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Resumen

En cancer de mama, la metastasis en ganglios linfaticos axilares es uno de los indicadores pro-
nosticos de mayor relevancia clinica. La diseminacién més frecuente ocurre a través de los gan-
glios axilares homolaterales, siendo el estadiaje ganglionar indispensable para la estadificaciéon
del tumor y la eleccién de tratamiento. Histéricamente, la linfadenectomia axilar (LA) constituia
el procedimiento esténdar para el estadiaje axilar. Sin embargo, en las Ultimas décadas la LA
se ha sustituido por técnicas menos invasivas como la biopsia selectiva del ganglio centinela
(BSGC), que consiste en la extirpacion individual del ganglio linfatico centinela (GC). El GC recibe
de forma directa y en primer lugar el drenaje linfatico desde la lesién tumoral, por lo que, si el GC
no muestra afectacion metastatica, el resto de los ganglios axilares probablemente permanecen
libres de enfermedad. La probabilidad de diseminacion preferente en ganglios no centinela es
inferior al 0.1 %, por lo que la BSGC ha sustituido la LA para la estadificacién del GC, reduciendo
la morbilidad de la intervencién. La deteccién del GC se basa en la inyeccidn de radiotrazadores,
que migran por via linfatica, 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 vias de drenaje linfatico
resultan modificadas y los GC pueden reducir su tamafio como consecuencia del tratamiento.
Estas pacientes presentan mayor dificultad para la identificacion 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 limitacion, los ganglijos afectados detectados previamente a la
QTNA son localizados y marcados. Existen varias técnicas para el marcaje del GC, incluyendo la
colocacidn de clips metalicos radioltcidos, magnéticos o detectados por sondas radar, el uso de
semillas radioactivas y el tatuaje del GC. Este Ultimo consiste en la administracién de suspen-
siones de carbono en el tejido ganglionar, consiguiendo una pigmentacién negra que permanece
en el ganglio hasta la cirugia definitiva y facilita su deteccidn visual en el momento quirdrgico.
El tatuaje con suspensiones de carbono ha demostrado ser una técnica simple, asequible y de
bajo coste con altas tasas de identificacion, ademas de no interferir durante la evaluacion ana-
tomopatolégica. Sin embargo, esta técnica es novedosa y todavia no se ha generalizado en las
unidades de mama. Ademas, todavia se requiere de mas investigacion sobre su permanencia
a largo plazo y su posible migracién 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 cancer de mama previa QTNA para
la diseccion axilar dirigida (DAD). Partimos de la hipotesis de que las diferentes variables fisico-
quimicas de los vectores de marcaje producen un efecto biolégico diferente en el ganglio linfa-
tico. Para este fin, optimizamos y caracterizamos 6 tipos de vectores de marcaje para su inocu-
lacion directa en los ganglios linfaticos de los animales de experimentacion. Utilizamos 10 cerdos
White Landrace para la experimentacion in vivo; 5 para estudiar los efectos sobre los ganglios
linfaticos de la inoculacion 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 encapsulacién de nanoparticulas de carbono (C-NPs) en particulas poliméricas
de acido (poli(lactico-co-glicélico), PLGA) respecto a la inoculacién de C-NPs no encapsuladas,
el efecto de la concentracion de las particulas en el vector (10 y 20 mg/ml) el efecto de la en-
capsulacion de C-NPs o melanina como elemento colorante y el efecto del tamafo de particula.
Para estudiar esta Ultima variable se encapsularon C-NPs en nano (CS) y microparticulas (CE) de
PLGA de tamanos entorno a ~100 nm (nanoparticulas, NPs) y a ~1 um (microparticulas, MPs). En
los estudios experimentales a largo plazo, ademas de mantener estas variables, se explord el uso
de otro PLGA base para conseguir una degradacién mas lenta, asi como la coencapsulacion de
cloroquina (CQ), la cual reduce la internalizacion de las particulas por parte de los macrofagos,
ademas de las C-NPs. Las NPs de PLGA con C-NPs y melanina encapsulada (M) fueron sinteti-
zadas por emulsion, mientras que las MPs de PLGA-C-NPs se obtuvieron por electrosprayado.

En este estudio, se tatuaron un total de 112 ganglios linfaticos en los animales de experimentacién
con los diversos métodos sefialados. Tras los diferentes tiempos de estabulacién, se estudiaron
diversas variables macro y microscépicas para la comparacion de los diferentes vectores. A ni-



