semana tras la inoculación. 
También se encontraron partículas extracelulares (Figura 4.70). 

4.4. Valoración histopatológica 
 

50 µm50 µm

Figura 4.70. Células gigantes multinucleadas (CGM) en el del ganglio linfático aislando NPs 
del vector CS20.

En algunos ganglios se observaron focos necróticos (Figura 4.71) asociados a la reacción inflamato-
ria de tipo cuerpo extraño por la administración de las partículas.

a. c.b. d.
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Figura 4.71. Focos necróticos asociados a la reacción inflamatoria de tipo cuerpo extraño 
en el ganglio en ganglios tatuados con el vector M20.

4.4.2. Localización de las partículas
La evaluación histopatológica de los ganglios linfáticos marcados reveló que las partículas se lo-
calizan principalmente en la región interna del ganglio, en la zona pericapsular o en el tejido adya-
cente al ganglio, aunque en ocasiones se encontraron mixtas (Figuras 4.72-75). 

500 µm 100 µm

Figura 4.72. Localizaciones de las C-NPs en los vectores de control. En el marcaje de 
control la localización de las partículas fue mixta: en caso de la interna, la distribución es 
pericapsular e interna, mientras que en el caso de la pericapsular también se localiza en la 
región interna como en la adyacente.
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Figura 4.73. Localizaciones de las partículas de los vectores CS20, CS10, CE20 y CE10 
(en ocasiones mixtas).

Figura 4.74. Localizaciones de las partículas de los vectores M20, M10, CS20-P858 y 
CS10-P858 (en ocasiones mixtas).
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Figura 4.75. Localizaciones de las partículas de los vectores CS20-CQ, CS10-CQ, CS20-
P858-CQ y CS10-P858-CQ (en ocasiones mixtas).

4.4.2.1. Efecto del tipo del marcaje en la localización de las partículas
Como se representa en la Figura 4.76, en los estudios a largo plazo (16 semanas) predomina una 
presencia de partículas en la región pericapsular. Sin embargo, no se observa una tendencia clara. En 
todos los marcajes se encontraron las tres localizaciones de partículas, a excepción de los vectores 
CS-P858-CQ, que no estuvieron presentes en el tejido adyacente al ganglio linfático. 

4.4.2.2. Efecto del tiempo en la localización de las partículas
No se encontró una relación entre la localización de las partículas en el ganglio en función del tiempo 
tras la inoculación de los vectores (Figura 4.77). No obstante, en los estudios a corto plazo predomi-
na la localización en tejido adyacente y región pericapsular, mientras que en los estudios a largo plazo 
es más frecuente la región pericapsular.

Figura 4.77. Localización de las partículas en los ganglios linfáticos en función del tiempo.
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Figura 4.76. Porcentaje de ganglios linfáticos con diferentes localizaciones de las partícu-
las en los vectores utilizados. 

Figura 4.78. Localización de las partículas en los ganglios linfáticos en función de la con-
centración de partículas.
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4.4.2.3. Efecto de la concentración en la localización de las partículas
En general, de nuevo predominó la localización pericapsular de las partículas en ambas concentra-
ciones (Figura 4.78). Sin embargo, no se encontró relación entre la concentración del vector y las 
localizaciones ganglionares predominantes de las partículas.

4.4.2.4. Efecto del tamaño de partícula en la localización de las partículas
La localización ganglionar de las partículas de ∼100 nm (CS) y de ∼1 µm (CE) fue similar (Figura 4.79 
a). Por tanto, se descartó la relación entre el tamaño de partículas y su localización en los rangos de 
tamaño estudiados.

4.4.2.5. Efecto del cambio de polímero en la localización de las partículas
Se observó mayor localización interna en los vectores basados en PLGA RG858S, mientras que las 
partículas de PLGA RG504H se encontraron con mayor frecuencia en la región del tejido adyacente. 
En ambos vectores, las NPs permanecieron predominantemente en la región pericapsular (Figura 
4.79 b).

4.4.2.6. Efecto de la coencapsulación de CQ en la localización 
de las partículas
La incorporación de CQ no pareció mostrar efectos significativos en la localización de las partículas, 
aunque se observó mayor presencia en la región interna (Figura 4.79 c).

4.4.2.7. Efecto del cambio de polímero y de la coencapsulación de CQ en 
la localización de las partículas
En línea con lo anterior, la incorporación de CQ en partículas basadas en PLGA RG858S aumentó la 
presencia de las partículas en la región interna y redujo la componente en tejido adyacente (Figura 
4.79 d). Sin embargo, la prueba de la U de Mann-Whitman no mostró diferencias significativas.

Figura 4.79. Localización de las partículas en los ganglios linfáticos en función en función (a) 
del tamaño de las partículas, (b) del polímero utilizado en la síntesis, (c) de la coencapsula-
ción de CQ y (d) de la coencapsulación de CQ y el cambio de polímero.

a. b.

c. d.

4.4.2.8. Correlación de la localización y el resto de las variables
Agrupando los marcajes según la localización de las partículas en el tejido ganglionar, se encontró 
correlación significativa entre la localización de las partículas y el tamaño de los cúmulos (p=0.04), 
siendo esta leve y directa (Tabla 4.9).
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4.4.3 Morfometría de los cúmulos de partículas
La morfometría de los cúmulos formados por las partículas fue caracterizada según su dimensión 
máxima para n=50 en cada ganglio linfático (Figura 4.80).

4.4.3.1. Efecto del tipo del marcaje en el tamaño de los cúmulos
Los cúmulos de Mel-NPs de M20 formaron, con diferencia, los agregados de mayor tamaño. Por el 
contrario, las C-NPs (control) y las MPs de CE20 y CE10 se organizaron en estructuras de menor ta-
maño. En el resto de los vectores el tamaño promedio de los cúmulos varió entre 21 y 60.9 µm (Figura 
4.81). Para estudiar estadísticamente el efecto del tipo de marcaje se trabajó con tres grupos de 
muestras independientes (CS, CE y M) utilizando Kruskal-Wallis. 

Figura 4.80. Morfometría de los cúmulos de partículas. (a) Ejemplo de cúmulos de 1-25 µm, 
con predominancia de cúmulos de 5-10 µm. (b) Ejemplo de cúmulos de 10-65 µm, con pre-
dominancia de cúmulos de 25-30 µm. (c) Ejemplo de cúmulo de >60 µm.

Tabla 4.9. Correlaciones entre el área marcada y el resto de las variables utilizando la Tau 
de Kendall (p<0.1 (*), p<0.05 (**) y p<0.01 (***)).

   
			                      Área	   Inflamación    Identificación    Tamaño cúmulos 
 Localización	 Coeficiente 
 de las partíc.	de correlación 
		  Significación
		   n

-0,008         0,031	         0,065                     0,158*

 0,926	         0,728	         0,498	              0,057
     78	            70	            80	                 79

200 µm 200 µm 200 µm

Figura 4.81. 
Tamaño de los cúmulos de 
partículas en los ganglios en 
función del tipo de marcaje. 

La diferencia en la distribución 
en la variable de tamaño de los 
cúmulos mostró diferencias 
estadísticamente significativas 
(p=0.039), siendo mayores en 
el caso de las Mel-NPs. Sin em-
bargo, como se observa en la 
gráfica los ganglios marcados 
con M20 mostraron una enor-
me variabilidad entre muestras.
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4.4.3.2. Efecto del tiempo en el tamaño de los cúmulos
En los vectores basados en NPs (CS20 y M20), se observó una tendencia a la formación de agregados 
de mayor tamaño con el tiempo. En los vectores de MPs (CE20), el tamaño de los agregados se man-
tuvo constante. Por último, los vectores de C-NPs no encapsuladas mostraron una reducción del ta-
maño de cúmulo formado (Figura 4.82 a). Utilizando la prueba de la U de Mann-Whitman (agrupa-
ción de marcaje CS, CE y M) se determinaron diferencias significativas en la distribución de la variable 
en los grupos a largo y corto plazo de tamaño de los cúmulos (p=0.007), mostrando un aumento del 
tamaño conforme aumentó el tiempo de estabulación de los animales (Figura 4.81 b). Sin embargo, 
el tamaño de los cúmulos fue muy variable en los marcajes CS20 y M20 en los estudios a largo plazo.

Figura 4.82. Tamaño de los cúmulos de partículas en los ganglios en función del tiempo.

4.4.3.3. Efecto de la concentración en el tamaño de los cúmulos
En los vectores basados en NPs (CS y M), los tamaños de los cúmulos formados disminuyen con la 
concentración. En las MPs (CE) el tamaño de los agregados se mantiene estable independientemente 
de la concentración. De la misma manera, aunque menos evidente, este mismo efecto se observa 
tras la administración de NPs con CQ y basadas en PLGA RG858S, con amplia variabilidad (Figura 
4.83). Estadísticamente, los grupos de 20 y 10 mg/ml no mostraron diferencias significativas en las 
distribuciones de la variable. Además, se observó una variabilidad sustancial en los tamaños de cú-
mulos observados especialmente en M20 y CS10-P858.

Figura 4.83. Tamaño de los cúmulos de partículas en los ganglios en función de la concentración. 

***

a. b.
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4.4.3.4. Efecto del tamaño de las partículas en el tamaño de los cúmulos
Como se representa en la Figura 4.84 a, las NPs de menor tamaño forman cúmulos de mayor ta-
maño que las MPs. Sin embargo, utilizando la U de Mann-Whitman para comparar los dos grupos (CS 
y CE) no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.

4.4.3.5. Efecto del cambio de polímero en el tamaño de los cúmulos
El cambio de PLGA RG504H a PLGA RG858S no pareció mostrar efecto sobre el tamaño de cúmulos 
formados una vez administrados los vectores (Figura 4.84 b). De nuevo, para analizar estadística-
mente el efecto del cambio de polímero (la U de Mann-Whitman), se compararon los datos de los 
grupos CS y CS-P858, encontrando que las NPs con el polímero PLGA RG858S generaron cúmulos 
de mayor tamaño (p=0.046).

4.4.3.6. Efecto de la coencapsulación de CQ en el tamaño de los cúmulos
El tamaño de los cúmulos no resultó afectado por la coencapsulación de CQ en las NPs (Figura 4.84 
c). Utilizando el modelo de la U de Mann-Whitman, no se encontraron diferencias significativas en la 
distribución de la variable entre ambos grupos.

4.4.3.7. Efecto del cambio de polímero y de la coencapsulación de CQ en 
el tamaño de los cúmulos
Como en los dos apartados anteriores, el cambio de polímero y la coencapsulación de CQ no pare-
cieron mostrar un efecto claro en el tamaño de cúmulos formados (Figura 4.84 d). De nuevo, los 
estudios estadísticos no demostraron diferencias significativas entre ambos grupos.

a. b. c. d.

Figura 4.84. Tamaño de los cúmulos de partículas en los ganglios en función (a) del tamaño 
de las partículas, (b) del polímero utilizado en la síntesis, (c) de la coencapsulación de CQ y 
(d) de la coencapsulación de CQ y el cambio de polímero.

Tabla 4.10. Correlaciones entre el tamaño de los cúmulos y el resto de las variables utilizando 
la Tau de Kendall (p<0.1 (*), p<0.05 (**) y p<0.01 (***)).

   
			                      Área	   Inflamación    Identificación       Localización 
Tamaño de 	 Coeficiente 
los cúmulos	 de correlación 
		  Significación
		   n

-0,077        -0,007	         -0,175*                   0,158

  0,315	         0,929	          0,044	              0,057
    80	            79	             82	                 79

4.4.3.8. Correlación del tamaño de los cúmulos y el resto de las variables
El tamaño de los cúmulos correlacionó negativamente con la facilidad de identificación (Tabla 4.10). 
Es decir, conforme mayor fue el tamaño de los cúmulos, menor fue la facilidad en la identificación, 
aunque es una correlación leve. Esto puede deberse a que la formación de cúmulos de mayor tamaño 
limita la distribución del marcaje en el ganglio, pudiendo pasar desapercibido durante la cirugía.

**
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4.4.4. Reacción inflamatoria
La intensidad de la reacción inflamatoria se cuantificó dependiendo de la extensión de tejido infla-
mado en el ganglio linfático.

4.4.4.1. Efecto del tipo de marcaje en la reacción inflamatoria
Todos los vectores administrados mostraron reacción inflamatoria granulomatosa de tipo cuerpo 
extraño en mayor o menor medida (Figura 4.85 a). A largo plazo, se observó menor inflamación en 
los ganglios tratados con el marcaje de control (C-NPs) y los marcajes CS20-CQ, CS10-P858 y CS10. 
Por el contrario, la mayor inflamación se observó en los ganglios marcados con M20, seguidos de los 
marcados con CE10, CE20 y M10. El estudio estadístico de los grupos de muestras (CS, CE y M) utili-
zando Kruskas-Wallis reportó diferencias significativas en la distribución de la variable entre grupos, 
siendo esta mayor en los marcajes basados en melanina (p=0.041). Comparando CE-M y CS-M con 
la U de Mann-Whitman, se encontraron diferencias entre CS y M (p<0.001)  (Figura 4.85 b). 

Figura 4.85. Extensión de la reacción inflamatoria en función del tipo de marcaje.
 

Extensión de la reacción inflamatoria (µm)

4.4.4.2. Efecto del tiempo en la extensión de la reacción inflamatoria
A excepción del marcaje basado en Mel-NPs, en el resto de los casos la extensión del tejido inflama-
torio se redujo en el tiempo. En el caso del vector CS20, se cuantificó una reducción de la inflamación 
de ∼3 veces respecto a los estudios a corto plazo, mientras que en CE20 la extensión de la inflama-
ción se redujo ∼1.6 veces y en el control (C-NPs) ∼20 veces (de 540 ±245 µm a  27 ±0 µm) Sin em-
bargo, la inflamación en los ganglios tratados con M20 aumentó ∼1.3 veces (Figura 4.86 a-87).  Se 
determinaron diferencias estadísticamente significativas en la distribución de la variable de extensión 
de la reacción inflamatoria en los grupos a largo y corto plazo. La extensión de la inflamación se redujo 
conforme aumentó el tiempo tras la inoculación de los vectores (p=0.002) (Figura 4.86 b). 

Figura 4.86. Extensión del tejido inflamatorio en función del tiempo en los ganglios marcados 
con los vectores CS20, CE20, M20 y C-NPs (control).

a. b.
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Figura 4.87. Extensión de la reacción inflamatoria en los estudios experimentales a cor-
to y largo plazo en ganglios tratados con CS20, CE20, M20 y C-NPs (control).
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4.4.4.3. Efecto de la concentración en la reacción inflamatoria
Como se ilustra en la Figura 4.88, los marcajes CS20, M20 y CS20-P858 mostraron mayor reacción 
inflamatoria que sus homólogos a baja concentración (CS10, M10 y CS10-P858). El marcaje basado 
en MPs (CE) mostró tasas similares con elevada variabilidad, de manera similar ocurre en los vectores 
CS-CQ y CS-P858-CQ. Sin embargo, la diferencia entre grupos no fue estadísticamente significativa.

4.4.4.4. Efecto del tamaño de partícula en la reacción inflamatoria
Las MPs (CE) produjeron mayor inflamación que las NPs (CS) en el ganglio linfático (Figura 4.89 a). 
Se estimó una inflamación ∼3 veces mayor en CE que en CS. Esta diferencia entre grupos fue esta-
dísticamente significativa (p=0.044) utilizando la U de Mann-Whitman.

4.4.4.5. Efecto del tamaño de partícula en la reacción inflamatoria
El cambio de polímero en la síntesis de NPs (PLGA RG504H o PLGA RG858S) no produjo ningún efec-
to en la extensión de la reacción inflamatoria, aunque se encontró mayor reacción inflamatoria en al-
gunos ganglios marcados con PLGA RG858S (Figura 4.89 b). Como se esperaba, no se encontraron 
diferencias significativas entre ambos grupos.

4.4.4.6. Efecto del tamaño de partícula en la reacción inflamatoria
La CQ tampoco mostró un efecto claro, aunque algunos ganglios marcados con CQ coencapsulada 
mostraron mayor reacción inflamatoria (Figura 4.89 c). No se observaron diferencias significativas 
entre ambos grupos (CS y CS-CQ).

4.4.4.7. Efecto del cambio de polímero y de la coencapsulación de CQ en 
la extensión de la reacción inflamatoria
La incorporación de CQ y el cambio al polímero PLGA RG858S, en conjunto, mostraron preliminar-
mente mayores reacciones inflamatorias que sus homólogos basados en PLGA RG504H sin cloro-
quina coencapsulada. Este aumento de la extensión del tejido inflamatorio fue ∼2.4 veces mayor, 
aunque con amplia variabilidad (Figura 4.89 d). Sin embargo, de nuevo, no se observaron diferencias 
significativas entre ambos grupos.

Figura 4.88. Extensión del tejido inflamatorio en función de la concentración de partículas.
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a. b. c. d.

Figura 4.89. Extensión del tejido inflamatorio en función (a) del tamaño de las partículas, (b) 
del polímero utilizado en la síntesis, (c) de la coencapsulación de CQ y (d) de la coencapsu-
lación de CQ y el cambio de polímero.