vel macroscépico se analizaron la facilidad en la identificacion intraoperatoria y el area marcada,
mientras que a nivel microscépico se estudio la localizacidén de las particulas, el tamafio de los
cUimulos formados por los aglomerados de particulas y la intensidad de la reaccién inflamatoria.
A nivel macroscoépico, la tasa de identificacion fue del 50-100 % de los ganglios tras 16 semanas
dependiendo del tipo de particula inoculada. No se identificd ninguno de los ganglios marcados
con C-NPs no encapsuladas (control). El porcentaje de area marcada fue similar en todos los
marcajes (10.3 %), a excepcién de las C-NPs no encapsuladas, que solo tatuaron el 2.5 % de la su-
perficie del ganglio. Microscopicamente, en todos los ganglios aparecio6 reaccion inflamatoria de
tipo cuerpo extrafio asociada a la presencia de las particulas, caracterizado por la presencia de
macréfagos y células gigantes multinucleadas. En ocasiones, ademas, se encontraron pequefios
focos necroéticos, especialmente en los ganglios marcados con vectores basados en melanina.
En los estudios ultraestructurales, encontramos que los macréfagos fagocitaron y aislaron las
particulas administradas desde la primera semana tras la inoculacién. Tras su internalizacién en
fagosomas en un intento por degradar las particulas, 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 macréfagos fagocitan
los restos celulares y de particulas presentes en el medio extracelular, y asi sucesivamente hasta
las 16 semanas estudiadas. Ademas, estudiamos secuencialmente por microscopia electrénica la
migracion transendotelial transcelular como un mecanismo asociado a la reaccion inflamatoria,
donde las células inmunitarias circulantes son reclutadas en regiones especificas de los vasos y
extravasadas para orquestar una respuesta inmunitaria.

En los estudios estadisticos de las variables estudiadas, encontramos leves correlaciones posi-
tivas entre el area marcada y la extension de la inflamacion (p<0.043), el area marcada y la tasa
de identificacién (p<0.001), la inflamacién y la tasa de identificacion (p<0.001), y negativa entre
la tasa de identificacién y el tamarfio de los cimulos (p<0.044). Ademas, el tiempo es el factor
que mas afecta a las variables estudiadas. Comparando las variables en los estudios a corto y
largo plazo encontramos una reduccién significativa del area marcada (p<0.001), de la facilidad
en la identificacién (p<0.001), de la extensién de la inflamacién (p=0.002) y del tamaiio de los
cimulos (p=0.007) conforme aumenta el tiempo. Segln el tipo de marcaje (CS, CE y M) se en-
contraron diferencias en la extension de la inflamacién (p=0.041), siendo las particulas cargadas
de melanina las que mayor inflamacién desencadenan, y en el tamaro de los cimulos (p=0.039),
siendo también los vectores de melanina los que formaron agregados de particulas méas grandes.
Finalmente, el tamario de la particula en el vector de marcaje (CS y CE) solo mostré diferencias
estadisticamente significativas en la extensién de la inflamacion (p=0.044), produciendo las par-
ticulas mas pequenas (CS) mayor reaccion inflamatoria en los estudios a largo plazo. El cambio
de PLGA en los estudios a largo plazo solo reporté diferencias significativas en las distribuciones
de la variable del tamafio de los cimulos para ambos grupos, mientras que la coencapsulacion
de CQ no parecib tener efecto.

En conclusién, observamos que la encapsulacion de C-NPs en una matriz polimérica no solo
aumenta la estabilidad del marcaje en el ganglio a lo largo del tiempo (reduciendo la migracion y
evitando el marcaje de ganglios secundarios), sino que también reduce la intensidad de la res-
puesta inflamatoria y mejora la tasa de identificacién intraoperatoria tras 4 meses. A nivel clinico,
la facilidad de identificacion y la reduccién de la reaccion inflamatoria son las variables mas im-
portantes. Nuestros resultados preliminares indican que las nanoparticulas (CS) generan mayor
reaccion inflamatoria que las microparticulas (CE). Aunque a priori se sopes6 que la melanina
produjera menor citotoxicidad al tratarse de un pigmento endégeno, encontramos que produce
mayor reaccidn inflamatoria y mas necrosis en el tejido ganglionar, por lo que las C-NPs son las
candidatas méas adecuadas. La tasa de identificacion fue ligeramente superior en las CE respecto
a las CS. Sin embargo, la identificacion 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, segln estos estudios preliminares, los vectores de microparticulas de PLGA con C-NPs
encapsuladas en su interior parecen ser los candidatos méas adecuados para el marcaje del CG,
mejorando la técnica actual de tatuaje ganglionar.

N
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Abstract

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 ~1um. 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



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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Abreviaturas

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
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Acetato de Etilo

The American Joint Committee of Cancer

Biopsia Selectiva del Ganglio Centinela

Carcinoma Ductal Infiltrante

Carcinoma Ductal In Situ

Centro de Investigacion Biomédica de Aragbn

Centro de Investigacion Principe Felipe

Citoqueratina 19

Nanoparticulas de Carbono

Células reticulares CXCL12+

Cloroquina

Diseccion Axilar Dirigida

Diclorometano

Dispersion de Luz Dinamica (Dynamic Light Scattering)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimetilformamida

Primera Derivada de la Curva Termogravimétrica
Células Dendritico-Reticulares

Rec. del Factor del Crecimiento Epidérmico (Epidermic Growth Factor Receptor)
Electrocardiograma

Transicién Epitelio-Mesenquimal (Epithelium-Mesenchymal Transition)
Receptores de Estrégenos

Suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)

Food and Drug Administration

Células Dendriticas Foliculares

Células Reticulares Fibroblasticas

Ganglio Linfatico

Ganglio Linfatico 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

Inmunohistoquimica

indice de Masa Corporal

Hematoxilina/Eosina

Células Reticulares Interfoliculares

Células Tumorales Aisladas (Isolated Tumour Cells)
Acido Lactico (Lactic Acid)