Tabla 4.11. Correlaciones entre la extensión de la inflamación y el resto de las variables utili-
zando la Tau de Kendall (p<0.1 (*), p<0.05 (**) y p<0.01 (***)).

   
			                      Área	   Localización   Identificación    Tamaño cúmulos 
Extensión  	 Coeficiente 
inflamación	 de correlación 
		  Significación
		   n

0,166**	         0,031               0,435***	            -0,007

0,043	          0,728	         0,000                    0,929
   70	            83	           72                            71

4.4.4.8. Correlación del extensión inflamatoria y el resto de las variables
Como se muestra en la Tabla 4.11, la variable de extensión de la inflamación correlacionó positiva-
mente con el área marcada (mayor inflamación conforme aumenta el área marcada) y con la facilidad 
en la identificación. Como se ha mencionado anteriormente, la correlación entre la extensión de la 
inflamación y la facilidad de identificación con el área marcada son leves y directas.

Los macrófagos fagocitan todas las partículas inoculadas, tanto las C-NPs como las partículas sinteti-
zadas. Los macrófagos inician la fagocitosis con la formación de filopodios y lamelipodios para captu-
rar las partículas del medio extracelular (Figura 4.90). Una vez captadas, los macrófagos internalizan 
las partículas en su citoplasma dentro de vesículas conocidas como “fagosomas”. Una semana tras 
la inoculación de los vectores, es posible diferenciar los diferentes tipos de partículas en el interior de 
los fagosomas, ya que presentan diferencias de tamaño, morfología y densidad electrónica (Figura 
4.91). Las C-NPs libres tienden a agregarse en estructuras de 42 ±17 nm (n=50), mientras que el ta-
maño medio de las partículas MPs cargadas de C-NPs (CE) en las imágenes ultraestructurales es de 
912 ±548 nm (n=50), de las NPs cargadas de C-NPs (CS) es de 100 ±43 nm (n=50) y las Mel-NPs (M) 
es de 264 ±97 nm. No obstante, en todos los casos se observa agregación de partículas, generando 
cúmulos de mayor tamaño.

4.5. Estudio ultraestructural
4.5.1. Fagocitosis de las partículas y efectos en 
los macrófagos

**
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0.2 µm

2 µm

Figura 4.90. Macrófagos con numerosos lamelipodios y filopodios para la fagocitosis de las 
partículas. (a) Detalle de la formación de filopodios (flecha) y lamelipodios (cabeza de flecha) 
en un macrófago. (b) Tres macrófagos con numerosos filopodios englobando C-NPs.
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Figura 4.91. 
Partículas C-NPs, 
CS, CE y M en el 
interior de los 
fagosomas de los 
macrófagos en las 
muestras de gan-
glios de los estu-
dios experimenta-
les a corto  plazo.
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En ocasiones, los fagosomas/fagolisosomas se fusionan en vesículas de mayor tamaño y liberan las 
partículas en su interior para intentar degradar el contenido extraño (Figura 4.92). Las C-NPs libres 
tienden a agregarse en estructuras de 42 ±17 nm (n=50), mientras que el tamaño medio de las partícu-
las MPs cargadas de C-NPs (CE) en las imágenes ultraestructurales es de 912 ±548 nm (n=50), de las 
NPs cargadas de C-NPs (CS) es de 100 ±43 nm (n=50) y las Mel-NPs (M) es de 264 ±97 nm. No obs-
tante, en todos los casos se observa agregación de partículas, generando cúmulos de mayor tamaño. 

2 µm 2 µm

Figura 4.92. Dos fagosomas con partículas en su interior se fusionan con un fagosoma de 
mayor tamaño y liberan las partículas en su interior.

Sin embargo, las afiladas aristas de las C-NPs, tanto en forma libre como encapsuladas en NPs (CS) 
y MPs (CE), rompen las membranas de los fagolisosomas, derramando las hidrolasas lisosomales al 
citoplasma del macrófago  (Figura 4.93). Este fenómeno ocurre con más frecuencia en los ganglios 
marcados con el vector de C-NPs, ya que consisten en C-NPs libres que no están protegidas por 
matriz polimérica.

1 µm

Figura 4.93. Detalle de la membrana de un fagolisosoma rota por el contacto con las C-NPs. 
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En el caso de las Mel-NPs, los residuos de melanina cristalizada tuvieron el mismo efecto, rompiendo 
la membrana de los fagolisosomas de los macrófagos (Figura 4.94).

2 µm1 µm

Figura 4.94. Detalle de fagolisosoma con melanina cristalizada en su interior y un macrófago 
con las membranas de los fagolisosomas rotas por el contacto con las aristas de la melanina 
cristalizada.

Como consecuencia de la liberación de las hidrolasas lisosomales al citosol, se produce lisis de la 
membrana celular con la consecuente muerte celular y liberación de orgánulos celulares al espacio 
extracelular (Figura 4.95).

Figura 4.95. Lisis de la membrana plasmática y derrame de orgánulos al espacio extracelular. 
(a) Membrana plasmática de un macrófago lisada por hidrolasas derramadas. Se observa la 
ruptura de la membrana del fagosoma (puntas de flecha) y de la membrana plasmática (fle-
chas). (b) Tras la ruptura de la membrana plasmática, las C-NPs permanecen intactas en el 
medio extracelular (flecha). (c) Los orgánulos derramados en el espacio extracelular conser-
van su estructura.

1 µm1 µm

1 µm

a. b.
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Los restos celulares de los macrófagos lisados son fagocitados por nuevos macrófagos (Figura 
4.96), que también tratan de digerir nuevamente las partículas de carbono y melanina. Se presume 
que los restos celulares y las partículas liberadas por la ruptura de las membranas de los macrófagos 
son fagocitados por nuevos macrófagos y así sucesivamente. 

2 µm

1 µm

Figura 4.96. Macrófagos fagocitando restos celulares de macrófagos lisados. 
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Aunque las partículas se encuentran principalmente en los macrófagos, en ocasiones son aisladas e 
internalizadas en el citoplasma de CGM, formadas por la fusión de macrófagos (Figura 4.97).

5 µm

5 µm

Figura 4.97. C-NPs aisladas en células gigantes multinucleadas. 
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En los estudios experimentales a largo plazo, la degradación de los polímeros base de las partículas 
por el efecto de las enzimas lisosomales hace indistinguibles unas partículas de otras (Figura 4.98). 
Además, a partir de las 6 semanas es posible encontrar más C-NPs y melanina libres, lo que sugiere 
que son liberadas (Figura 4.99).

CS20 CE20 M20

Figura 4.98. Partículas CS, CE y M fagocitadas en estudios experimentales a largo plazo. 

Figura 4.99. Partículas C-NPs liberadas de las NPs en los estudios a largo plazo. 

2 µm

500 nm 200 nm 500 nm
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CS-P858 CS-CQ CS-P858-CQ

Tras 16 semanas, el tamaño de las partículas (excluyendo agregados) para n=50 fue de 47 ±20 nm en 
las partículas del vector CS, 77 ±27 nm en CS-P858, 83 ±28 nm en CS-CQ, 80 ±29 nm en CS-P858-
CQ, 219 ±216 nm en las partículas CE y 43 ±13 nm en M (Figura 4.100). Por tanto, respecto a los es-
tudios a corto plazo, el tamaño de partícula se ha reducido ∼2.1 veces en el caso de CS, ∼4.2 veces en 
CE y ∼3.4 veces en M. En relación con las CS, las CS-P858 mostraron un tamaño ∼1.6 veces superior, 
las CS-CQ un diámetro promedio ∼1.8 veces superior y las CS-P858-CQ ∼1.7 veces superior.

Figura 4.100. Partículas CS-P858, CS-CQ y CS-P858-CQ en fagosomas en los estudios ex-
perimentales a largo plazo

En los estudios a largo plazo se encontraron numerosos macrófagos altamente cargados de partícu-
las y restos de éstas en la región pericapsular, aislados dentro de una matriz de fibras de colágeno en 
el tejido conjuntivo (Figura 4.101).

2 µm 2 µm

Figura 4.101. Macrófagos cargados de C-NPs en los estudios experimentales a largo plazo. (a) 
Macrófago altamente cargado de C-NPs. (b) Macrófago cargado de C-NPs aislado en fibras 
de colágeno en el espacio pericapsular.

a. b.

1 µm 2 µm 2 µm

500 nm 500 nm 500 nm



148

Figura 4.102. Los linfocitos circulantes establecen contacto con el endotelio (L1, L2 y L3: lin-
focitos, Er: eritrocito, CE: célula endotelial).

Uno de los mecanismos de extravasación de células inmunitarias circulantes es la migración tran-
sendotelial (MTE) asociada a la activación del endotelio vascular como respuesta a la inflamación. En 
este apartado, se ha reconstruido secuencialmente el proceso de MTE transcelular como respuesta 
a la inflamación crónica asociada a la inoculación de partículas en el ganglio linfático para ilustrar el 
proceso.

En el primer paso de la MTE, los linfocitos circulantes establecen pequeños contactos con las células 
endoteliales y otras células circulantes a través de pseudópodos, que además facilitan la migración 
y permiten sondear la superficie del endotelio vascular. La Figura 4.102 muestra tres linfocitos en 
distintas fases de MTE, con distinta morfología para desempeñar distintas funciones. El linfocito L1 
conserva su morfología original y muestra pequeñas prolongaciones para contactar con otras células 
cercanas (otros linfocitos, eritrocitos y células endoteliales vasculares). El linfocito L2 presenta una 
morfología más irregular, y sus prolongaciones ya contactan con más células de su entorno. El linfocito 
L3 establece contactos adherentes con las células endoteliales, y muestra una morfología aplanada 
que aumenta los puntos de contacto.

4.5.2. Reclutamiento de células inmunitarias
circulantes para enfrentar la inflamación
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Para rastrear el endotelio y adherirse en el sitio de inicio de la MTE, los linfocitos no sólo establecen 
contactos a través de uniones adherentes (Figura 4.103 a,b), sino que también emiten multitud de 
pequeñas extensiones (conocidas como podosomas) para contactar entre sí. Encontramos nume-
rosos contactos basados en podosomas entre linfocitos y células endoteliales, donde los linfocitos 
emiten podosomas ricos en actina que producen invaginaciones en la membrana del endotelio en 
estructuras conocidas como “podoprints” (Figura 4.103 a,c).

1 µm 0.2 µm

Figura 4.103. Linfocito con morfología aplanada, para aumentar los puntos de contacto con el 
endotelio, establece uniones con las células endoteliales. (a) Micrografía panorámica. (b) De-
talle de la unión adherente (flechas). (c) Detalle de un pequeño podosoma (cabeza de flecha).

0.2 µm

a. b.

c.
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Una vez establecidas las uniones adherentes y basadas en podosomas, las células endoteliales emi-
ten prolongaciones citoplasmáticas para formar copas transmigratorias y englobar las células circu-
lantes. En la Figura 4.104 se ilustra el inicio de la formación de la copa transmigratoria para engullir 
un linfocito. En esta reconstrucción 3D, se observa la presencia de numerosos orgánulos vesículo-va-
cuolares (VVO, del inglés Vesiculo-Vacuolar Organelles) individuales, que se fusionan entre sí en luga-
res cercanos a los podosomas y las podoprints de las células endoteliales. 

Figura 4.104. Las células endoteliales emiten prolongaciones citoplasmáticas para englobar 
una célula inmune en la copa transmigratoria. (a) Reconstrucción 3D de un capilar a partir de 
12 secciones ultrafinas (0.6 µm). (b) Micrografía de referencia de la reconstrucción. (c) A tra-
vés de podosomas (flecha) y pequeñas protuberancias similares a podosomas (cabezas de 
flecha) las células endoteliales contactan con la célula circulante. (d) El PC emite pequeñas 
prolongaciones para contactar con las células endoteliales. 

a.

b. c. d.

Célula circulante

Podoprint
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Las copas transmigratorias (Figura 4.105 a-b) evolucionan a cúpulas endoteliales cuando las pro-
longaciones de las células endoteliales reestablecen sus uniones en la región luminal y el linfocito está 
completamente dentro del endotelio (Figura 4.105 c-d). Estos domos endoteliales forman poros 
endoteliales que evitan la fuga al exterior y guían a los linfocitos durante la migración a su través.
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Figura 4.105. Formación de copas transmigratorias y domos endoteliales. (a) El linfocito empie-
za a ser engullido por la copa transmigratoria de la célula endotelial. (b) Detalle de los contactos 
adherentes en la cúpula transmigratoria (flechas). (c) El linfocito es totalmente englobado por el 
domo endotelial, que ya está completamente formado. (d) Detalle de las uniones de las células 
endoteliales (unión adherente: flecha negra, ausencia de unión: flecha blanca). Er: eritrocito, L: 
linfocito, EC: célula endotelial, lm: lámina basal.

Para abrir las células endoteliales en la región del parénquima linfático, de los linfocitos emergen uno o 
más podosomas invasivos que abren espacio en el endotelio (Figura 4.106 a-b). Hasta este paso de 
la migración, la membrana basal permanece intacta y los linfocitos mantienen las uniones adherentes 
con el endotelio (Figura 4.106 c-d). Los podosomas de mayor tamaño parecen generar aberturas 
más grandes en las células endoteliales (Figura 4.106 e-f). La salida de los linfocitos es posible gra-
cias a la separación de las células endoteliales. Aunque las células endoteliales están separadas en la 
región parenquimatosa para la salida del linfocito, restablecen sus uniones en la región del lumen de 
los vasos (Figura 4.106 f). 
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Figura 4.106. Formación de cúpulas endoteliales y proyección de podosomas. (a) Linfocito 
dentro del domo endotelial de un capilar. (b) Célula endotelial restablece sus uniones (flecha 
negra) y los podosomas emergen del linfocito para abrir el domo endotelial (flecha blanca) 
(CE: célula endotelial, L: linfocito, lm: lámina basal). La membrana basal permanece intacta 
(punta de flecha). (c) Un linfocito comienza a salir del domo endotelial. (d) En el domo se ob-
servan uniones celulares con refuerzo electrondenso (flechas) y podosomas que comienzan 
a abrir la pared endotelial (cabezas de flecha). El podosoma del linfocito (punta de flecha) 
separa físicamente el endotelio. (e) En el interior del domo endotelial un linfocito exhibe un 
gran podosoma (flecha blanca). (f) La lámina basal permanece intacta y la célula endotelial 
se abre (puntas de flecha). El endotelio reestablece sus uniones en el lumen (flecha negra).

a. b.

c. d.

e. f.
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El poro que crean en el endotelio a través de los podosomas sirve como vía de escape en la última 
fase del MTE. La cambiante morfología de los linfocitos sugiere alta plasticidad de estas células du-
rante el MTE. Durante su salida del endotelio, los linfocitos reorganizan sus prolongaciones citoplas-
máticas para facilitar el desplazamiento (Figura 4.107 a-b). En otras ocasiones, la pared endotelial 
queda completamente abierta para que el linfocito escape (Figura 4.107 d-e). En esta fase de la 
MTE, la membrana basal ya no es visible.
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Figura 4.107. Apertura de las células endoteliales para la salida de los linfocitos. (a) Un linfo-
cito comienza a salir de la célula endotelial. (b) Detalle del refuerzo electrondenso de unión 
entre la célula endotelial y el linfocito (flecha negra). El podosoma que emerge del linfocito 
(flecha blanca) le ayuda a alejarse de la célula endotelial. No se observa la membrana basal. 
(c) El domo endotelial está completamente abierto en el lado del parénquima del ganglio 
linfático, permitiendo la salida del linfocito. (d) Las uniones de las células endoteliales están 
completamente restablecidas (flecha negra). No se observa membrana basal.
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Incluso cuando el domo endotelial está completamente abierto para la extravasación celular, algunos 
linfocitos producen pequeñas extensiones para facilitar la salida (Figura 4.108). 

2 µm

1 µm

Figura 4.108. Los linfocitos adaptan su morfología para facilitar la extravasación. Reconstruc-
ción 3D a partir de 8 secciones ultrafinas y micrografías de referencia de la reconstrucción.

En el proceso inflamatorio estudiado, los linfocitos son las células que más migran. No obstante, tam-
bién pueden observarse otros tipos celulares, como neutrófilos y eosinófilos (Figura 4.109). 

2 µm2 µm

Una vez que los leucocitos han atravesado el endotelio, pueden infiltrarse en los tejidos circundantes, 
donde participan en la respuesta inflamatoria crónica, contribuyendo a la formación de granulomas y 
a la respuesta frente a la inflamación.

Figura 4.109. Migración transcelular de neutrófilos y eosinófilos. (a) Un neutrófilo con núcleo 
multilobulado exhibe un gran podosoma para separarse de las células endoteliales y salir de 
la cúpula endotelial. (b) Un eosinófilo se encuentra en el interior del domo endotelial.
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El marcaje del GC mediante el tatuaje con suspensiones de carbono es cada vez más utilizado en 
pacientes de cáncer de mama previa QTNA. Hasta el momento, se han tatuado más de 800 GC en 
diferentes ensayos clínicos,207,209,222,277,278,212–214,216–219,221 lo que sugiere que, a pesar de sus aparentes ven-
tajas frente a otros métodos, todavía no se ha extendido su uso en la gran mayoría de los centros. Esta 
estrategia es de bajo coste, aumenta las tasas de identificación en relación a otras técnicas,279 no re-
quiere equipos especializados y minimiza las molestias adicionales para la paciente, por lo que cons-
tituye una alternativa prometedora para el marcaje del GC en el campo de la cirugía oncológica.280 Sin 
embargo, los materiales disponibles para el tatuaje del GC se limitan a suspensiones de carbono uti-
lizadas en la clínica con otros propósitos. Por tanto, se requiere el desarrollo de materiales específicos 
para la optimización de la técnica. En esta Tesis, pretendemos aportar una nueva forma de tatuar los 
GC, así como estudiar el efecto de diferentes vectores de marcaje en animales de experimentación 
para preseleccionar materiales candidatos aplicables en futuros ensayos clínicos.

Para los estudios experimentales utilizamos los ganglios linfáticos mesentéricos de cerdos de raza 
White Landrace por la similitud en el tamaño de los ganglios linfáticos porcinos y humanos. En otros 
mamíferos de pequeño tamaño, como ratones o conejos, no hubiera sido posible evaluar la dosis de 
marcaje, ni habría sido posible simular la identificación intraoperatoria. Sin embargo, la mayor limita-
ción de este modelo animal es que en los ganglios linfáticos porcinos la corteza y la médula presen-
tan una organización parcialmente invertida en comparación con los humanos.275 En la corteza se 
encuentran principalmente agregados de linfocitos y células dendríticas.122,125,126 Bajo el microscopio 
óptico y electrónico, los linfocitos son fácilmente reconocibles, y aparecen altamente empaquetados, 
especialmente en las regiones de los centros germinales. Los linfocitos de la corteza residen en una 
matriz reticular formada por las células del estroma. Las células del estroma de los ganglios linfáticos 
estructuran la arquitectura del ganglio, promoviendo un entorno específico de sitio que favorece y 
regula las interacciones y funciones de las células inmunitarias.281 En nuestro estudio ultraestructural, 
encontramos ambos tipos celulares en el ganglio linfático. De hecho, observamos pequeños contac-
tos entre linfocitos cercanos, así como con otros tipos celulares, lo que implica una cooperación acti-
va. Además, observamos células reticulares con características similares a las de FRC, DRC y FDC. Sin 
embargo, dado que estos subtipos celulares han sido escasamente descritos a nivel ultraestructural, 
su identificación inequívoca solo es posible con técnicas  inmunohistoquímicas.

Se ha propuesto que las células estromales derivan de las MSC presentes en el ganglio linfático, cuya 
presencia ha sido recientemente descrita en el ganglio linfático.136,282 Además, dada la función inmu-
norreguladora atribuida a las MSC, actualmente se acepta que funcionan como reguladoras de las 
células inmunes en el ganglio linfático.282,283 En nuestro estudio ultraestructural encontramos células 
mesenquimales caracterizadas por la presencia de cilio primario, además de núcleos voluminosos, 
escasos orgánulos y abundantes polirribosomas en su citoplasma. Las células similares a MSC (o 
ICC-like) las encontramos en todas las regiones del parénquima ganglionar y en la región de la cáp-
sula, por lo que podría contribuir a diferentes funciones dependiendo de su localización en el ganglio.

En la región de la médula, los linfocitos se encuentran menos organizados y menos empaquetados 
que en la región cortical.122,125,126 Sin embargo, aunque los linfocitos suelen considerarse como células 
libres, en nuestro estudio destacamos la presencia de numerosos contactos que establecen con cé-
lulas vecinas a través de pequeñas prolongaciones de su citoplasma, lo que sugiere una coordinación 
funcional bien establecida entre ellos. Además de linfocitos T y B, la médula es rica en células plas-
máticas, macrófagos, y células dendrítico/reticulares, así como granulocitos (neutrófilos, eosinófilos 
y basófilos) y mastocitos.122,125,126 En nuestro estudio ultraestructural encontramos numerosas células 
plasmáticas, macrófagos (y monocitos, sus precursores). Sin embargo, la presencia de granulocitos 
se limitó a eosinófilos y neutrófilos, siendo estos primeros los más predominantes. No observamos 
basófilos ni mastocitos, por lo que son menos frecuentes en la médula del ganglio linfático.

La cápsula del ganglio linfático consiste es tejido conjuntivo denso irregular, compuesto por elastina, 
colágeno y fibroblastos.124 En nuestro estudio ultraestructural, observamos numerosos fibroblastos 
y capilares rodeados de fibras de colágeno/elastina, aunque también encontramos otros tipos ce-
lulares menos caracterizados en el ganglio linfático, incluyendo las CMM. En todas las regiones del 
ganglio aparecen diferentes estructuras vasculares y linfáticas. En los vasos sanguíneos, observamos 
numerosas células similares a pericitos (PC-like) unidas a las células endoteliales a través de uniones 
adherentes y de tipo peg-and-socket. Se sabe que los PCs constituyen una población celular hete-
rogénea,144145 aunque se ha propuesto que las MSC pueden diferenciarse a partir de PCs.143 En nuestros 
estudios, observamos la presencia de células similares a MSC cerca de PCs ambas mostrando cilio 
primario, lo que es compatible con esta hipótesis. 
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Los estudios clínicos donde marcan el GC con tatuajes de carbono utilizan suspensiones con partí-
culas de carbono, aprobadas por la FDA para otros propósitos quirúrgicos y principalmente distribui-
das bajo las marcas comerciales Spot®, CARBO-REP® y Black Eye®.207,209,212–214,216–218,277,278 Sin embargo, 
todavía no hay estudios que analicen el efecto biológico de las variables físico-químicas de las par-
tículas de carbono, la dependencia de la dosis o el uso de materiales sustitutos del carbono para el 
marcaje del GC. Por tanto, en este trabajo, hemos sintetizado y caracterizado seis vectores de mar-
caje diferentes para analizar el efecto: de la encapsulación de nanopartículas de carbono en matrices 
poliméricas, del tamaño de partícula, de la concentración de partículas inoculadas, de la sustitución 
de carbono por melanina, de la cinética de degradación del polímero base y de la incorporación de 
cloroquina en las partículas.

La encapsulación de fármacos/partículas en matrices poliméricas reduce su potencial citotoxici-
dad.284 Por tanto, inicialmente planteamos que la encapsulación de C-NPs, similares a las utilizadas en 
los estudios clínicos, en matrices poliméricas de PLGA podría reducir la citotoxicidad en el GC además 
de prolongar su permanencia reduciéndose su lavado. Para analizar este efecto, sintetizamos nano-
partículas de PLGA con C-NPs encapsuladas para compararlas con las inoculaciones de C-NPs sin 
encapsular. Para la síntesis de NPs de PLGA encapsulando C-NPs (CS) se utilizó el método de emul-
sión simple de tipo o/w previamente utilizado en el grupo de investigación. En esta Tesis optimizamos 
la concentración de PLGA RG504H (5, 10, 15 y 20 mg/ml) durante la síntesis de CS para estudiar su 
efecto en el tamaño de partícula final. Otros autores han demostraron que el aumento de la concen-
tración de PLGA provoca una disminución del tamaño de las partículas, atribuyendo este fenómeno 
a la actividad superficial del PLGA y a la elevación de la viscosidad, donde concentraciones más altas 
dan lugar a tamaños de partícula más pequeños.285,286 Sin embargo, no observamos diferencias sig-
nificativas en el diámetro de partícula. Por tanto, continuamos el proceso de optimización utilizando 
PLGA a una concentración de 10 mg/ml, dado que minimiza el uso de polímero y mostró coloides más 
homogéneos en tamaños de partícula (130 ±26 nm, DSR: 20.2 %). Así mismo, para optimizar la síntesis 
y maximizar la intensidad “negruzca” de las partículas realizamos diferentes emulsiones variando la 
concentración de C-NPs (0.1, 0.2, 0.5 y 1 mg/ml). Dado que no se observaron diferencias significativas 
en la morfología y tamaño de las partículas sintetizadas, se continuó a concentración 1 mg/ml por 
mostrar mayor intensidad negruzca a nivel macroscópico. Bajo estas condiciones se mantuvo el ta-
maño (123 ±32 nm), la morfología y la dispersión de tamaños del coloide (DSR: 25.9 %). En los estudios 
de citotoxicidad, observamos que las C-NPs no encapsuladas eran citotóxicas (viabilidad 46-70 %) 
en las líneas MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama) y J774 (macrófagos) las dosis a 0.05 y 0.1 mg/
ml, mientras que las C-NPs encapsuladas en NPs de PLGA mostraron tasas de viabilidad por encima 
del 95 % en estas mismas concentraciones, lo que indica que la encapsulación de C-NPs en políme-
ros reduce su citotoxicidad in vitro.

La proporción de láctico:glicólico (LA:GA) del PLGA afecta a la velocidad de degradación del polímero, 
siendo ésta más lenta cuanto mayor sea la proporción de láctico.287–289 Para valorar el efecto de la ve-
locidad de liberación de las C-NPs, sintetizamos las NPs con dos polímeros diferentes: PLGA RG504H 
y RG858S, con una composición LA:GA de 50:50 y 85:15, respectivamente. Con el PLGA RG858S se 
realizó la misma optimización que con el RG504H, obteniendo partículas de un tamaño promedio de 
121 ±35 nm (DSR: 21.5 %), similar al de las partículas basadas en PLGA RG504H. No obstante, la carga 
inicial de C-NPs fue mayor en en las NPs de PLGA RG858S (37.5 % en peso) en relación con las de 
RG504H (12.5 % en peso). Para estudiar la liberación de las C-NPs sobre ambas NPs realizamos es-
tudios de liberación in vitro. Como era esperable, las NPs de PLGA RG858S liberaron las C-NPs ∼1.3 
veces más lento que las de RG504H (0.6 ±0.1 y 0.8 ±0.5 % tras 4 semanas, respectivamente). Estas 
diferencia en la velocidad de liberación fue inferior a lo descrito por otros autores, donde el PLGA 
85:15 muestra una tasa de degradación un 40 % más lenta que la del PLGA 50:50.248 Teóricamente, la 
degradación de NPs de PLGA RG504H ocurre a las 3-5 semanas, mientras que en las NPs de PLGA 
RG858S ocurre a las 6-8 semanas.249 En esta Tesis observamos liberaciones de C-NPs más lentas, 
en ambos casos inferior al 1 % tras 4 semanas. La reducida tasa de liberación en relación con la de 
otros fármacos puede deberse al gran tamaño de C-NPs cargadas, lo que requiere de altas tasas 
de degradación de polímero para liberar completamente la partícula y a la naturaleza hidrófoba del 
C-NPs. No obstante, la ratio polímero/fármaco (o carga) afecta a la tasa de liberación del compuesto 
encapsulado. Dado que esta ratio es mayor en el caso de las NPs de PLGA RG858S, es posible que 
haya reducido el tiempo de degradación y la cinética de liberación no únicamente sea dependiente 
de la proporción LA:GA.290
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El efecto del tamaño de partícula afecta a la biodistribución de las partículas. En el ganglio linfático, 
se recomienda la inoculación de partículas con un tamaño >100 nm para maximizar la estabilidad y 
la persistencia.159,231,232 No obstante, existe mayor probabilidad de diseminación linfática de partículas 
en el rango nanométrico en relación al micrométrico.160 Por tanto, en esta Tesis sintetizamos NPs (en 
el rango nanométrico) y MPs (en el rango micrométrico) para analizar la influencia del tamaño. Las 
MPs fueron obtenidas por electrosprayado y mostraron un tamaño de 1.1 ± 0.4 µm (∼8-9 veces más 
grandes que las NPs). Estas MPs únicamente fueron sintetizadas utilizando PLGA RG504H, dado que 
la síntesis con el PLGA RG858S redujo la pigmentación negruzca de las MPs y fue descartada. Este 
efecto pudo deberse a que la proporción LA:GA afecta la cristalinidad del polímero, pudiendo afectar 
a sus propiedades ópticas.291 Además la potencial formación de agregados en el interior del PLGA 
favorecería su observación visual. El PLGA RG858S al tener mayor proporción del componente más 
hidrófobo (LA) puede inducir una mejor interacción y dispersión de C-NPs en su interior reducién-
dose la formación de agregados y dificultándose su observación visual. A pesar de que se utilizaron 
diferentes técnicas de síntesis para la producción de NPs y MPs basadas en PLGA RG504H, éstas 
fueron comparables en los estudios experimentales dado que mostraron proporciones similares de 
C-NPs-PLGA (13.5-86.5 en las MPs y 12.5-87.5 % en las NPs). Además, en las MPs mostraron niveles de 
citotoxicidad similares a las NPs, no mostrando viabilidades por debajo del 84 % a las concentracio-
nes analizadas en los estudios in vitro.

Planteamos el uso de melanina como elemento “colorante” para la sustitución de las C-NPs, dado 
que al tratarse de un pigmento endógeno podría potencialmente reducir la citotoxicidad.292 Además, 
la melanina presenta propiedades biológicas antioxidantes, fotoprotectoras, antiinflamatorias y an-
titumorales en melanomas.293 Para la síntesis de NPs de PLGA encapsulando melanina utilizamos el 
método de emulsión doble de tipo w/o/w y optimizamos la síntesis de NPs variando la concentración 
(0.15, 0.3, 0.5 y 1.0 mg/ml) de melanina. Únicamente variamos la concentración de melanina dado que 
el estudio del efecto de la concentración de polímero en la síntesis ya había sido estudiado en las 
síntesis de NPs anteriores y se mantuvo a 10 mg/ml. También utilizamos únicamente PLGA RG504H 
para la síntesis dado el alto coste de la melanina y la necesidad de reducir variables en etapas pos-
teriores de la investigación. De nuevo, no observamos diferencias morfológicas significativas en las 
NPs sintetizadas utilizando diferente concentración de melanina, por lo que se seleccionó la síntesis 
de mayor concentración de melanina para maximizar la coloración macroscópica en el coloide. Bajo 
estas condiciones, estimamos que el ∼23.5 % en peso de las NPs es melanina, siendo ligeramente 
superior a la carga de C-NPs en las NPs de PLGA RG504H. En este caso, encontramos que in vitro se 
libera el ∼24 % de melanina tras 4 semanas. En otros estudios de liberación de melanina de NPs de 
PLGA (LA:GA 50:50) se han descrito liberaciones del 85 % tras 25 días utilizando condiciones de en-
sayo similares.294 La tasa de degradación del polímero está sujeto a las características físico-químicas 
de las NPs y a las condiciones del ensayo.295 Sin embargo, las NPs sintetizadas en esta Tesis liberaron 
bajas tasas de melanina en relación a lo publicado por otros autores. De acuerdo con lo descrito en 
trabajos anteriores,293 las NPs cargadas de melanina no mostraron citotoxicidad en las líneas celulares 
MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario), fibroblastos y J774 (macrófagos), con viabilidades de en-
tre el 79 y el 100 %. Sin embargo, solo fueron menos citotóxicas que las NPs cargadas con C-NPs en 
la línea celular J774 (macrófagos), mientras que en la línea MDA-MB-231 y de fibroblastos mostraron 
una citotoxicidad ligeramente superior.

En paralelo, planteamos la coencapsulación de CQ y C-NPs en las NPs y MPs de PLGA con el objetivo 
de reducir/inhibir la internalización celular de las NPs/MPs y así reducir su degradación intracelular y 
potenciar su durabilidad extracelularmente para que perdurase el marcaje. Se ha descrito que la CQ 
produce la acidificación de los lisosomas, lo que conduce a la inhibición de varios procesos celulares, 
incluyendo la inhibición/reducción de la fagocitosis y de la endocitosis dependiente de clatrina.296,297 
En la síntesis de NPs por emulsión simple, la CQ simplemente se añadió en la fase acuosa, mientras 
que en las MPs la producción se optimizó configurando el electrospinner para la técnica coaxial. Sin 
embargo, las MPs donde coencapsulamos CQ y C-NPs mostraron (de la misma manera que al cam-
biar el polímero base) una coloración de baja intensidad (visualmente grisácea), por lo que se descartó 
su uso para esta aplicación. La coencapsulación de CQ en las NPs de PLGA RG504H y PLGA RG858S 
no produjo diferencias en su morfología ni en su tamaño (112 ±24 nm y 135 ±26 nm, respectivamente). 
Al igual que en el caso de la melanina, la CQ mostró tasas de liberación muy superiores a las C-NPs, 
liberando ∼11 % (PLGA RG504H) y el ∼6 % (PLGA RG858S). Las NPs con CQ coencapsulada mostraron 
citotoxicidad en todas las líneas celulares a todas las dosis, excepto a 0.01 mg/ml. Estos resultados de 
citotoxicidad están en línea con los reportados por otros autores.298,299
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Como resultado, se produjeron 6 tipos de NPs/MPs diferentes: CS (C-NPs encapsuladas en NPs de 
PLGA RG504H), CS-P858 (C-NPs encapsuladas en NPs de PLGA RG858S), CS-CQ (C-NPs y CQ 
coencapsuladas en NPs de PLGA RG504H), CS-P858-CQ (C-NPs y CQ coencapsuladas en NPs de 
PLGA RG504H), CE (C-NPs encapsuladas en MPs de PLGA RG504H) y M (melanina encapsulada en 
NPs de PLGA RG504H). Las C-NPs no encapsuladas se utilizaron como controles. Estas C-NPs, NPs y 
MPs se dispersaron en un medio viscoso de MC (1.5 %p/v) a dos concentraciones diferentes (10 y 20 
mg/ml) para facilitar su administración en el ganglio linfático.