Carcinoma Lobulillar Infiltrante

Carcinoma Lobulillar In Situ

Acido Glicélico (Glicolic Acid)

Global Cancer Observatory

Linfadenectomia Axilar

Metilcelulosa

Matriz Extracelular

Células Reticulares de la médula

Nanoparticulas cargadas de Melanina



MHC
MPs
MTE
MRC
MSC
mRNA
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/of/w

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
Microparticulas

Migracion Transendotelial

Célula Reticular Marginal (Marginal Reticullar Cell)

Célula Madre Mesenquimal (Mesenchymal Stem Cell)

RNA mensajero

Trampas Extracelulares de Neutréfilos

Infrarrojo Cercano (Near Infra-Red)

(Células) Asesinas Naturales (Natural Killer)
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11. Cancerde mamay
metastasis ganglionar

1.1.1. Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia sélida mas frecuentemente diagnosticada en la mu-
jer}? Segln la Gltima versién 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 cancer con mayor incidencia y el cuarto con mayor
tasa de mortalidad.? En Esparia, 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.?®

La incidencia del cancer de mama aumenta progresivamente a lo largo de los afos,
mientras que la tasa de mortalidad disminuye.* Las tasas de incidencia y mortalidad
son significativamente superiores en paises con indices 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, ademas de una mayor tasa de deteccién
a través de estudios diagnésticos.?® La elevada tasa diagnéstica en paises desarrollados
ha supuesto el tratamiento precoz de la enfermedad consiguiendo mejor prondstico a
largo plazo y una reduccién de la mortalidad.’” Aun asi, en 2022 el cancer de mama fue
la causa de muerte de 6,647 mujeres y 77 hombres en Esparia.®

1.1.2. Etiopatogenia del cancer de mama

El cdncer de mama es una patologia diversa y heterogénea, fenotipicamente variable
con multitud de subtipos biolégicos asociados a diferentes tasas de supervivencia. Si
bien su etiologia es aun desconocida, existen numerosos factores predisponentes de
cancer de mama, como los factores demograficos, los factores reproductivos, los facto-
res hormonales, los factores hereditarios, los factores patolégicos previos y los factores
relacionados con el estilo de vida.

Factores demograficos. La incidencia de cancer de mama resulta practicamente ex-
clusiva en el género femenino, siendo raramente detectada en hombres (1 %).° A pesar
de las diferencias especificas de género, el cancer de mama en hombres y mujeres
presenta caracteristicas similares.”© La tasa de incidencia de cancer de mama aumenta
significativamente con la edad, alcanzando su apogeo en la edad menopausica." Los tu-
mores malignos de mama en mujeres mas jovenes suelen presentarse de mayor tama-
Ao, en estadios mas avanzados, con positividad en ganglios linfaticos y peor prondstico
a medio y largo plazo.?®

Factores reproductivos. El riesgo de cancer de mama aumenta significativamente en
mujeres con edades menarquicas tempranas y con edad menopausica avanzada.* " La
probabilidad de cancer de mama también se reduce con el embarazo, especialmente
en mujeres jovenes.”

Factores hormonales. Existe controversia sobre la influencia de las terapias hormona-
les y la incidencia de cancer de mama. Aunque todavia no hay resultados concluyentes,
se ha descrito un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama con el uso de métodos
anticonceptivos®9202' o con la ingesta de farmacos estimulantes de la ovulacion.??

Factores genéticos.Laapariciontempranadeuncancerde mamapuedeserindicadorde
unfactor genético predisponente.?? Se hanidentificado mas de 750 mutaciones de lalinea
germinal en los genes BRCATy BRCA2 responsables de la predisposicion heredada de al-
gunos subtiposde cancerde mamay ovario.?*Este origengenéticoes causantedel4al10 %
de los casos.24252627
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Factores asociados a patologias previas. La hiperplasia ductal y lobulillar y la adenosis
esclerosante se presentan como lesiones proliferativas benignas que suponen un factor
de riesgo para contraer cancer de mama. La hiperplasia ductal atipica ha sido descrita
como un factor de riesgo en carcinomas invasivo y ductales in situ,?®?° mientras que la
de subtipo histolégico lobulillar resulta mas determinante en pacientes premenopausi-
cas.’° La adenosis esclerosante posee un papel todavia indefinido en la carcinogénesis
mamaria, aunque ha sido frecuentemente propuesta como un factor de riesgo.®°

Factores asociados al estilo de vida. La obesidad se ha correlacionado con la apari-
cién de cancer de mama, asi como el consumo de alcohol, los habitos dietéticos inade-
cuados o la reducida actividad fisica.’'-3?

1.1.3. Clasificacion histologica

El cancer de mama abarca un espectro heterogéneo de tumores con diferente fenotipo,
comportamiento biolégico y prondstico. La clasificacién de los tumores de mama mas
actualizada fue propuesta en la quinta edicidén de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) de 2019, aunque continla evolucionando.* 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 diferenciacién apocrina o carcinomas con diferenciacién
de células en anillo de sello, entre otros.