Para estudiar el efecto de los vectores de marcaje en animales de experimentación, planteamos dos 
grupos de animales para evaluar la durabilidad de dichos marcajes: a corto plazo y a largo plazo. El 
tiempo de permanencia de los ganglios tatuados se seleccionó para que fuera equivalente a la du-
ración del periodo QTNA en el humano. Los estudios a corto plazo incluyeron 4 cerdos estabulados 
durante 1, 2, 4 y 6 semanas respectivamente. Este primer trabajo experimental se realizó como prueba 
de concepto para asegurar la permanencia del tatuaje en el ganglio, por lo que solo se inocularon los 
vectores: CS20, CE20, M20 y C-NPs (control). En los estudios a largo plazo (16 semanas) se incluye-
ron un total de 6 animales: 3 de ellos para continuar los estudios con los vectores CS10, CS20, CE10, 
CE20, M10, M20 y C-NPs (control), y otros 3 para realizar estudios de “optimización” con el objetivo de 
analizar el efecto del cambio de polímero y la incorporación de cloroquina a largo plazo. Por tanto, en 
este grupo de animales se administraron CS10, CS20, CS10-P858, CS20-P858, CS10-CQ, CS20-CQ, 
CS10-P858-CQ y CS20-P858-CQ.

En los estudios experimentales practicamos una laparotomía media amplia e inoculamos intragan-
glionarmente 0.2 ml de vector de marcaje en cada ganglio linfático mesentérico, a concentración 
variable (10 o 20 mg/ml). En otros estudios clínicos se han utilizado dosis promedio de 0.7 ±0.8 ml (en 
un rango de 0.1 a 3 ml).207,209,212–214,216–218,277,278 En el estudio clínico multicéntrico TATTOO, los ganglios lin-
fáticos se tatuaron con 3 ml de suspensión de carbón comercial Spot® o 0.6 ml de CARBO-REP®.214 
Goyal et al.217 tatuaron el GC con 2 ml de Spot® o Black Eye®. Natsiopoulos et al.207 inyectaron 0,3-0,7 
ml de Spot®. Allweis et al.209 inocularon 0,2-0,5 ml de Spot®. Patel et al.213 utilizaron 0.1-1 ml de Spot®. 
Dostalek et al.218  tatuaron con 0.1-0.5 ml de Carbosorb® Choy et al.278 emplearon 0.1-0.5 ml de Spot® y 
Park et al.212 tatuaron los ganglios con 0.5 ml de Spot®. Sin embargo, en nuestro estudio in vitro e in vivo 
observamos que 0.2 ml eran suficientes para tatuar la superficie ganglionar, reduciendo así el material 
extraño en el organismo.

Tras el tiempo de estabulación de cada grupo animales, simulamos el proceso de DAD para la exéresis 
selectiva de cada ganglio linfático. En los estudios a corto plazo (1-6 semanas, n=36 ganglios tatuados) 
la tasa de identificación intraoperatoria varió del 77.8 al 100 % dependiendo del vector utilizado (CS20, 
CE20 o M20), mientras que solo se identificaron el 50 % de los ganglios marcados con C-NPs de con-
trol. En los estudios a largo plazo (16 semanas, n=76 ganglios tatuados), la tasa de identificación varió 
del 66.7 al 83.3 % en los vectores CS20, CE20 y M20. Sin embargo, en los estudios a largo plazo ningún 
ganglio tatuado con C-NPs de control fue identificado. Por tanto, en nuestro estudio, la encapsulación 
con C-NPs mejoró sustancialmente la persistencia del tatuaje en el ganglio linfático. No obstante, se 
trata de estudios preliminares que deben ser confirmados con un mayor número de muestras. En los 
vectores de optimización (CS10, CS20, CS10-P858, CS20-P858, CS10-CQ, CS20-CQ, CS10-P858-
CQ y CS20-P858-CQ) la tasa varió del 50 al 100 %. Estos resultados coinciden con los reportados en 
otros estudios clínicos y preclínicos, con una tasa de identificación promedio del 91.2 ±11.7 % (64-100 
%).207,209,222,277,278,212–214,216–219,221  Así mismo, encontramos que la facilidad de identificación de los ganglios 
tatuados se reduce de manera significativa con el tiempo (p<0.001). Sin embargo, no encontramos 
diferencia entre las concentraciones a 10 y 20 mg/ml, lo que sugiere que esta primera es suficiente 
para el marcaje del ganglio. En otro estudio se observó mayor diseminación del tatuaje a medida 
que aumentaba el tiempo entre el tatuaje y la cirugía, mientras que el mismo estudio sugiere que la 
concentración de partículas no afecta a la facilidad de identificación.217 Sin embargo, una mayor carga 
de partículas en el ganglio linfático reduce necesariamente los tiempos de tratamiento/eliminación el 
material extraño por parte del organismo, por lo que la mejora en la identificación visual del ganglio 
tatuado es razonable. En los estudios a largo plazo, el área marcada fue similar en todos los marcajes 
(entre el 7.7 y el 12.9 %) a excepción de las C-NPs de control, que únicamente marcaron un promedio 
del 2.5 % de la superficie ganglionar. Encontramos que el área marcada se reduce con el tiempo de 
manera significativa (p<0.001), lo que concuerda con la reducción de la tasa de identificación anterior. 
Además, como era esperable, el aumento de la concentración incrementó el área marcada (p=0.019).
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En ensayos clínicos anteriores describen una correlación entre el GLT y el GC del 81.9 ±18.6 % (47.9-
100 %).207,209,222,277,278,212–214,216–219,221 Además, describen una diseminación no deseada del tatuaje por vía 
linfática en hasta el 17.4 % de los casos.211,219 En nuestro estudio, no encontramos diseminación a otros 
ganglios linfáticos en ningún caso, por lo que el 100 % de los GC hubiera correspondido al GLT. Por tan-
to, el tamaño mínimo de 100 nm parece adecuado para asegurar la estabilidad (y reducir la migración) 
de las NPs en el ganglio linfático, tal y como sugieren otros autores.231,232 

En los estudios de microscopía óptica, encontramos que las partículas se localizan tanto en la región 
interna del ganglio, como en la zona pericapsular y en el tejido adyacente al ganglio, aunque en la 
mayoría de los casos las partículas aparecen simultáneamente en varias zonas. No obstante, en los 
estudios a largo plazo (16 semanas) predomina la presencia de partículas en la región pericapsular 
de los ganglios. En línea con lo anterior, anteriormente se han descrito patrones de diseminación del 
marcaje con el tiempo,217 lo que podría explicar la menor presencia de las partículas en la región interna 
del ganglio. En los estudios a corto plazo, observamos con frecuencia marcaje en la región del tejido 
adyacente, lo que podría estar asociado a la retención de las partículas en esta zona por la difusión 
del vector por el canal de la inyección durante el tatuaje del ganglio. De acuerdo con lo anterior, en al-
gunos estudios preclínicos han descrito la difusión de partículas de carbono al tejido adyacente en el 
10.7-13.0 % de los casos.207,217,278 Curiosamente, el tamaño de las NPs y las MPs no mostró ningún efecto 
sobre la localización de las partículas en el ganglio.

Los tatuajes basados en melanina generaron cúmulos de partículas de mayor tamaño en el ganglio 
(p=0.039). Además, en los marcajes CS20 y M20 observamos que los agregados aumentaban de ta-
maño con el tiempo (p=0.007), mientras que los cúmulos formados por el marcaje CE20 mantuvieron 
su morfología en los estudios a corto y largo plazo. Dentro de los marcajes basados en CS20, las NPs 
de PLGA RG858S generaron cúmulos de mayor tamaño (p=0.046), lo que puede ser debido a una 
menor tasa de degradación del polímero.

En todos los ganglios disecados, en mayor o menor medida, se encontró reacción inflamatoria de tipo 
cuerpo extraño caracterizada por la presencia de macrófagos y CGM que fagocitaron y aislaron las 
partículas inoculadas en el ganglio. Este tipo de inflamaciones asociadas a las partículas inoculadas 
se han descrito previamente en tatuajes en la piel.300,301 De hecho, aunque algunos autores sugieren 
que las partículas de carbono son inertes y no citotóxicas, otros autores han observado reaccio-
nes inflamatorias en diversos grados.302–305 Además, en algunos casos encontramos pequeños focos 
necróticos asociados a la inflamación. Sin embargo, en tatuajes de la piel únicamente se han des-
crito necrosis extendidas principalmente asociadas a infecciones.306,307 Un aspecto importante en 
esta aplicación es garantizar que los tatuajes de carbono no interfieran con el examen patológico del 
ganglio linfático. Sin embargo, en otros estudios, los patólogos no consideraron que la administración 
de C-NPs complicara la evaluación histológica.207,212–214 En nuestro estudio, los marcajes basados en 
melanina fueron los que mayor reacción inflamatoria provocaron (p=0.041). De hecho, la inflamación 
aumentó con el tiempo, lo que puede deberse a que los agregados de melanina libre producen mayor 
daño a nivel celular. A excepción de estos marcajes, en el resto de los casos la extensión del tejido 
inflamatorio se redujo en el tiempo (p=0.002). De hecho, se redujo ∼3 y ∼1.6 veces en los marcajes 
CS20 y CE20. Las C-NPs utilizadas como control generaron las mayores reacciones inflamatorias en 
estudios a largo plazo. Sin embargo, en los estudios a largo plazo desaparecieron las partículas y, por 
tanto, la inflamación. En este sentido, observamos mayor reacción inflamatoria conforme menor fue 
el tamaño de las partículas de los vectores de marcaje (NPs de ∼100 nm o MPs de ∼1 μm) (p=0.044). 
Este efecto puede estar asociado a una mayor cantidad de C-NPs en estas partículas. Ya que, aun-
que la proporción de PLGA y C-NPs sea equivalente en ambos casos, las MPs son de mayor tamaño 
y albergan mayor carga de C-NPs. Como se describe posteriormente en los estudios ultraestruc-
turales, las C-NPs no encapsuladas muestran grandes reacciones inflamatorias y mayor ruptura de 
los fagolisosomas de los macrófagos, lo que conduce a una mayor tasa de muerte celular. De hecho, 
también está en línea con los resultados de citotoxicidad in vitro, donde comprobamos que las C-NPs 
encapsuladas reducen la toxicidad de las C-NPs y las MPs son menos citotóxicas que las NPs en la 
línea celular de macrófagos (J774).

Todavía no se ha descrito el efecto celular del tatuaje de carbono en ganglios linfáticos. Kröger et al.308 
demostraron la presencia intracelular de partículas de carbono en células de la epidermis (queratino-
citos, células dendríticas y células basales) y en la dermis (macrófagos, mastocitos y fibroblastos). Sin 
embargo, en nuestro estudio ultraestructural únicamente observamos la internalización de partículas 
en macrófagos y CGM, además de en el espacio extracelular. Se sabe que la fagocitosis de partículas 
exógenas por los macrófagos es uno de los principales mecanismos de defensa inmunitaria inna-
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ta.240,309,310 Se sabe que los macrófagos desempeñan un papel crucial en la persistencia de los tatuajes, 
ya que son las únicas células capaces de capturar y retener las partículas del tatuaje. Slater et al.311 y 
Baranska et al.312 publicaron micrografías electrónicas de transmisión de macrófagos con partículas 
del pigmento del tatuaje internalizadas. Lea et al.313 realizaron un estudio ultraestructural donde de-
mostraron que las partículas en tatuajes frescos de tinta negra son internalizadas por células fago-
cíticas, mientras que a largo plazo son captadas principalmente por fibroblastos dérmicos. En este 
sentido, estudios in vitro también han demostrado mayor captación de las partículas de tinta negra 
por parte de macrófagos que por queratinocitos o fibroblastos.314 En nuestro estudio, observamos la 
fagocitosis de las partículas desde la primera semana tras la inoculación. De hecho, observamos que 
una vez fagocitadas, las aristas de las C-NPs y de la melanina cristalizada rompen las membranas de 
los fagolisosomas, derramando las hidrolasas lisosomales al citoplasma celular y conduciendo a la lisis 
celular. Tras la liberación de las partículas y restos celulares al medio extracelular, nuevos macrófagos 
se encargan de fagocitar los restos, y así sucesivamente. Por tanto, la renovación de los macrófagos, 
en lugar de su longevidad, es lo que sustenta la persistencia a largo plazo de los tatuajes en la piel.312

En los estudios a largo plazo, se encuentran más C-NPs y melanina no encapsuladas en fagolisosomas 
de nuevos macrófagos. De hecho, observamos que las partículas de los vectores CS, CE y M reducían 
su tamaño ∼2.1, ∼4.2 y ∼3.4 veces en relación con los estudios a largo plazo. Aunque in vitro la libera-
ción era inferior al 1 % tras 4 semanas, la velocidad de degradación del polímero es dependiente del 
pH del medio,315 por lo que la degradación del PLGA de las NPs/MPs se acelera por la presencia de las 
acidez de las enzimas lisosomales. De hecho, en condiciones lisosomales recreadas, la degradación 
del PLGA se estima cercana al ∼40 % tras 4 semanas, lo que concuerda con nuestras observaciones 
in vivo.316

Asociado a este proceso inflamatorio, estudiamos secuencialmente por microscopía electrónica el 
proceso de MTE transcelular de linfocitos en el sitio de la infección. Además, reconstruimos en 3D 
algunos eventos celulares del proceso utilizando cortes ultrafinos seriados para mejorar la compren-
sión de los mecanismos celulares subyacentes. Aunque la MTE de leucocitos se ha estudiado am-
pliamente, existen pocos estudios ultraestructurales que documenten todo el proceso transcelular. 
Los estudios publicados se han realizado en ganglios linfáticos normales o infectados bacteriológi-
camente de ratas y cerdos,317–319 piel inducida a inflamación aguda en cobayas,320 in vitro utilizando 
la línea celular HUVEC (vía paracelular),321 y en placas de Peyer intestinales de cobayas.322 Así mismo, 
algunos estudios más se han centrado en procesos concretos, especialmente en la diapédesis.323–325 
Sin embargo, dado que el modelo experimental utilizado en esta Tesis es adecuado y a que no existen 
estudios ultraestructurales recientes que unifiquen todos los conceptos "aprendidos" hasta la fecha, 
consideramos de interés proporcionar una reinterpretación del proceso.

En los ganglios linfáticos mesentéricos, sólo observamos la vía transcelular de acuerdo con otros es-
tudios ultraestructurales, realizados en ganglios linfáticos inguinales y torácicos de cerdo.318,319 No obs-
tante, también se ha descrito la migración paracelular en tejidos linfoides, aunque ocurre con menos 
frecuencia.317 En las primeras fases de la MTE, durante el reclutamiento de las células inmunitarias, 
encontramos numerosos linfocitos con múltiples pseudópodos capaces de contactar a larga distan-
cia con el endotelio y las células vecinas, como habían observado previamente Sasaki et al.318, Azzali et 
al.322 y Kogushi et al.326. Sin embargo, en muchos estudios ultraestructurales anteriores se ha pasado 
por alto por tratarse de una fase muy temprana de la MTE y desconocerse este proceso. Tras el reclu-
tamiento, las células inmunitarias se adhieren al endotelio activado. En este proceso, las moléculas de 
adhesión involucradas han sido bien descritas.327–330 Sin embargo, los contactos celulares basados en 
podosomas se han basado casi exclusivamente en estudios de microscopía. De hecho, se han deno-
minado alternativamente como “microvellosidades”, protrusiones “finger-shaped” y prolongaciones 
similares a pseudópodos.319,322,323,331,332 Recientemente, Carman et al.333 estandarizaron el término de 
“podosoma” para referirse a estas estructuras y “podoprint” para describir las invaginaciones de la 
membrana de las células endoteliales que recogen los podosomas durante los contactos celulares. En 
nuestro estudio, reconstruimos en 3D los contactos basados en podosomas durante el reclutamiento 
de linfocitos, observando la variabilidad morfológica que muestran estas uniones, siendo similares a 
las de tipo peg-and-socket y, en ocasiones, mostrando morfologías en forma de “gancho”. Reciente-
mente se ha descrito que los orgánulos vesículo-vacuolares (VVO) se han encontrado con una fre-
cuencia 4 veces mayor en las regiones próximas a los podosomas. Esto, unido a la expresión de mar-
cadores como caveolina-1 y las proteínas fusogénicas (incluidas las SNAREs VAMP2/3) en las células 
endoteliales durante la adhesión de los linfocitos y los podosomas, sugiere que poseen un papel clave 
durante el reclutamiento.324,333,334  Así mismo, se ha propuesto que la fusión de VVO puede aumentar 
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la superficie de la membrana plasmática para permitir que los podosomas penetren progresivamente 
(o fusionarse directamente para la formación del "poro de migración") y que, además, las VVO pueden 
transportar receptores de adhesión y quimioquinas (en un proceso conocido como “podo-sinapsis”) 
para comunicarse directamente con las células diana y facilitar el proceso de MTE.333–336 En nuestra 
reconstrucción 3D, observamos numerosos VVO (y VVO fusionados entre sí) cerca de los podoso-
mas, mientras que no los observamos en otras células endoteliales en la misma micrografía seriada ni 
en otras partes del endotelio en diferentes partes de la MTE, lo que refuerza estos hallazgos.