1.1.3.1. Carcinomas in situ

Los carcinomas in situ constituyen un amplio subgrupo tumoral caracterizado por la
formacioén de lesiones proliferativas malignas confinados en los ductos o I6bulos ma-
marios, sin ruptura de la membrana basal, sin invasion del estroma de canales vascula-
res o linfaticos, y sin proliferacién vascular. Los carcinomas in situ pueden ser subdivi-
didos segln su origen en carcinomas ductales in situ (CDIS) y en carcinomas lobulillares
in situ (LCIS).?® 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 cirugia conservadora.®®%’ Estos subtipos se consideran el primer estadio de un
carcinoma mamario con estructura reconocible y pueden ser precursores de carcino-
mas infiltrantes.®83° En los CDIS, las células malignas proliferan en el interior de los con-
ductos galactéforos. Por tanto, la deteccion de microcalcificaciones agrupadas durante
las mamografias puede resultar clave para el diagndstico. No obstante, el diagndstico
mas fiable se basa en los estudios histolégicos e inmunohistoquimicos. Los hallazgos
histopatolégicos permiten clasificar el tumor, pudiendo diferenciar entre no comedo-
carcinomas (sélido, cribiforme, papilar y micropapilar) y comedocarcinomas.®® Los LCIS
constituyen el 5-15 % de los carcinomas in situ y el 0.5-3.6 % del total de tumores de la
mama.*4*% Estos subtipos presentan mayor incidencia de bilateralidad (30-40 %) y mul-
ticentridad (60 %) respecto a los CDIS.?® Ademas, muestran mayor incidencia en mu-
jeres mayores y una estructura morfolégica de mayor tamario.*? Los LCIS no presentan
una estructura morfologica especifica, lo que supone un dificil diagndstico radiolégico.
Habitualmente, estos subtipos tumorales aparecen como masas tisulares normales o
pueden ser errbneamente asociados a displasias mamarias o fibroadenomas.®®

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 lesién maligna mas frecuente en cancer de mama con una tasa del 65-80 % de los
casos.*® Este subtipo de tumor tiene su origen en las células epiteliales y mioepiteliales
de los conductos galactéforos y se caracteriza por presentar un crecimiento sélido, con
un grado de fibrosis asociada variable. Es frecuente la aparicién de metastasis por di-
seminacion linfatica.** El carcinoma lobulillar infiltrante (LCI) representa del 8 al 14 % de
los canceres de mama.*5#¢ Su morfologia difiere del CDI al presentar células pequenas



y redondeadas con escasa componente citoplasmatica, que se infiltran en el estroma
en una sola fila y rodean los tejidos benignos de manera organizada.*® Es por esto que, a
menudo es complejo diferenciar las masas tumorales y no son facilmente detectables
de manera precoz con palpacién.*’ Este subtipo de carcinoma tiende a una distribucién
multicéntrica y bilateral.*® 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.*®

11.4. Clasificacion molecular

Existe una clasificacién inmunohistoquimica de los tumores de mama con arreglo a una
serie de pardmetros histoquimicos, incluyendo la expresién de los receptores estro-
génicos (ER), progestagenos (PR) y del receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano tipo 2 (HER2), asi como el indice de proliferacién (marcado como porcentaje
de captacién del marcador Ki67). En tumores de mama, el estudio de ER, PR, el oncogén
HER2 y el antigeno Ki67 es crucial para el diagnodstico y la planificacion terapéutica.**®

Los receptores hormonales ER y PR son receptores de superficie con un papel me-
diador en los procesos de transcripcion celular en la glandula mamaria. En condicio-
nes fisioldgicas normales, estos receptores se unen a hormonas esteroideas, regulan la
transcripcion de genes y mantienen el equilibrio celular. Sin embargo, en condiciones
patolégicas, resultan sobreexpresados e inducen a un rapido crecimiento del tumor. Si
bien el prondstico de la paciente esta sujeto a otros factores, como el tamafio tumoral
o la apariciéon de metéastasis linfatica, entre otros, la presencia de ER y/o PR en céancer
de mama se asocia a una mayor supervivencia libre de enfermedad y a una mayor su-
pervivencia global.??-% Por tanto, en tumores en estadios bajos la presencia de ER es
indicativa de mejor pronéstico y mejor respuesta frente a terapia endocrina.®” El onco-
gén HERZ2 codifica una proteina ubicada en la membrana que pertenece a la familia del
factor del receptor crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés Epidermal Growth Factor
Receptor). La sobreexpresién de HER2 implica tumores de mayor grado histologico,
alto indice proliferativo y propensidn a la metastasis ganglionar, lo que supone peor
prondstico a medio y largo plazo.%® El anticuerpo monoclonal Ki67 detecta un antigeno
nuclear presente en células en las fases proliferativas del ciclo celular, siendo indicativo
del crecimiento tumoral y Gtil para medir la respuesta ante tratamientos adyuvantes.®®

La clasificacion molecular propuesta por Perou et al.%® constituye un estandar que agru-
pa los subtipos de cancer de mama en cinco categorias atendiendo a su perfil inmu-
nohistoquimico. Segln esta clasificacion es posible diferenciar: Luminal A, Luminal B
(HER2+ y HER2-), triple negativo y HER2+ (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Clasificacién molecular del cancer de mama. Adaptada de Perou et al.?®