Una vez establecidos los contactos basados en podosomas y las uniones adherentes, las células 
endoteliales comienzan a formar la copa transmigratoria con prolongaciones citoplasmáticas para 
engullir las células inmunitarias. En este punto, se mantienen los contactos podosomas-podoprints. 
Observamos que las células acceden al citoplasma de las células endoteliales y las uniones en el 
lumen del vaso se restablecen rápidamente para mantener la integridad vascular. De hecho, no en-
contramos ninguna célula totalmente engullida en el citoplasma de la célula endotelial que no mos-
trara complejos de unión endotelial, por lo que este mecanismo ocurre rápidamente. De acuerdo con 
nuestras observaciones, los estudios realizados por Marchesi et al.317 y Balcan et al.331 también demos-
traron la encapsulación de la célula en cúpulas endoteliales. Sasaki et al.318 no mostraron los linfocitos 
en las cúpulas endoteliales, pero ilustraron la formación de vasos transmigratorios y la diapedesis final 
como pasos posteriores de la MTE. Posteriormente, durante la diapedesis, se sabe que los podoso-
mas aumentan de tamaño y se vuelven "invasivos" para generar "poros" endoteliales como camino de 
salida del endotelio vascular.333,337 De acuerdo con lo anterior, en nuestro estudio observamos nume-
rosos eventos de apertura del endotelio a través de grandes e invasivos podosomas. Además, descri-
bimos que los linfocitos modifican de manera dinámica su morfología para cumplir los requisitos de 
cada paso. Por ejemplo, durante la salida del endotelio, los linfocitos forman grandes protuberancias 
citoplasmáticas que utilizan para el "empuje" durante la extravasación, y en la reconstrucción 3D ana-
lizamos cómo los linfocitos generan pequeñas extensiones de membrana de manera estratégica en 
dirección opuesta a la salida para facilitar la migración.

En conclusión, en este trabajo hemos desarrollamos diferentes vectores de marcaje para evaluar in 
vitro e in vivo el efecto biológico de diversas propiedades fisicoquímicas de las partículas, incluyendo: 
el tamaño de partícula, de la concentración de partículas inoculadas, el uso de diferentes elementos 
“colorantes” (C-NPs y melanina), de la cinética de degradación del polímero base y de la incorpo-
ración de CQ en las partículas para su liberación sostenida en el ganglio. Dado que las variables de 
mayor interés clínico son la tasa de identificación intraoperatoria del GC y la intensidad de la reacción 
inflamatoria, el uso de MPs en lugar de NPs puede ser más ventajoso ya que (1) las MPs han mostra-
do una tasa de identificación ligeramente superior y (2) las NPs se han asociado a mayor reacción 
inflamatoria. La encapsulación de C-NPs en lugar de melanina para proveer de contraste en el mar-
caje resulta más adecuado por presentar menor reacción inflamatoria. Así mismo, los vectores con 
partículas concentradas a 20 mg/ml en lugar de 10 mg/ml aumentan las tasas de identificación y no 
suponen un aumento significativo de la reacción inflamatoria. Finalmente, debería considerarse el uso 
de partículas con PLGA con degradaciones más lentas para reducir la liberación de C-NPs, ya que en 
esta aplicación no se busca la liberación sostenida sino mantener retenidas las C-NPs en la matriz 
polimérica para reducir la citotoxicidad local en el ganglio linfático. Además, en esta Tesis proporcio-
namos un estudio ultraestructural detallado de los eventos celulares que se desencadenan como 
respuesta a la inoculación del vector de marcaje, lo que puede resultar de utilidad para el diseño de 
nuevas estrategias de marcaje ganglionar.

Las principales limitaciones de este estudio han sido:
• El reducido tamaño muestral, tanto de los animales utilizados como de las inoculaciones en cada 
animal. Se ha utilizado sdo el mínimo posible de animales de experimentación con arreglo a las normas 
europeas de experimentación animal.
• La localización de los ganglios seleccionados para el marcaje (ganglios mesentéricos vs. ganglios 
axilares) podría enmascarar algún efecto sobre la axila, aunque por el número de ganglios necesarios 
y la cercanía de los ganglios axilares, resultó imposible utilizar la axila como zona de punción.

El presente estudio ha permitido cribar entre los marcajes propuestos y seleccionar vectores candi-
datos. Por tanto, antes de plantear un ensayo clínico resultaría necesario replicar los estudios realizados 
utilizando los vectores de marcaje que mejores resultados han demostrado en este proyecto (espe-
cialmente, CE20). No obstante, los hallazgos recogidos en esta Tesis sugieren que el uso de suspen-
siones de carbono convencionales, candidatos en los ensayos clínicos actualmente, son menos efi-
cientes para la identificación del GC y generan mayores reacciones inflamatorias en el ganglio linfático. 
.
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Capítulo 6.

Conclusiones
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Los tatuajes realizados en el ganglio linfático con los vectores utilizados en este trabajo 
demuestran ser una técnica eficaz y sencilla para el marcaje del ganglio linfático durante 
al menos 4 meses desde la inoculación, mejorando las propiedades de los sistemas utili-
zados actualmente.

La encapsulación de las nanopartículas de carbono (C-NPs) en sistemas poliméricos re-
duce la citotoxicidad local, aumenta la perdurabilidad del tatuaje y facilita la identificación 
visual intraoperatoria del ganglio linfático a largo plazo. 

Todas las partículas estudiadas producen una reacción inflamatoria granulomatosa de tipo 
cuerpo extraño, siendo ésta dependiente del elemento “colorante” encapsulado, del ta-
maño de partícula y del tiempo. La reacción inflamatoria fue mayor en los ganglios tatua-
dos con partículas basadas en melanina en relación con las C-NPs. Además, el tamaño de 
la partícula (NPs de ∼100 nm o MPs de ∼1 μm) también afecta a la intensidad de la reacción 
inflamatoria, siendo mayor en los tatuajes basados en NPs. En todos los casos a excepción 
de los ganglios tatuados con melanina, la intensidad de la reacción inflamatoria se redujo 
conforme aumento el tiempo tras la inoculación del vector de marcaje.

Los macrófagos fagocitan todos los tipos de partículas inoculados en el ganglio. Tras su fa-
gocitosis, tanto las C-NPs como los fragmentos de melanina cristalizada rompen las mem-
branas de los fagolisosomas, conduciendo a la lisis celular. 

La tasa de identificación intraoperatoria de los ganglios linfáticos tatuados depende de 
la concentración de partículas en el vector de marcaje, aunque se reduce hasta un 30 % 
cuatro meses después de la inoculación. Los vectores con partículas a concentración de 
20 mg/ml mostraron tasas de identificación similares que los vectores concentrados a 10 
mg/ml, por lo que ésta última dosis de NPs/MPs resulta suficiente para tatuar los ganglios.

La elección de micropartículas en lugar de nanopartículas (aumento de la tasa de identifi-
cación y reducción de la reacción inflamatoria), encapsulando C-NPs en lugar de melanina 
(menor reacción inflamatoria) y en concentraciones iguales o superiores a 10 mg/ml, así 
como el uso de polímeros con mayores periodos de degradación para minimizar la libera-
ción de C-NPs, puede representar una estrategia prometedora para minimizar los efectos 
de la intervención y tatuar más eficientemente los ganglios linfáticos centinela.

1.

2.

3.

4.

5.

6.
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"Synthetized Carbon-based Nano and Microparticles 
for Sentinel Lymph Node Tattooing. Experimental, 
Histopathological and Ultrastructural Study."
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Released carbon (%)
1 week 2 weeks 3 weeks 4 weeks

Carbon from Nanoparticles 0.42 ±0.3 0.55 ±0.6 0.59 ±0.5 0.83 ±0.5
Carbon from Microparticles 0.17 ±0.0 0.31 ±0.0 0.37 ±0.0 0.53 ±0.0
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Artículo 2
"Melanin-based Nanoparticles for Lymph Node Tattooing: 
Experimental, Histopathological and Ultrastructural Study."

[Artículo de investigación aceptado para
publicación en Nanomaterials, IF:4,4]
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Abstract: In breast cancer, Targeted Axillary Dissection (TAD) allows for the selective excision of the
sentinel lymph node (SLN) during primary tumor surgery. TAD consists of the resection of labelled
SLNs prior to neoadjuvant chemotherapy (NACT). Numerous clinical and preclinical studies have
explored the use of carbon-based colloids for SLN tattooing prior to NACT. However, carbon vectors
show varying degrees of inflammatory reactions and, in about one fifth of cases, carbon particles
migrate via the lymphatic pathway to other nodes, causing the SLN to mismatch the tattooed node.
To overcome these limitations, in this study, we explored the use of melanin as a staining endogenous
pigment. We synthesized and characterized melanin-loaded polymeric nanoparticles (Mel-NPs) and
used them to tattoo lymph nodes in pig animal models given the similarity in the size of the human
and pig nodes. Mel-NPs tattooed lymph nodes showed high identification rates, reaching 83.3%
positive identification 16 weeks after tattooing. We did not observe any reduction in the identification
as time increased, implying that the colloid is stable in the lymph node tissue. In addition, we
performed histological and ultrastructural studies to characterize the biological behavior of the tag.
We observed foreign-body-like granulomatous inflammatory responses associated with Mel-NPs,
characterized by the formation of multinucleated giant cells. In addition, electron microscopy studies
showed that uptake is mainly performed by macrophages, and that macrophages undergo cellular
damage associated with particle uptake.

Keywords: nanoparticles; lymph node; breast cancer; melanin; tattoo; surgery

1. Introduction

Metastasis is a complex process where cancer cells spread from a primary tumor to
other parts of the body, forming secondary tumors in distant organs or tissues [1]. In breast
cancer, the most frequent metastatic spread occurs in regional lymph nodes, especially in
the homolateral axilla. Metastatic invasion in axillary nodes is one of the most clinically
relevant prognostic indicators as it is closely related to the increased likelihood of recurrence
and mortality, as well as having a direct influence on the treatment strategy to be followed.
According to the American Cancer Society, it is estimated that at the time of diagnosis
27% of patients have regional invasion and 6% have distant metastases [2]. Therefore,
histopathological analysis of the sentinel lymph node in breast cancer is indispensable for
assessing treatment strategies.
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Abstract: In breast cancer, Targeted Axillary Dissection (TAD) allows for the selective excision of the
sentinel lymph node (SLN) during primary tumor surgery. TAD consists of the resection of labelled
SLNs prior to neoadjuvant chemotherapy (NACT). Numerous clinical and preclinical studies have
explored the use of carbon-based colloids for SLN tattooing prior to NACT. However, carbon vectors
show varying degrees of inflammatory reactions and, in about one fifth of cases, carbon particles
migrate via the lymphatic pathway to other nodes, causing the SLN to mismatch the tattooed node.
To overcome these limitations, in this study, we explored the use of melanin as a staining endogenous
pigment. We synthesized and characterized melanin-loaded polymeric nanoparticles (Mel-NPs) and
used them to tattoo lymph nodes in pig animal models given the similarity in the size of the human
and pig nodes. Mel-NPs tattooed lymph nodes showed high identification rates, reaching 83.3%
positive identification 16 weeks after tattooing. We did not observe any reduction in the identification
as time increased, implying that the colloid is stable in the lymph node tissue. In addition, we
performed histological and ultrastructural studies to characterize the biological behavior of the tag.
We observed foreign-body-like granulomatous inflammatory responses associated with Mel-NPs,
characterized by the formation of multinucleated giant cells. In addition, electron microscopy studies
showed that uptake is mainly performed by macrophages, and that macrophages undergo cellular
damage associated with particle uptake.

Keywords: nanoparticles; lymph node; breast cancer; melanin; tattoo; surgery

1. Introduction

Metastasis is a complex process where cancer cells spread from a primary tumor to
other parts of the body, forming secondary tumors in distant organs or tissues [1]. In breast
cancer, the most frequent metastatic spread occurs in regional lymph nodes, especially in
the homolateral axilla. Metastatic invasion in axillary nodes is one of the most clinically
relevant prognostic indicators as it is closely related to the increased likelihood of recurrence
and mortality, as well as having a direct influence on the treatment strategy to be followed.
According to the American Cancer Society, it is estimated that at the time of diagnosis
27% of patients have regional invasion and 6% have distant metastases [2]. Therefore,
histopathological analysis of the sentinel lymph node in breast cancer is indispensable for
assessing treatment strategies.
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The current gold standard to avoid axillary lymphadenectomy (AL) and its significant
sequelae is selective sentinel lymph node biopsy (SLNB), since if the sentinel node is not
cancer-positive, the likelihood of another axillary lymph node being involved is remote.
Therefore, SLNB is recommended to determine the axillary node status [3–6]. Typically, the
technique for SLNB consists of the use of radiotracers (albumin nanocolloids, tin colloids
or rhenium sulphide) for preoperative lymphatic mapping and, optionally, in conjunction
with the dye-labeling technique or intraoperative probes or imaging techniques, especially
if there is difficulty in visualizing the lymphoscintigraphy. Radiotracers are preferably
injected intra- or peritumorally, especially in non-palpable lesions, although periareolar
or subdermal inoculation is also acceptable. During surgery, when dyes are used, priority
is given to the use of isosulfan blue, patent blue V, methylene blue or indocyanine green,
although the latter requires cameras with special detectors to macroscopically visualize
it. The dye migrates to the SLN, marking the node with an intense blue, facilitating its
identification from other axillary tissues [7].

In a large proportion of breast cancer cases, patients receive neoadjuvant chemother-
apy (NATC), which is an impediment to performing SLNB. Detection of the SLN in patients
who have undergone NATC is a challenge, as the treatment may alter the lymphatic
drainage pathways and reduce the size of the SLN. In these cases, the standard for SLNB
has high false-negative rates, which may leave a chemoresistant tumor in the axilla and un-
derestimate the lesion [8–11]. To avoid these limitations, the technique of Targeted Axillary
Dissection (TAD) has been established, where SLN marking is performed prior to NATC
Among the best known TAD techniques are surgical clips, magnetic seeds, radioactive
seeds, or reflector radars [12–19]. In addition to these labeling techniques, the tattooing
of the SLN with carbon-based suspensions has recently been proposed. Tattoos are typi-
cally performed with commercial carbon-based colloids such as Spot® colloids (GI Supply,
Mechanicsburg, EE. UU., Mechanicsburg, PA, USA) and show high intraoperative identifi-
cation rates (60–95%) and reduced false negative rates of 9.1–22% [20–25]. This technique is
not free of limitations, as the reduced viscosity of those colloids restricts their preservation
in the SLN, and these colloids often migrate into the surrounding adipose tissue, producing
unwanted dissemination via the lymphatic route, which has been reported to occur in about
18% of cases [21,26]. In addition, it has been reported that different carbon-based colloids
used for skin tattooing produced several inflammatory foreign-body-type reactions [27,28].
Although some authors suggest that carbon particles are inert and non-cytotoxic, other
authors have observed inflammatory reactions of different degrees [29–32].

Novel approaches using nanostructures are available to identify SLN after NACT
during surgery. For example, the magnetic detection of superparamagnetic tracers based
on iron oxide (Fe3O4) nanoparticles has been widely reported [33–36]. The fluorescence
emission of quantum dots has also been exploited for SLN localization, especially those
based on cadmium selenide or telluride [37–39]. Taking advantage of fluorescence and
photoacoustic properties, fluorescent dye-loaded mesoporous silica nanoparticles have
also been used to mark lymph nodes [40]. Another approach has been the administration
of Gd dendrimers to image the lymph node by magnetic resonance and optical imaging
techniques [41,42]. However, these labels are performed for SLN detection after NACT and
there is still a need to develop labels that persist in the lymph node for long periods of time
and can be used for TAD.

Based on the above, in this study, we explored the use of melanin as a dye-labeling ele-
ment encapsulated in polymer nanoparticles based on poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA)
to render SLN tattooing suspensions to reduce the cytotoxicity associated with high doses
of melanin [43]. Melanin is an endogenous pigment derived from the amino acid, tyrosine.
Its most common formulation includes dihydroxyindole carboxylic acids and their reduced
forms, commonly known as eumelanin [44]. In addition, not only to reduce its cytotoxicity
at high doses but also to increase the viscosity of the labeling and increase the preservation
of the marker in the lymph node, we encapsulated melanin in those polymeric PLGA
nanoparticles for achieving a sustained release and an extended duration of its action. We
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performed histological evaluation and analyzed the efficacy of lymph node tattooing in a
total of 7 pigs to study its biological behavior and tattooing efficiency over time (1, 2, 4, 6,
and 16 weeks).