Luminal A HER'i‘jm'"a':ER o HER2+ TNBC
ER + + + - -
PR i = I+ - -
HER2 - s + + -
Ki67 Bajo Alto Bajo/Alto Alto Alto
Incidencia 40-50 % — 20-30% — 15-20 % 10-20 %
Grado histolégico Grado | — Gradoll — Grado lll Grado lll

31



Tx

TO
Tis

T

T2
T3
T4

32

11.4.1. 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 pronéstico a largo plazo, con menor
incidencia de recidivas y mayor supervivencia en recaidas. Presenta buen comportamiento
frente a hormonoterapia, aunque escasa respuesta a la quimioterapia.?® 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 canceres de mama. Ambos presentan buen comportamiento ante terapias
endocrinas y quimioterapias. Sin embargo, estos subtipos presentan peor prondstico a largo
plazo con elevada tasa de recidivas viscerales y menor supervivencia global.t°

11.4.2. HER2+

Los subtipos tumorales HER2+ (HER2+, ER-, PR-, Ki alto) presentan mejor respuesta a far-
macos que bloquean la actividad del HER2, como el trastuzumab o el pertuzumab.®® Estos
tumores estan asociados a mal prondstico y constituyen el 15-20 % de los céanceres de
mama.®®

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 inmunohistoquimico ER-, PR-, HER2- y Ki67
alto. Estos tumores representan el 15-20 % de los carcinomas mamarios y presentan buen
comportamiento frente a quimioterapia, ademas de poder ser tratados terapéuticamente
con inhibidores de la enzima poli ADP ribosa polimerasa (PARP, del inglés poly-ADP ribose
polymerase).’® No obstante, estos tumores presentan mal pronéstico clinico. Habitualmente,

estos subtipos estan relacionados con la mutacién BRCA1/2 y del EGFR.®

11.5. Estadificacion TMN

Tabla 1.2. Clasificacion TNM: T (tumor primario). Adaptada de Hortobagyi et al®* La estadificacion del can-

Tumor primario (T)

No es posible evaluar el tumor primario.

No existe prueba del tumor primario.

Carcinoma in situ.

cer de mama basada en
Tumor, Ganglio y Metéas-
tasis (TNM, por sus siglas
en inglés Tumor, Node,
Metastasis) fue propues-
ta por The American Joint
Committee on Cancer

Tis (CDIS) Carcinoma ductal in situ. ’

) (AJCC) y constituye un es-
Tis (CLIS) Carcinoma lobulillar in situ. tandar clinico para deter-
Tis (Paget) Enfermedad de Paget del pezon. minar la etapa de la enfer-

Tamano del tumor <20 mm en su mayor dimension.

medad. Actualmente, este
estandar se encuentra en

Timi Tamaro del tumor <1 mm. su octava edicion.??

Tla Tamario del tumor > mmy <5 mm. Este estandar se basa en
b Tamafio del ! el tamano y la deteccion

T1 amario del tumor >5 mm y <10 mm. del tumor primario (T), en

Tic Tamario del tumor >10 mm y <15 mm. el estado ganglionar regio-

Tid Tamafio del tumor >15 mm y <20 mm. nal (N) y en la afectacion

Tamafio del tumor >20 mm y <50 mm en su mayor dimension.

Tamafio del tumor >50 mm en su mayor dimension.

Cualquier tamafio tumoral con extension a la pared costal o a la piel.

metastasica a distancia
(M). Los tumores se asig-
nan a un grupo de riesgo
clinico (cTMN) previa ci-
rugia segln los hallazgos
preliminares (Tablas 1.2-

T4a Extension a la pared toracica. =
1.5). Tras el procedimiento
T4b Ulceracién o ndédulos satélites ipsilaterales o edema. quirargico, se establece
T4c Ambos, T4ay T4b. una estadificacion ana-
i i i tomopatolégica definitiva
T4d Carcinoma inflamatorio.

(PTNM) (Tabla 1.6).



Tabla 1.3. Clasificaciéon TNM: N (estado ganglionar). Adaptada de Hortobagyi et al.®?

Estado ganglionar (N)
Nx No es posible evaluar el ganglio linfatico regional.
NO No existe metastasis en ganglios linfaticos.
N1 Metastasis en grado ipsilateral movible |, Il ganglio linfatico axilar o axilares.
N2 Metastasis en grado ipsilateral |, Il ganglios linfaticos axilares fijos o apelmazados.

Metastasis en ganglios mamarios ipsilaterales internos detectados en ausencia de metastasis
manifestada en ganglios linfaticos axilares.

N2a Metastasis ipsilateral en grado |, Il a ganglios linfaticos axilares fijos.
N2b Metéastasis solo en ganglios mamarios internos ipsilaterales.
N3 Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) infraclavicular(es) ipsilateral(es) en grado Il axilar con impli-

cacion de ganglio linfatico axilar de grado |, Il.

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) mamario(s) ipsilateral(es) interno(s) con metastasis mani-
fiesta en ganglios linfaticos axilares grados |, Il.

Metéastasis en ganglio(s) linfatico(s) supraclavicular(es) ipsilateral(es) con implicacién axilar o
mamaria interna de ganglios linfaticos o sin esta.

N3a Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) infraclavicular(es) ipsilateral(es).

N3b Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) mamario(s) interno(s) ipsilateral(es) y gan-
glio(s) linfatico(s) axilar(es).

N3c Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) ipsilateral(es) superclavicular(es).

Tabla 1.4. Clasificacién TNM: M (metastasis). Adaptada de Hortobagyi et al.®
Afectacién metastasica a distancia (M)
MO No hay prueba de metastasis a distancia.

cMO(i+) No hay prueba de metastasis a distancia, pero si deteccién de depdsitos de células
tumorales moleculares o microscopicas en sangre circulante, médula 6sea o tejidos
ganglionares no regionales <0.2 mm.

M1 Hay metastasis a distancia >0.2 mm.

Tabla 1.5. Clasificacion TNM por estadios. Adaptada de Hortobagyi et al.®®

O IA—B— —IIA— —lIB— A — lIB — nc nc

T Tis M TO T TO T1I T2 T2 T3 TO T1 T2 T3 T3 T4 T4 T4 TI1/2/3/4 T1/2/3/4
N NO NO Nimi Nimi N1 N1 NO NI NO N2 N2 N2 NI N2 NO NI N2 N3 N1/2/3

M MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO M1
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Tabla 1.6. Clasificacion TNM: pN (estado ganglionar patolégico). Adaptada de Hortobagyi et al.®

pNX
pNO

pN1

pN2

pN3
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Estado ganglionar patolégico (pN)

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

No se identifica metéstasis en ganglios linfaticos regionales.

pNO (i-) No se observa metastasis regional a ganglio linfatico regional.

pNO (i+) Malignidad celular en ganglio(s) linfatico(s) regional(es) <0.2 mm.

PNO (mol-) No se observa metastasis a ganglio linfatico regional con hallazgos moleculares
negativos RT-PCR.

PNO (mol+)  \o se observa metastasis a ganglio linfatico regional con hallazgos moleculares
positivos por RT-PCR.

pN1mi Micrometastasis (>0.2 mm o >200 células pero ninguna >2.0 mm).

pN1la Metéstasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares, al menos >2.0 mm.

pN1b Metastasis en ganglios mamarios internos con micro o macrometastasis.

pNic Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares y ganglios linfaticos mamarios internos
con micro o macrometastasis.

pN2a Metastasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares con depésito tumoral >2 mm detecta-
da clinicamente en ausencia de afectacion axilar ganglionar.

pN2b Metastasis en ganglios linfaticos mamarios internos detectados en ausencia de me-
tastasis a ganglio linfatico axilar detectada clinicamente en ausencia de afectacion
axilar ganglionar.

pN3a Metastasis en 210 ganglios linfaticos axilares con al menos un depésito tumoral > 2
mm o metastasis a los ganglios infraclaviculares (grado Ill) detectada clinicamente
en cadena mamaria interna ipsilateral.

pN3b Metastasis en >3 ganglios linfaticos axilares y ganglios mamarios internos con o sin

micro o macrometéstasis detectadas mediante biopsia pero no detectadas clinica-

mente.

Metastasis en ganglios linfaticos ipsilaterales supraclaviculares.

1.1.6. Factores pronosticos

Ademés de las caracteristicas histolégicas y moleculares, existen otros factores prondsticos
en cancer de mama, incluyendo el tamafo tumoral, la infiltracién linfovascular y la afectacion
ganglionar.

1.1.6.1. Tamaino tumoral

El tamafio tumoral es considerado uno de los factores prondsticos de mayor relevancia. En
pacientes sin afectacion ganglionar, las masas tumorales de gran tamafio estan asociadas a
una mayor tasa de recidivas y de mortalidad.84-5¢

11.6.2. Infiltracion linfovascular

La infiltracion linfovascular ocurre cuando células cancerosas irrumpen en espacios con re-
vestimiento endotelial de vasos sanguineos o linfaticos, aumentando el riesgo de extensién
del tumor (metéastasis). Constituye un factor indicativo independiente de mal pronéstico en
cancer de mama, asociandose a una reduccion de la supervivencia sin progresién y de la
supervivencia global de la paciente.?’



1.1.6.3. Afectacion ganglionar axilar

En cancer de mama, la diseminacién metastasica mas frecuente ocurre en los ganglios linfa-
ticos regionales, especialmente en la axila homolateral. La invasion metastésica en ganglios
axilares es uno de los indicadores prondsticos de mayor relevancia clinica por resultar inti-
mamente relacionado con el aumento de probabilidad de recidiva y mortalidad, ademas de
tener una influencia directa en la estrategia del tratamiento. Ademas, es un parédmetro clave
para el estadiaje tumoral e influye en el manejo quirQrgico y la terapia sistémica. Kurnaz et
al®® asociaron la metastasis ganglionar a la histopatologia tumoral en 286 pacientes, encon-
trando afectacion 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®® establecieron relaciones entre
el grado histologico, el estadio y el tamafio tumorales y la tasa de afectacién ganglionar,
reportando una afectacién del 29 % en Grado |, del 41 % en Grado Il y del 30 % en Grado lIl.
En tumores con un tamafo promedio de 1.8 cm, observaron afectacion en 1-3 ganglios en
el 66 % de las pacientes, en mas de 4 ganglios en el 10 % de las pacientes y no se encontrd
metastasis en el 24 % restante.