2. Materials and Methods
2.1. Synthesis, Characterization and In Vitro Studies of Nanoparticles
2.1.1. Materials

Poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA Resomer® RG504H) was purchased from Evonik
Industries AG (Essen, Germany), and sodium cholate, ethyl acetate and melanin (in powder)
were purchased from Sigma Aldrich (Merck KGaA; Darmstadt, Germany).

Human dermal fibroblasts (NHDF-Ad) were obtained from Lonza (Basel, Switzerland),
J774A.1 mouse monocyte macrophages ATCC-TIB-67™ were acquired from LGC Standards
(Barcelona, Spain) and the human breast adenocarcinoma cell line MDA-MB-231 was
kindly donated by Dr. Alberto Jiménez Schumacher (Institute for Health Research Aragon,
Zaragoza, Spain). These cell lines were used to determinate the subcytotoxic dose of the
nanoparticles used.

2.1.2. Synthesis of Nanoparticles with Encapsulated Melanin

Melanin encapsulation was carried out by the double emulsion solvent evaporation
method (w/o/w) [45], as illustrated in Figure 1. In the first step, melanin was dissolved in
the aqueous phase; for this purpose, a Milli-Q water solution was adjusted to pH 8 using
NaOH, and melanin was added at varying concentrations (0.15, 0.3, 0.5 and 1 mg/mL).
In parallel, different concentrations (5, 10, 15 and 20 mg/mL) of PLGA and 3 mL of ethyl
acetate were used for the preparation of the organic phase. Then, 1 mL of NaOH–melanin
was dissolved in the above solution, and 1 mL of Milli-Q water was added again. The
mixture was sonicated at 40% amplitude for 20 s (Digital sonifier 450, Branson, MO, USA);
8 mL of 1% sodium cholate was added as surfactant and sonicated again at 40% for 40 s.
Finally, 12 mL of 0.3% sodium cholate were added. The solution was left to evaporate
for 3 h at 600 rpm on a shaking plate, and the samples were centrifuged at 7500 rpm and
15 ◦C for 15 min. Finally, the synthesized melanin-loaded nanoparticles (Mel-NPs) were
resuspended at 10 or 20 mg/mL in a 1% (w/v) methylcellulose hydrogel for the preparation
of suspensions.

Nanomaterials 2024, 14, x FOR PEER REVIEW 3 of 17 
 

 

duration of its action. We performed histological evaluation and analyzed the efficacy of 
lymph node tattooing in a total of 7 pigs to study its biological behavior and tattooing 
efficiency over time (1, 2, 4, 6, and 16 weeks).  

2. Materials and Methods 
2.1. Synthesis, Characterization and In Vitro Studies of Nanoparticles 
2.1.1. Materials 

Poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA Resomer® RG504H) was purchased from Evo-
nik Industries AG (Essen, Germany), and sodium cholate, ethyl acetate and melanin (in 
powder) were purchased from Sigma Aldrich (Merck KGaA; Darmstadt, Germany).  

Human dermal fibroblasts (NHDF-Ad) were obtained from Lonza (Basel, Switzer-
land), J774A.1 mouse monocyte macrophages ATCC-TIB-67™ were acquired from LGC 
Standards (Barcelona, Spain) and the human breast adenocarcinoma cell line MDA-MB-
231 was kindly donated by Dr. Alberto Jiménez Schumacher (Institute for Health Research 
Aragon, Zaragoza, Spain). These cell lines were used to determinate the subcytotoxic dose 
of the nanoparticles used. 

2.1.2. Synthesis of Nanoparticles with Encapsulated Melanin 
Melanin encapsulation was carried out by the double emulsion solvent evaporation 

method (w/o/w) [45], as illustrated in Figure 1. In the first step, melanin was dissolved in 
the aqueous phase; for this purpose, a Milli-Q water solution was adjusted to pH 8 using 
NaOH, and melanin was added at varying concentrations (0.15, 0.3, 0.5 and 1 mg/mL). In 
parallel, different concentrations (5, 10, 15 and 20 mg/mL) of PLGA and 3 mL of ethyl 
acetate were used for the preparation of the organic phase. Then, 1 mL of NaOH–melanin 
was dissolved in the above solution, and 1 mL of Milli-Q water was added again. The 
mixture was sonicated at 40% amplitude for 20 s (Digital sonifier 450, Branson, MO, USA); 
8 mL of 1% sodium cholate was added as surfactant and sonicated again at 40% for 40 s. 
Finally, 12 mL of 0.3% sodium cholate were added. The solution was left to evaporate for 
3 h at 600 rpm on a shaking plate, and the samples were centrifuged at 7500 rpm and 15 
°C for 15 min. Finally, the synthesized melanin-loaded nanoparticles (Mel-NPs) were re-
suspended at 10 or 20 mg/mL in a 1% (w/v) methylcellulose hydrogel for the preparation 
of suspensions. 

 
Figure 1. Schematic representation of the synthesis of melanin-loaded PLGA nanoparticles by the 
water-in-oil-in-water (w/o/w) method. 

2.1.3. Electron Microscopy Studies 

Figure 1. Schematic representation of the synthesis of melanin-loaded PLGA nanoparticles by the
water-in-oil-in-water (w/o/w) method.



215

Nanomaterials 2024, 14, 1149 3 of 16

performed histological evaluation and analyzed the efficacy of lymph node tattooing in a
total of 7 pigs to study its biological behavior and tattooing efficiency over time (1, 2, 4, 6,
and 16 weeks).

2. Materials and Methods
2.1. Synthesis, Characterization and In Vitro Studies of Nanoparticles
2.1.1. Materials

Poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA Resomer® RG504H) was purchased from Evonik
Industries AG (Essen, Germany), and sodium cholate, ethyl acetate and melanin (in powder)
were purchased from Sigma Aldrich (Merck KGaA; Darmstadt, Germany).

Human dermal fibroblasts (NHDF-Ad) were obtained from Lonza (Basel, Switzerland),
J774A.1 mouse monocyte macrophages ATCC-TIB-67™ were acquired from LGC Standards
(Barcelona, Spain) and the human breast adenocarcinoma cell line MDA-MB-231 was
kindly donated by Dr. Alberto Jiménez Schumacher (Institute for Health Research Aragon,
Zaragoza, Spain). These cell lines were used to determinate the subcytotoxic dose of the
nanoparticles used.

2.1.2. Synthesis of Nanoparticles with Encapsulated Melanin

Melanin encapsulation was carried out by the double emulsion solvent evaporation
method (w/o/w) [45], as illustrated in Figure 1. In the first step, melanin was dissolved in
the aqueous phase; for this purpose, a Milli-Q water solution was adjusted to pH 8 using
NaOH, and melanin was added at varying concentrations (0.15, 0.3, 0.5 and 1 mg/mL).
In parallel, different concentrations (5, 10, 15 and 20 mg/mL) of PLGA and 3 mL of ethyl
acetate were used for the preparation of the organic phase. Then, 1 mL of NaOH–melanin
was dissolved in the above solution, and 1 mL of Milli-Q water was added again. The
mixture was sonicated at 40% amplitude for 20 s (Digital sonifier 450, Branson, MO, USA);
8 mL of 1% sodium cholate was added as surfactant and sonicated again at 40% for 40 s.
Finally, 12 mL of 0.3% sodium cholate were added. The solution was left to evaporate
for 3 h at 600 rpm on a shaking plate, and the samples were centrifuged at 7500 rpm and
15 ◦C for 15 min. Finally, the synthesized melanin-loaded nanoparticles (Mel-NPs) were
resuspended at 10 or 20 mg/mL in a 1% (w/v) methylcellulose hydrogel for the preparation
of suspensions.
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2.1.3. Electron Microscopy Studies

The morphological characterization and size distribution of the resulting particles were
performed by scanning electron microscopy (SEM Inspect F50, FEI Company, Hillsboro,
OR, USA) at an acceleration voltage of 5–10 kV. The particles were deposited on carbon tape
placed on an aluminum slide. The samples were coated with a Pd layer using a high vacuum
coater (Leica EM ACE200, Wetzlar, Germany). Diameter distributions were obtained from
manual measurements using the free Image-J software (v1.52; National Institutes of Health,
2019) for a sample of 100 nanoparticles. The morphology and dimensions were also assessed
using a T20-FEI transmission electron microscope (FEI Company, Hillsboro, OR, USA) at
200 kV. TEM samples were prepared by depositing 50 µL of the corresponding colloids
dispersed in Milli-Q water on a formvar-coated copper grid and dried for at least 2 h.

2.1.4. Quantification of Melanin Encapsulation

The quantification of the melanin encapsulated in the PLGA NPs was assessed by
thermogravimetric analysis (Mettler Toledo TGA/STDA 851e, Mettler Toledo; Columbus,
OH, US) using the degradation temperatures of the PLGA and melanin, analyzed from
30 to 800 ◦C with a N2 flow rate of 50 mL/min. This quantification was also indirectly
performed by the evaluation of the UV–Vis spectra of the supernatants collected after the
synthesis. The amount of melanin was quantified by UV–Vis spectroscopy (Jasco V670,
Jasco, Easton, MD, USA), using the maximum absorbance at 193 nm attributed to the
electronic transition of the melanin π-π* backbone.

2.1.5. In Vitro Release Studies

To obtain the melanin release profiles, Mel-NPs were dispersed in distilled water and
kept for 28 days at 37 ◦C under continuous agitation. Aliquots of the supernatants were
taken every day during the first week, and once a week for the rest of the month (1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 14, 21, and 28 days after the beginning of the experiment). The concentration of
released melanin (in the supernatant) was obtained from the UV–Vis spectrum (absorbance
maximum at 193 nm), as detailed in the previous section.

2.1.6. Cell Viability Assays

The cytotoxicity of the Mel-NPs was determined using the Blue Cell Viability Assay
(Abnova, Taipei, Taiwan) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the cells
were seeded at concentration of 6000 cells/well for fibroblasts and J774 cells, and then
18,000 cells/well for the MBA-MD-231 cell line, before being incubated for 24 h at 37 ◦C and
5% CO2. Subsequently, Mel-NPs at different concentrations were added to the cells (0.1, 0.05,
0.025 and 0.01 mg/mL). After 24 h, the reagent (10% (v/v)) was added, cells were incubated
for 4 h at 37 ◦C and 5% CO2 and fluorescence were read at 530/590 ex/em in a Varioskan
LUX microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Cytotoxicity was
evaluated by comparing the values obtained for the treated cells with those retrieved from
untreated cells, assigning to these controls 100% viability. Four replicas of each experiment
were performed in triplicate. All results are presented as mean ± standard deviation.
Data were analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA) (GraphPad Prism 8,
San Diego, CA, USA). Statistically significant differences were considered when p ≤ 0.05.

2.2. In Vivo Studies of Mel-NPs
2.2.1. Animals and Surgical Procedures

Seven female White Landrace pigs with an average weight of 25 kg (ranging from 22
to 30 kg) were used. The experimental animals were divided into two study groups. The
“short-term study” included 4 animals that were housed for 1, 2, 4 and 6 weeks, and the “long-
term study” included 3 animals that were housed for 16 weeks. The study was carried out
in the facilities of the Institute for Health Research Aragon (Zaragoza, Spain), in accordance
with the Spanish Policy for Animal Protection RD53/2013 which meets the European Union
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Directive 2010/63. The experimental procedure was approved by the Animal Research Ethics
Committee of the University of Zaragoza under the reference PI09/20.

In all animals, injections of the pigments were administered in selected peritoneal
lymph nodes from the splenic artery root, portal vein root and distal ileum regions. A total
of 10 lymph nodes were tattooed with Mel-NPs (20 mg/mL) in the “short-term studies”.
In the “long-term studies”, 6 lymph nodes were tattooed with 20 mg/mL of Mel-NPs,
and 9 lymph nodes were marked with 10 mg/mL of Mel-NPs to also analyze the con-
centration influence. The surgical procedure was performed under general anesthesia
with oral intubation, mechanical ventilation and neuromuscular blockade. Animals were
premedicated with zolazepam (Zoletil, Virbac, Hong Kong, 0.05 mg/kg) and intramuscular
dexmedetomidine (Dexmopet, Fatro Iberica SL, Sant Just Desvern, Spain, 0.08 mL/kg).
Anaesthetic induction was performed with disopropylphenol (Propofol 1% MCT, Fresenius
Kabi Laboratories Spain, Barcelona, Spain, 6 mg/kg) and sevofluorane 1.9% (Baxter SL,
Valencia, Spain) was used for maintenance. Muscle block was induced with pancuronium
bromide (Pavulon, Organon Española SA, Jersey City, NJ, USA, 4 mg/mL). Intraoperative
analgesia consisted of the continuous infusion of fentanyl (Fentanest, Aurovitas España,
Madrid, Spain, 10 µg/kg/h), and Ringer’s lactate (8 mL/kg/h) was the solution used as
fluid therapy. For vector administration surgery, a midline laparotomy was performed
to expose the abdominal viscera and isolate the selected mesenteric nodes. Vectors were
directly administrated in the lymph nodes (2 or 3 lymph nodes per pig) in 0.2 mL doses
(10 and 20 mg/mL) loaded into 1 mL syringes through 21G needles. After surgery, the
animals were housed under special conditions in heated cages. We used buprenorphine
(Buprenodale, Dechra, Northwich, UK, 0.05–0.1 mg/kg/day) during the first 72 h after
surgery, and antibiotic prophylaxis with enrofloxacin (Enroflox, Agrovet Market SA, Lima,
Peru, 2.5 mg/kg) until the lymph node dissection surgery was performed after 1, 2, 4,
6 or 16 weeks. For lymph node dissection surgeries, a wide median laparotomy was
also performed, and the tattooed lymph nodes were resected. At the end of the experi-
ment, the animals were euthanized by a single injection of potassium chloride (1 mEq/kg)
intravenously, preventing depolarization of the heart muscle and causing it to stop.

2.2.2. Histopathological Studies

After sampling, lymph nodes were fixed in 4% formalin for 3–5 days and cut into
approximately 3 mm thick tissue slices. The most pigmented slice was selected for histo-
logical processing. Samples were processed according to standard procedures and stained
with hematoxylin and eosin (H&E) for light microscopy examination by Scientific Technical
Services—Microscopy and Pathology from the Institute for Health Research Aragon.

2.2.3. Statistical Analysis

This study included 1 macroscopic variable (the ‘ease of identification’) and 3 micro-
scopic variables (the ‘location of the nanoparticles’ and the ‘extent of inflammation’). Study
groups were made according to time (‘short term’ and ‘long term’) and Mel-NPs concentra-
tion (10 and 20 mg/mL). To study the difference between groups, the Mann-Whitman U test
was performed using IBM SPSS Statistics 29.0.10 (SPSS Inc.; Chicago, IL, USA). Statistically
significant differences were considered when p ≤ 0.05.

• Ease of identification. Before dissection surgery, the tattooed lymph nodes were
evaluated in situ and the “ease of visual identification” was subjectively assessed
by experienced surgeons on a scale from 1 to 3 (1 being ‘indistinguishable’ and
3 “optimal”), as depicted in Figure 2a.

• Location of the nanoparticles. The determination of the location of the particles was
made subjectively according to the predominant location of the marking (Figure 2b).
As shown in Figure 2b, the location of the marking was classified as: inner zone, peri-
capsular region, adjacent tissue, inner zone/pericapsular region, inner zone/adjacent
tissue, pericapsular region/adjacent tissue or all locations.
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Directive 2010/63. The experimental procedure was approved by the Animal Research Ethics
Committee of the University of Zaragoza under the reference PI09/20.