1.1.7. Manejo clinico

El tratamiento estandar del cancer de mama no metastatico es la reseccidn quirlrgica, 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 tamafo tumoral y eliminar pequefias metastasis
para optar a una cirugia conservadora y valorar la sensibilidad del tumor frente a quimio u
hormonoterapia. En etapas posquirdrgicas, 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 micrometéstasis y reducir la masa tumoral para optar a cirugias mas conservado-
ras de la mama y de la axila. La opcién de tratamiento mas frecuente es la quimioterapia
neoadyuvante (QTNA), aunque en funcién de la entidad molecular tumoral, el abordaje tera-
péutico se ha actualizado en las Gltimas décadas, segln se detalla a continuacion:®®

* Luminal A: hormonoterapia

+ Luminal B (HER2-): hormonoterapia/quimioterapia

« Luminal B (HER2+): hormonoterapia/quimioterapia/terapia dirigida
« HER2+: terapia dirigida/quimioterapia

» TNBC: quimioterapia / inhibidores PARP

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:’°

» Mejora el «downstaging» tumoral: reduce el tamafio tumoral primario para hacerlo re-
secable y posibilita la cirugia conservadora frente a la mastectomia, minimizando asi la
extirpacion de tejido mamario para reducir la morbilidad de la cirugia.

* Permite mejorar la estimacion pronéstica, definiendo la sensibilidad del tumor ante
quimio u hormonoterapia.

* Resulta Util para un abordaje precoz de la metastasis.

* Permite evaluar marcadores prondsticos subrogantes de respuesta al tratamiento y
ayuda a la toma de decisiones de cara a la terapia adyuvante.

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

» Tumores localmente avanzados en grado 3, tumores primarios en estadio precoz de
gran tamario (>5 cm) o tumores no resecables por mastectomia.
» Tumores localizados pero en los que, ya sea por el tamafo tumoral o por su localizacion,
no permiten una cirugia conservadora y requieren mastectomia.
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» Pacientes con cancer de mama en estadio temprano que presente afectacion ganglio-
nar, independientemente del tamano del tumor primario, con el objetivo de reducir el
estadio de los ganglios y evitar morbilidades asociadas.

« Pacientes con contraindicaciones temporales para la cirugia, que, a pesar de tener tu-
mores resecables, no son operables durante el diagndstico por presentar comorbilida-
des y prevean solucionarse para ser intervenidas quirGrgicamente mas adelante.

» Tumores con clasificacion molecular con buena respuesta a alguno de los tratamientos
sistémicos neoadyuvantes y que puedan mejorar su prondstico (p.ej. TNBC o HER2+).

11.7.2. Cirugia de lamama

La cirugia para el tratamiento en cancer de mama ha evolucionado drasticamente des-
de las técnicas mutilantes originales de finales del siglo XIX. En la actualidad, el manejo
quiradrgico del cancer de mama es dependiente del estadio en el que se encuentre el
tumor, del fenotipo que presente y de caracteristicas fisiolégicas de la paciente afecta-
da, pudiendo clasificar las técnicas en tres grandes grupos: cirugia conservadora, cirugia
radical y cirugia oncoplastica.

Cirugia conservadora. La cirugia conservadora consiste en la extirpacién selectiva del
tumor con un margen de tejido sano. Clasicamente existian tres variedades: la tumorec-
tomia, en caso de la extirpacién del tumor con méargenes quirdrgicos de pocos milime-
tros; la segmentectomia, cuando la extirpacién del tumor incluye margenes quirdrgicos
mas amplios; y la cuadrantectomia cuando también se extirpe la piel y la aponeurosis del
cuadrante correspondiente, aunque en la actualidad se agrupan en la reseccién localiza-
da con suficiente margen. Habitualmente, la cirugia conservadora es el abordaje estan-
dar en tumores en estadios iniciales (I o II), ademas esta indicado en tumores palpables
o radiolégicamente localizables que presenten una exéresis del tumor y sus margenes
no superior a una quinta parte del volumen de la mama.”? Algunos estudios clinicos su-
gieren que un tratamiento basado en cirugia conservadora y tratamiento radioterapico
local adyuvante es equiparable a una mastectomia radical de la mama, en términos de
supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad y recurrencia local.”*~7® No obs-
tante, existe una serie de contraindicaciones que se inclinan hacia una opcién quirargica
menos conservadora, incluyendo los tumores multicéntricos o diseminados a nivel local,
con microcalcificaciones difusas o con mutaciones en BRCA1/2.787

Cirugiaradical. La cirugia radical o mastectomia debe reservarse para casos de lesiones
multicéntricas y multifocales que no permitan la extirpacién oncolégica con conserva-
cion de seno,”? en tumores acompanados de lesiones de riesgo (p.ej. displasias difusas
de alto riesgo o hiperplasias atipicas o tumores de alto grado histolégico).”>’8 Existen in-
dicaciones firmes para la eleccién de la mastectomia en pacientes de cancer de mamea,
como la presencia de tumores de mas de 5 cm, pacientes embarazadas, tumores ipso-
laterales en cuadrantes distintos, carcinomas intracanaliculares extensos, calcificacio-
nes mamograficas difusas o recidiva tras cirugia conservadora.’>’”® En la actualidad, las
técnicas mas utilizadas son la mastectomia radical modificada (incluyendo la variante
de Patey y la variante de Madden), la mastectomia simple, la mastectomia ahorradora
de piel y la mastectomia ahorradora de piel y pezén (Tabla 1.7). Otras técnicas como la
mastectomia superradical o la mastectomia superradical de Prudente han sido abando-
nadas por completo.”