In all animals, injections of the pigments were administered in selected peritoneal
lymph nodes from the splenic artery root, portal vein root and distal ileum regions. A total
of 10 lymph nodes were tattooed with Mel-NPs (20 mg/mL) in the “short-term studies”.
In the “long-term studies”, 6 lymph nodes were tattooed with 20 mg/mL of Mel-NPs,
and 9 lymph nodes were marked with 10 mg/mL of Mel-NPs to also analyze the con-
centration influence. The surgical procedure was performed under general anesthesia
with oral intubation, mechanical ventilation and neuromuscular blockade. Animals were
premedicated with zolazepam (Zoletil, Virbac, Hong Kong, 0.05 mg/kg) and intramuscular
dexmedetomidine (Dexmopet, Fatro Iberica SL, Sant Just Desvern, Spain, 0.08 mL/kg).
Anaesthetic induction was performed with disopropylphenol (Propofol 1% MCT, Fresenius
Kabi Laboratories Spain, Barcelona, Spain, 6 mg/kg) and sevofluorane 1.9% (Baxter SL,
Valencia, Spain) was used for maintenance. Muscle block was induced with pancuronium
bromide (Pavulon, Organon Española SA, Jersey City, NJ, USA, 4 mg/mL). Intraoperative
analgesia consisted of the continuous infusion of fentanyl (Fentanest, Aurovitas España,
Madrid, Spain, 10 µg/kg/h), and Ringer’s lactate (8 mL/kg/h) was the solution used as
fluid therapy. For vector administration surgery, a midline laparotomy was performed
to expose the abdominal viscera and isolate the selected mesenteric nodes. Vectors were
directly administrated in the lymph nodes (2 or 3 lymph nodes per pig) in 0.2 mL doses
(10 and 20 mg/mL) loaded into 1 mL syringes through 21G needles. After surgery, the
animals were housed under special conditions in heated cages. We used buprenorphine
(Buprenodale, Dechra, Northwich, UK, 0.05–0.1 mg/kg/day) during the first 72 h after
surgery, and antibiotic prophylaxis with enrofloxacin (Enroflox, Agrovet Market SA, Lima,
Peru, 2.5 mg/kg) until the lymph node dissection surgery was performed after 1, 2, 4,
6 or 16 weeks. For lymph node dissection surgeries, a wide median laparotomy was
also performed, and the tattooed lymph nodes were resected. At the end of the experi-
ment, the animals were euthanized by a single injection of potassium chloride (1 mEq/kg)
intravenously, preventing depolarization of the heart muscle and causing it to stop.

2.2.2. Histopathological Studies

After sampling, lymph nodes were fixed in 4% formalin for 3–5 days and cut into
approximately 3 mm thick tissue slices. The most pigmented slice was selected for histo-
logical processing. Samples were processed according to standard procedures and stained
with hematoxylin and eosin (H&E) for light microscopy examination by Scientific Technical
Services—Microscopy and Pathology from the Institute for Health Research Aragon.

2.2.3. Statistical Analysis

This study included 1 macroscopic variable (the ‘ease of identification’) and 3 micro-
scopic variables (the ‘location of the nanoparticles’ and the ‘extent of inflammation’). Study
groups were made according to time (‘short term’ and ‘long term’) and Mel-NPs concentra-
tion (10 and 20 mg/mL). To study the difference between groups, the Mann-Whitman U test
was performed using IBM SPSS Statistics 29.0.10 (SPSS Inc.; Chicago, IL, USA). Statistically
significant differences were considered when p ≤ 0.05.

• Ease of identification. Before dissection surgery, the tattooed lymph nodes were
evaluated in situ and the “ease of visual identification” was subjectively assessed
by experienced surgeons on a scale from 1 to 3 (1 being ‘indistinguishable’ and
3 “optimal”), as depicted in Figure 2a.

• Location of the nanoparticles. The determination of the location of the particles was
made subjectively according to the predominant location of the marking (Figure 2b).
As shown in Figure 2b, the location of the marking was classified as: inner zone, peri-
capsular region, adjacent tissue, inner zone/pericapsular region, inner zone/adjacent
tissue, pericapsular region/adjacent tissue or all locations.
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• Extent of inflammation. The degree of intensity of the inflammatory response was
quantified according to the extent of the inflamed tissue. The most extensive section
of inflammatory tissue in the lymph node was manually measured using the ImageJ
software 2024 [46].
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2.2.4. Ultrastructural Studies

After sampling, biopsies were fixed in 2% glutaraldehyde in PB for 3 days and subsequently
washed with PB. Samples were post-fixed with 2% osmium, rinsed, dehydrated in graded
acetone (30%, 50%, 70% with 2% uranyl acetate, 90%, 100%), cleared in propylene oxide and
embedded in araldite (Durcupan, Fluka AG; Buchs SG, Switzerland, Hatfield, PA, USA). A
RMC MT-XL ultramicrotome was used for obtaining semi-fine and ultra-fine tissue slices.
Semi-thin (1.5 µm) and ultra-thin (0.05 µm) sections were cut with a diamond knife. Semi-thin
sections were stained with 1% toluidine blue and examined by light microscopy (Olympus BX51
microscope, Olympus Imaging Corporation; Tokyo, Japan). Ultra-thin sections were collected
on Formvar-coated single-slot grids counterstained with 1% uranyl acetate and Reynold’s lead
citrate staining. The samples were observed at the Electronic Microscopy Service of Biological
Systems of the University of Zaragoza with a JEOL JEM 1010 transmission microscope (JEOL
Ltd., Tokyo, Japan) operating at 80 kV.

3. Results
3.1. Synthesis and Characterization of Melanin-Loaded Nanoparticles
3.1.1. Optimization of PLGA and Melanin Concentration

To analyze the effect of PLGA concentration on particle size, several syntheses were
performed by varying the amount of polymer (without encapsulating melanin). As illustrated
in Figure 3a, particle size increases with PLGA concentration, attributed to an increased
viscosity of the organic solution. This observation is in agreement with previous results,
and it is corroborated by the increase in the viscosity of the organic phase along with the
increase in PLGA concentration [47]. All colloids were homogeneous in their particle size
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distribution (with a polydispersity index, PDI < 0.01) [48]. It was decided to continue the
optimization process using PLGA at a concentration of 10 mg/mL, since this minimizes the
use of polymer and no significant difference in the resulting NPs sizes was found. On the
other hand, an attempt was made to obtain colloids with high melanin load, as melanin
provides the macroscopic coloring necessary for the visualization of lymph nodes with the
naked eye. Four different syntheses were performed under varying melanin concentrations
(0.15, 0.3, 0.5 and 1 mg/mL). The maximum amount of melanin at 1 mg/mL was set as
the solubility limit for achieving its total dissolution in Milli-Q water (pH 8). Increasing
the pH of the water to pH 8 provides an environment in which melanin can be properly
ionized, increasing its solubility and allowing a better dispersion in water. In all syntheses,
the colloids were homogeneous in their particle size distribution (PDI < 0.01). As depicted in
Figure 3b, given the morphological similarity of the resulting Mel-NPs, the emulsion with
the highest melanin concentration (1 mg/mL) was chosen to subsequently obtain a superior
macroscopic staining.
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Figure 3. Morphology of the NPs during synthesis optimization, SEM micrographs are depicted
together with their respective diameter distribution histograms. (a) Optimization of PLGA concentra-
tion (5, 10, 15 and 20 mg/mL). (b) Optimization of melanin concentration (0.15, 0.3, 0.5 and 1 mg/mL)
using PLGA at 10 mg/mL.
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distribution (with a polydispersity index, PDI < 0.01) [48]. It was decided to continue the
optimization process using PLGA at a concentration of 10 mg/mL, since this minimizes the
use of polymer and no significant difference in the resulting NPs sizes was found. On the
other hand, an attempt was made to obtain colloids with high melanin load, as melanin
provides the macroscopic coloring necessary for the visualization of lymph nodes with the
naked eye. Four different syntheses were performed under varying melanin concentrations
(0.15, 0.3, 0.5 and 1 mg/mL). The maximum amount of melanin at 1 mg/mL was set as
the solubility limit for achieving its total dissolution in Milli-Q water (pH 8). Increasing
the pH of the water to pH 8 provides an environment in which melanin can be properly
ionized, increasing its solubility and allowing a better dispersion in water. In all syntheses,
the colloids were homogeneous in their particle size distribution (PDI < 0.01). As depicted in
Figure 3b, given the morphological similarity of the resulting Mel-NPs, the emulsion with
the highest melanin concentration (1 mg/mL) was chosen to subsequently obtain a superior
macroscopic staining.
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Figure 3. Morphology of the NPs during synthesis optimization, SEM micrographs are depicted
together with their respective diameter distribution histograms. (a) Optimization of PLGA concentra-
tion (5, 10, 15 and 20 mg/mL). (b) Optimization of melanin concentration (0.15, 0.3, 0.5 and 1 mg/mL)
using PLGA at 10 mg/mL.
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3.1.2. Characterization of the Optimized Mel-NPs

The morphology of the optimized Mel-NPs was analyzed using TEM. As shown in
Figure 4a, melanin can be observed as a dark pigmentation in the PLGA matrix, indicating
a successful melanin encapsulation. The optimized Mel-NPs measured 117 ± 38 nm on
average, with a relative standard deviation (RSD) of 32.7% and a PDI < 0.01.
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An attempt was made to quantify the encapsulation efficiency by TGA, but Mel-
NPs were difficult to differentiate from PLGA since melanin starts to degrade at low
temperatures and overlaps with the degradation curve of polymers. However, since the
TG curve of Mel-NPs does not completely pyrolyze at 450 ◦C, it was possible to establish
a minimum melanin concentration of 17.8% (Figure 4b). To corroborate these findings,
the concentration of encapsulated melanin was quantified indirectly through the UV–
Vis spectrum of the supernatant knowing the melanin absorbance maximum at 193 nm
(Figure 4c). With this method, a melanin encapsulation yield of 65.8 ± 9.1% (with respect
to the initial concentration used in the synthesis), which represents 23.5% melanin loading
by weight in the resulting Mel-NPs.

In vitro melanin release was determined by the UV–Vis spectrophotometry of the
supernatant. For the experiment, Mel-NPs were dispersed in distilled water and kept for
28 days at 37 ◦C under continuous agitation. As shown in Figure 4d, Mel-NPs exhibits an
initial burst release due to the unencapsulated weakly adhering melanin on the nanopar-
ticle surface, and after 4 weeks, ∼24% melanin was continuously released from the NPs
synthesized with PLGA. PLGA is a biodegradable polymer that is degraded due to the
hydrolysis of its ester linkages, leading to the gradual release of the drug by diffusion as
the polymer matrix erodes.

The cytotoxicity of Mel-NPs was determined in three cell lines: MDA-MB-231 (human
breast adenocarcinoma), J774 (murine macrophages) and NHDF-Ad (human dermal fibrob-
lasts), 24 h after incubation. As shown in Figure 4e, Mel-NPs were not cytotoxic at any
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concentration tested in any of the studied cell lines (79–100%), which are closely related to
the intended clinical application. The results are in compliance with ISO 10993-5, which
states that cell viability higher than 70% is considered as cytocompatibility [49].

3.2. Intraoperative Identification of Tattooed Lymph Nodes

As shown in Figure 5, a total of 25 nodes were tattooed with Mel-NPs-based vectors
(10 lymph nodes using 20 mg/mL in the short-term studies; 6 lymph nodes using
20 mg/mL and 9 lymph nodes using 10 mg/mL in the long-term studies). The short-term
studies consisted of stabling for 1-6 weeks, while the long-term studies were conducted
16 weeks after the administration. We did not observe any migration of the tattoo to
other lymph nodes in any case, so the correlation between the tattooed lymph node and
the lymph node established as ‘sentinel’ corresponds to 100%. As depicted in Figure 5b,
77.8–83.3% of the tattooed nodes were identified during the surgery (identification rate).
Vector identification rates of Mel-NPs (20 mg/mL) were similar in the short- and long-
term studies, suggesting that tattooing is stable for up to 16 weeks. Additionally, in both
short-term and long-term studies, the nodes clearly showed visible tattoos (Figure 5c).
Differences in concentration of Mel-NPs were observed, reducing the identification rate by
about 30% (Figure 5d). The ease of identification was also notably reduced (Figure 5e and
Table S1). However, the difference was not statistically significant.
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Figure 5. Identification rate and ease of identification of Mel-NPs tattooed lymph nodes. (a) Pho-
tographs of lymph nodes tattooed with Mel-NPs vectors (20 mg/mL) at different times. (b) Identifi-
cation rates of lymph nodes tattooed with Mel-NPs vectors (20 mg/mL) in the short- and long-term
studies. (c) Ease of identification of lymph nodes tattooed with Mel-NPs vectors (20 mg/mL) in the
short and long-term studies. (d) Identification rates of lymph nodes tattooed with Mel-NPs vectors
using 20 and 10 mg/mL colloids in the long-term studies. (e) Ease of identification of lymph nodes
tattooed with Mel-NPs vectors using 20 and 10 mg/mL colloids in the long-term studies.

3.3. Histological Studies
3.3.1. Histopathological Findings

In all tattooed lymph nodes, granulomatous foreign-body-reaction-type inflammation
associated with the presence of Mel-NPs was identified. The inflammatory process was
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concentration tested in any of the studied cell lines (79–100%), which are closely related to
the intended clinical application. The results are in compliance with ISO 10993-5, which
states that cell viability higher than 70% is considered as cytocompatibility [49].

3.2. Intraoperative Identification of Tattooed Lymph Nodes

As shown in Figure 5, a total of 25 nodes were tattooed with Mel-NPs-based vectors
(10 lymph nodes using 20 mg/mL in the short-term studies; 6 lymph nodes using
20 mg/mL and 9 lymph nodes using 10 mg/mL in the long-term studies). The short-term
studies consisted of stabling for 1-6 weeks, while the long-term studies were conducted
16 weeks after the administration. We did not observe any migration of the tattoo to
other lymph nodes in any case, so the correlation between the tattooed lymph node and
the lymph node established as ‘sentinel’ corresponds to 100%. As depicted in Figure 5b,
77.8–83.3% of the tattooed nodes were identified during the surgery (identification rate).
Vector identification rates of Mel-NPs (20 mg/mL) were similar in the short- and long-
term studies, suggesting that tattooing is stable for up to 16 weeks. Additionally, in both
short-term and long-term studies, the nodes clearly showed visible tattoos (Figure 5c).
Differences in concentration of Mel-NPs were observed, reducing the identification rate by
about 30% (Figure 5d). The ease of identification was also notably reduced (Figure 5e and
Table S1). However, the difference was not statistically significant.
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tographs of lymph nodes tattooed with Mel-NPs vectors (20 mg/mL) at different times. (b) Identifi-
cation rates of lymph nodes tattooed with Mel-NPs vectors (20 mg/mL) in the short- and long-term
studies. (c) Ease of identification of lymph nodes tattooed with Mel-NPs vectors (20 mg/mL) in the
short and long-term studies. (d) Identification rates of lymph nodes tattooed with Mel-NPs vectors
using 20 and 10 mg/mL colloids in the long-term studies. (e) Ease of identification of lymph nodes
tattooed with Mel-NPs vectors using 20 and 10 mg/mL colloids in the long-term studies.

3.3. Histological Studies
3.3.1. Histopathological Findings

In all tattooed lymph nodes, granulomatous foreign-body-reaction-type inflammation
associated with the presence of Mel-NPs was identified. The inflammatory process was
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characterized by the presence of macrophages and multinucleated giant cells that phagocy-
tosed and isolated the Mel-NPs from the first week after inoculation (Figure 6a). Necrotic
foci associated with the foreign-body-type inflammatory reaction to the administration of
the particles were observed in some lymph nodes (Figure 6b).
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Figure 6. Histopathological findings of tattooed lymph node of Mel-NPs, where Mel-NPs appear
brown and are easily distinguished from H&E staining. (a) The distribution of Mel-NPs shows a
quite homogeneous morphology characterized by small granules. A foreign body reaction associated
with Mel-NPs was observed, characterized by the presence of multinucleated giant cells (arrows).
NP-loaded macrophages are also depicted. (b) Foci of necrosis associated with a foreign body reaction
were observed in the ‘short-term studies’.

3.3.2. Location of the Nanoparticles

A histopathological evaluation of the labelled lymph nodes revealed that the particles
were mainly located in the internal region of the node, in the pericapsular area or in the
tissue adjacent to the node, although occasionally mixed particles were found (Figure 7).
In the short-term studies, Mel-NPs (20 mg/mL) were mainly found in the pericapsular
region (50%) and in the adjacent tissue (35.7%). In 14.3% of cases, they were also found in
the interior of the lymph node. In the ‘long-term’ studies, Mel-NPs were not found inside
the lymph node and were present in the adjacent tissue (44.4%) and in the pericapsular
region (55.6%). On the other hand, Mel-NPs at a 10 mg/mL concentration (in the long-term
studies) were found in the pericapsular region (36.4%), in the adjacent tissue (36.4%) and
inside the lymph node (27.3%) (Figure S1, Table S2). No statistically significant differences
were detected.

3.3.3. Extent of Inflammation

The extent of inflammation produced by Mel-NPs (20 mg/mL) in the ‘short-term
studies’ was 398 ± 290 µm, while in the ‘long-term studies’ it was 520 ± 223 µm (Table S3).
Again, there was a considerable variability between samples. In contrast, in the long-term
studies, a substantial reduction in inflammation was observed in Mel-NPs-labelled lymph
nodes at 10 mg/mL (278 ± 139 µm), although this was not statistically significant.

3.4. Ultrastructural Study

In the ultrastructural study, Mel-NPs were mainly found internalized in macrophages.
Macrophages initiate phagocytosis by forming filopodia and lamellipodia to capture particles
from the extracellular space (Figure 8a). Once captured, macrophages internalize the particles
into their cytoplasm within phagosomes. Inside the phagosomes or phagolysosomes, Mel-NPs
can be identified. In the ‘short-term studies’, the average size of the Mel-NPs was 264 ± 97 nm
(Figure 8b,c), which reduced to 43 ± 13 nm in ‘long-term studies’ (Figures 8d and S2). This
represents a reduction of approximately ∼3.4 times their size. However, in all cases, particle
aggregation is observed, resulting in large clusters of Mel-NPs. Especially in the long-term
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studies, numerous lysed macrophages were observed, with broken plasma membranes and
free organelles released into the extracellular space. This suggests that residues of crystallized
melanin, with sharp edges, could break the membrane of the macrophages’ phagolysosomes
and lead to cell lysis (Figure 8e).
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tivated macrophages with numerous lamellipodia and filopodia for the phagocytosis of Mel-NPs.
(b) Macrophage with Mel-NPs in its cytoplasm. (c) Detail of Mel-NPs within the phagosome of the
macrophage in the ‘short-term studies’. (d) Detail of Mel-NPs within the phagosome in the ‘long-term
studies’, where the particles are more electron-dense and smaller in size. (e) A macrophage lysed by the
action of the Mel-NPs. As observed, large amounts of non-encapsulated and potentially crystallized
melanin appear that break the membranes and lead to cell death.
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studies, numerous lysed macrophages were observed, with broken plasma membranes and
free organelles released into the extracellular space. This suggests that residues of crystallized
melanin, with sharp edges, could break the membrane of the macrophages’ phagolysosomes
and lead to cell lysis (Figure 8e).
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4. Discussion

The marking of the SLN through tattooing with carbon-based suspensions is increas-
ingly used in breast cancer patients prior to NACT. To date, more than 800 SLN-labeling
studies have been reported in various clinical trials [20–25,50–55], suggesting that, despite
its apparent advantages over other methods, its use has not yet become widespread in
the majority of healthcare centers. This strategy is low-cost, increases identification rates
compared to other techniques (i.e., surgical clips, magnetic seeds, radioactive seeds, re-
flector radars, etc.), does not require specialized equipment, and minimizes additional
discomfort for the patient, making it a promising alternative for SLN marking in the field
of oncological surgery [56]. However, the materials available for SLN tattooing are mainly
limited to carbon-based suspensions (i.e., Spot® (Mechanicsburg, PA, USA), CARBO-REP®

(Sterylab, Milan, Italy) or Black Eye® (The Standard Co., Ltd., Gyeonggido, Republic of
Korea)) used for other clinical purposes (such as external marking tumors for surgical
resection). Therefore, the development of specific materials showing enhanced marking
efficacy is required for the optimization of the technique.

For this purpose, we propose the use of melanin as a tattooing element to replace
carbon-based colloids, since as an endogenous pigment, it could potentially reduce asso-
ciated cytotoxicity [43]. Additionally, melanin exhibits therapeutic properties including
antioxidant, photoprotective, anti-inflammatory, and anti-tumoral in melanomas [57]. We
estimate that approximately 23.5% by weight of the optimized Mel-NPs is melanin, and
that about 24% of melanin is released in vitro after 4 weeks. In other studies on the release
of melanin from PLGA NPs (LA:GA 50:50), releases of 85% have been observed after
25 days under similar test conditions [58]. The rate of polymer degradation is subjected
to the physicochemical characteristics of the NPs and the conditions of the assay [59].
However, the Mel-NPs synthesized in this study had lower release rates of melanin com-
pared to previous reports. According to previous studies [57], melanin-loaded NPs did
not show cytotoxicity in MDA-MB-231 (breast adenocarcinoma) cell lines, fibroblasts, and
J774 (macrophages), with viabilities between 79 and 100%. In our case, we did not observe
any cytotoxicity at the doses tested.

In the in vivo studies, after the stabilization period for each group of animals, we
simulated the TAD technique for the selective excision of each lymph node. In short-
term studies (1–6 weeks), the intraoperative identification rate was 77.8%, while in long-
term studies (16 weeks), the identification rate was 83.3%. These results are similar to
those reported in other clinical and preclinical studies conducted with carbon-based
suspensions, where average identification rates of 91.2 ± 11.7% (64–100%) have been
described [20–25,50–53,55]. However, in our study, we used 0.2 mL of Mel-NPs, whereas
other studies use variable doses ranging from 0.1 to 1 mL. Additionally, in previous clinical
trials a correlation between the tattooed lymph node (TLN) and the SLN of 81.9 ± 18.6%
(47.9–100%) was described [20–25,50–53,55]. In our study, we found no dissemination to
other lymph nodes in any case, so 100% of the SLN would have corresponded to the TLN.

In all the dissected lymph nodes, a foreign-body-type inflammatory reaction was
found of varied degrees, characterized by the presence of macrophages and multinucleated
giant cells that phagocytosed and isolated the particles inoculated in the node. This type
of inflammation associated with the inoculated particles has been previously described
in skin tattoo [27,28]. Additionally, in some cases, we found small necrotic foci associated
with inflammation. However, in skin tattoos, extensive necrosis has only been described,
primarily associated with infections [60,61]. Interestingly, the inflammatory reaction did
not decrease over time; instead, it seemed to be more intense after 16 weeks. In our
ultrastructural studies, we observed that the melanin loaded on PLGA NPs disrupts
macrophage phagosomes, leading to cell lysis. In long-term studies, more non-encapsulated
melanin residues were found, suggesting that the polymer degrades and releases the
melanin, which appears to be more toxic to cells. Indeed, we observed that Mel-NPs
reduced in size by ∼3.4 times relative to long-term studies. Although in vitro release was
less than 25% after 4 weeks, the degradation rate of the polymer is dependent on the pH of
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the medium, so that the PLGA degradation of the NPs/MPs is accelerated by the presence
of the acidity of the lysosomal enzymes and in vivo conditions. Indeed, under recreated
lysosomal conditions, PLGA degradation is estimated to be close to ∼40% after 4 weeks,
which is in agreement with our in vivo observations [62,63].

5. Conclusions

Mel-NPs showed high identification rates and high scores on ease of identification both
at 10 and 20 mg/mL, suggesting that 10 mg/mL is sufficient to mark the lymph nodes.
Although not statistically significant, it would be expected that more NPs in the lymph node
would produce greater inflammatory reactions. Reducing the dose of foreign material in
the body is therefore of interest. In our long-term studies, we observed that much of the
encapsulated melanin was released, leading to an increased presence of melanin residues.
These residues, under the electron microscope, appeared rigidly shaped and edged, making
them look crystallized. We observed that these geometries led to cell death by disruption of
the phagolysosomes. Therefore, using smaller materials and a slower sustained release of
polymers may be a promising approach for the application of sentinel lymph node tattooing.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https://www.mdpi.com/article/10.3390/nano14131149/s1, Table S1: Ease of identification of the
tattooed lymph nodes. According to the identification scale described in Figure 2 of the main body of
the manuscript; Figure S1: Percentage of lymph nodes with adjacent, inner or pericapsular localiza-
tion of Mel-NPs; Table S2: Localization of Mel-NPs in the lymph nodes. According to the localization
description showed in Figure 2 of the main body of the manuscript; Table S3: Extent of inflammation
maximum length in the lymph nodes. Note that some nodes were not counted due to rupture of
nodal tissue during surgical resection or sample; Figure S2: Diameter distribution histograms of
Mel-NPs in the short and in long-term studies in vivo.
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the medium, so that the PLGA degradation of the NPs/MPs is accelerated by the presence
of the acidity of the lysosomal enzymes and in vivo conditions. Indeed, under recreated
lysosomal conditions, PLGA degradation is estimated to be close to ∼40% after 4 weeks,
which is in agreement with our in vivo observations [62,63].

5. Conclusions

Mel-NPs showed high identification rates and high scores on ease of identification both
at 10 and 20 mg/mL, suggesting that 10 mg/mL is sufficient to mark the lymph nodes.
Although not statistically significant, it would be expected that more NPs in the lymph node
would produce greater inflammatory reactions. Reducing the dose of foreign material in
the body is therefore of interest. In our long-term studies, we observed that much of the
encapsulated melanin was released, leading to an increased presence of melanin residues.
These residues, under the electron microscope, appeared rigidly shaped and edged, making
them look crystallized. We observed that these geometries led to cell death by disruption of
the phagolysosomes. Therefore, using smaller materials and a slower sustained release of
polymers may be a promising approach for the application of sentinel lymph node tattooing.
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tattooed lymph nodes. According to the identification scale described in Figure 2 of the main body of
the manuscript; Figure S1: Percentage of lymph nodes with adjacent, inner or pericapsular localiza-
tion of Mel-NPs; Table S2: Localization of Mel-NPs in the lymph nodes. According to the localization
description showed in Figure 2 of the main body of the manuscript; Table S3: Extent of inflammation
maximum length in the lymph nodes. Note that some nodes were not counted due to rupture of
nodal tissue during surgical resection or sample; Figure S2: Diameter distribution histograms of
Mel-NPs in the short and in long-term studies in vivo.
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HISTOPATHOLOGY
Tematic area

INTRODUCTION. Given the limitations presented by current techniques for labeling the sentinel lymph node (SLN) in patients with breast cancer who have undergone neoadjuvant 
therapy, the aim is to carry out labeling based on nanoparticles durable over time, stable in the node, and harmless to the health of the patient. There is no ultrastructural study that 
analyzes the interaction of nanoparticles with the different cell types that make up the sentinel node. (The Histological study is presented in Monleon et al. communication).  

CONCLUSIONS. The macrophages drag the pigment towards the lymph node capsule, 
where the pigment remains stable over time, providing a positive marking of the sentinel 
node.

FUNDING AND ACKNOWLEDGMENTS. Supported by Instituto de Salud Carlos III (IS-
CIII) project DTS20/00131. Authors would like to acknowledge the use of Servicio Gene-
ral de Apoyo a la Investigación, Universidad de Zaragoza.

RESULTS. Nanoparticle-based labeling persisted in the nodes for up to 6 weeks. Both 
the free carbon and the micro and nanoparticles were not endocytosed by any of the cell 
types that constitute the stroma of the lymph node (lymphoblasts, B and T lymphocytes, 
dendritic cells, and monocytes), all the remaining free of labeling (FIG. 2A). Nor were na-
noparticles observed inside lymphatic vessels. Macrophages phagocytosed the three 
types of particles though filipodia and lamellipodia formation (FIG.2C,D). The phagoso-
mes present differences in size, and the type of endocytosed particle can be perfectly 
distinguished inside (FIG.3). In all three cases, the carbon causes the rupture of the pha-
golysosome membrane, spilling the lysosomal hydrolases into the cytosol, which leads 
to the lysis of the cell membrane with the spillage of the cellular organelles into the extra-
cellular space (FIG.4). New macrophages are responsible for phagocytizing cell debris. 
A foreign body reaction occurs, sometimes observing multinucleated giant cells isolating 
the pigmented nanoparticles.

METHODS. As a labeling pigment, poly(lactic-co-glycolic acid)–based (PLGA) particles 
with encapsulated carbon nanoparticles (cNPs) have been developed. The particles 
have been developed using two different techniques: on the one hand, simple emulsion 
synthesis and, on the other hand, electrohydrodynamic techniques (FIG.1). The ani-
mals were kept stable for at least 6 weeks (PI09/20). The biopsies were routinely pro-
cessed to study them using a Transmission Electron Microscope (TEM).  

FIG.1. A) The nanoparticles obtained by emulsion (NPs) (100-150 nm). B) Microparticles resulting 
from electrospinning reach larger sizes (1-2 μm) (MPs). The obtained particles were suspended in a 
viscous phase and injected by direct puncture into pig lymph nodes. C) Carbon nanoparticles without 
a polymeric coating (cNPs).

FIG.2. A) Linfatic ganglia, where L: linfocyte, M: monocyte, PC: plasmatic cell. B) Macrophague 
containing lisosomes. C) Macrophages emitting lamellipodia (L) and filopodia (f). 
D) Cytoskeleton participation (arrows: actin filaments). Detail of C. 

FIG.3. Macrophages phagocytosed the three types of particles. A) C-PLGA microparticles (MPs). 
A1) Detail of the microparticles contained in a lysosome. B) C-PLGA nanoparticles (NPs). B1) Detail 
of the nanoparticles in a lysosome. C) Free carbon nanoparticles (cNPs). C1) Detail of the different 
morphologies of phagosomes. Where, Ma: macrophage, ly: lysosome, n: nucleus; g: Golgi; LV: lym-
phatic vessel.

FIG.4. A-B) Macrophage membrane rupture. Cell organelles expand into intracellular space. C) New 
macrophages phagocytize carbon again together with cellular debris. D) Giant cells (GC) isolate the 
pigment (defense against foreign body).
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Carbon and melanin based nanoparticles for lymph node labeling
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HISTOPATHOLOGY
Tematic area

INTRODUCTION. In breast cancer patients, labeling of 
the sentinel lymph node is used to facilitate its relocation 
at the time of biopsy after neoadjuvant therapy. There are 
numerous types of labels such as metallic clips, radioacti-
ve seeds or endomagnetic markers. These techniques 
have some drawbacks as displacement of the clips, the 
use of radiation or the need to access certain materials 
and equipment [1]. 

The aim of this study was to assess the lymph node mar-
king intensity and the histological changes induced after 
injection of two types of labels based on carbon and mela-
nin nanoparticles (NPs).

RESULTS. Carbon based NPs showed a high labeling intensity that was maintained throughout the study period. In the case of melanin based NPs, the intensity was high 1 week after ino-
culation but gradually decreased, although in all samples labeling was macroscopically visible (FIG.1). In both types of labeling, the pigments were located pericapsular or / and in the soft 
tissue surrounding the node (FIG.2,3). Microscopically, melanin based NPs presented a quite homogeneous morphology characterized by small granules of pigment (FIG.3). In C-NPs sam-
ples, abundant small granules combined with deposition of coarse clumps of pigment were observed (FIG.2). All samples showed a foreign body reaction associated with the pigments. Foci 
of necrosis associated with foreign body reaction were observed in melanin based NPs 1 week after inoculation and in carbon based NPs 6 weeks after inoculation (FIG.2,3).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS. The carbon and 
melanin based NPs shown in the present study may be 
an alternative approach to label lymph nodes as they 
can be identified macroscopically and remain in place 
for at least 6 weeks. These labels are relatively inex-
pensive, require no special equipment, and reduce the 
disadvantages of other techniques mentioned above. 
However, although carbon is believed to be nontoxic 
[2], we show that both carbon and melanin based NPs 
induce a foreign body reaction evident 1 week after in-
jection and maintained until week 6. In the case of me-
lanin based NPs, the tissue response was higher initia-
lly and progressively decreased, while carbon based 
NPs showed a lower inflammatory reaction after inocu-
lation that progressively increased in intensity. More 
histological and clinical studies are needed to establish 
the significance of this tissue reaction.

MATERIALS AND METHODS. As labels, poly (lactic-co-glyco-
lic acid)–based (PLGA) particles having encapsulated carbon 
nanoparticles or melanin were synthesized using the simple or 
double emulsion-solvent evaporation techniques respectively. 
Similar nanoparticles size and morphology were obtained 
using both compounds: 123 ± 32 nm in diameter for carbon and 
117 ± 38 nm for melanin. Carbon based NPs development is 
described in more detail in Baselga et al. communication.
The two types of labels were inoculated into 2 or 3 mesenteric 
lymph nodes from 4 healthy female pigs. Animals were sacrifi-
ced at 1, 2, 3 and 6 weeks after inoculation and the mesenteric 
lymph nodes were collected and fixed in 10% formalin. Proce-
dures were approved by the Animal Experimentation Ethical 
Commission, University of Zaragoza (permit number: PI09/20). 
Macroscopically, the marking intensity was subjectively scored 
based on the extent of labeling. After, formalin-fixed tissues 
were trimmed and processed according to standard histopa-
thological procedures. Microscopically, location and morpholo-
gy of the pigments and histological changes associated to them 
were evaluated.

FUNDING. Supported by Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) project DTS20/00131. | ACKNOWLEDGEMENTS. Authors would like to acknowledge the use of Servicio General de Apoyo a la Investigación, Universidad de Zaragoza.
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FIG.1. Labeling intensity. Carbon based NPs 1 (a) and 6 (b) weeks after inoculation. Melanin-based NPs 1 (c) and 6 (d) weeks after inoculation. 

FIG.2. Carbon based NPs 1 (A, detail in B) and 6 (C, detail in D) 
weeks after inoculation. Pigments are located pericapsular (A) and 
in the soft tissue surrounding the node (C). In both samples, abun-
dant small granules combined with deposition of coarse clumps of 
pigment are observed. A foreign body reaction associated with the 
pigments is observed 1 and 6 weeks after inoculation (B,D). Foci of 
necrosis associated with foreign body reaction is observed 6 weeks 
after inoculation (D).

FIG 3. Melanin based NPs 1 (A, detail in B) and 6 (C, detail in D) 
weeks after inoculation. Pigments are located in the soft tissue su-
rrounding the node (A) and pericapsular (C). In both samples, pig-
ment presents a quite homogeneous morphology characterized by 
small granules. A foreign body reaction associated with the pig-
ments is observed 1 and 6 weeks after inoculation (B,D). Foci of ne-
crosis associated with foreign body reaction is observed 1 weeks 
after inoculation (A).
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