Cirugia oncoplastica. La cirugia oncoplastica se practica para mejorar el resultado
estético. Las técnicas oncoplasticas se fundamentan en tres principios béasicos: debe
mantener los margenes de reseccion necesarios (oncolégicamente no debe diferir de
la cirugia convencional), se realiza reconstruccién inmediata y se ajusta para asegurar la
simetria de la mama contralateral si la paciente lo solicita. Estos procedimientos quirGr-
gicos incluyen a menudo procedimientos a través de patrones quir(rgicos especificos,
remodelacién mamaria o colgajos.”®



Tabla 1.7. Tipos de mastectomia y la extirpacién que conllevan. Adaptado de Del Val et al.’®

. Radical . . Superradical
Radical . Superradical R.M.P.
ampliada >"'P de Prudente R.M.M. Simple Subcutanea
Extirpacion de la
glandula mamaria Si Si Si Si Si Si Si Si
con piel
Pectoral menor Si Si Si Si Si  No No No
Pectoral mayor Si Si Si Si Si No No No
B S i Si Si S Si No No
nivel |
Vaciamiento axilar Si Si Si Si Si Si No No
nivel Il
Vaciamiento axilar
L X Si Si Si Si Si  No No No
Ganglios mamarios . . .
e ea No Si Si Si No No No No
el es No No No Si No No No No

supraclaviculares

1.1.8. Metastasis en cancer de
mama y estadiaje ganglionar

1.1.8.1. Metastasis ganglionar

La metastasis es una caracteristica distintiva del cancer avanzado y es responsable de la
mayoria de las muertes relacionadas con el cancer. La metastasis constituye un proceso
complejo donde las células cancerosas se diseminan desde el tumor primario a otras partes
del organismo, formando tumores secundarios en 6rganos o tejidos distantes.®° Segln la
American Cancer Society, se estima que en el momento del diagndstico el 63 % de las pa-
cientes tienen cancer de mama en estadio local, mientras que el 28 % tiene invasion regional
y el 6 % presenta metastasis distante (el 3 % restante esta sin clasificar o en una etapa des-
conocida).®' De entre los subtipos de cancer de mama, los TNBC son el subtipo mas invasivo,
con altas probabilidades de metéastasis distante que ocurren en el 46 % de los casos.?? Los
lugares habituales de diseminacidn en cancer de mama son los ganglios linfaticos regiona-
les, los pulmones, los huesos (columna vertebral, caderas y pelvis), el higado, el cerebro y las
glandulas suprarrenales, aunque el TNBC frecuentemente tiende a metastatizar en el cere-
bro. No obstante, la metastasis puede aparecer en multiples érganos de forma simultanea
o secuencial.®

Los ganglios linfaticos axilares homolaterales son los sitios donde mas frecuentemente ocu-
rre la metastasis en cancer de mama. Segun la teoria de los niveles de Berg (teoria «<meca-

nicista» o «Halstediana») la diseminacidon metastasica transcurre de manera progresiva
y escalonada, donde las células tumorales afectan primeramente a los ganglios del nivel |
para, posteriormente, avanzar hacia los de nivel Il y lll”2 De esta manera, el drenaje linfatico
del tumor esta asociado a la ubicacion anatomica de la neoplasia, es decir, con su regién
linfatica de referencia. Esta teoria puede comprobarse para tumores de bajo grado en es-
tadios iniciales, aunque otras teorias (Fisher) preconizan que los tumores pueden metas-
tatizar desde estadios iniciales, cuando todavia no se han hecho clinicamente relevantes.
Probablemente las dos teorias puedan coexistir incluso para el mismo tumor solo que ini-
cialmente pueden comportarse de una forma mas «Halstediana». En casos esporadicos (~1
%), las células tumorales alcanzan los niveles superiores de la region axilar y no se identifica
afectacién proximal, por lo que fue necesario definir el concepto «skip metastases», que re-
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presenta esta casuistica.?* Por su parte,
la cadena mamaria interna constituye la
via de drenaje linfatico mas frecuente-
mente afectada en tumores localizados
en la porcion medial de la mama.”2 No
obstante, la afectacion de ganglios de
la cadena mamaria interna suele ser
secundaria a diseminacion metastasica
axilar previa.

Las metastasis ganglionares pueden ser
clasificadas en tres subtipos depen-
diendo de la extensién de la tumora-
cion en: células tumorales aisladas (ITC,
por sus siglas en inglés Isolated Tumour
Cells) (Figura 1.1 a), micrometastasis
(Figura1.1b)y macrometastasis (Figura
1.1¢). Las ITC (NO[i+]) refieren a aquellos
procesos metastasicos donde las célu-
las tumorales se presentan de manera
aislada, en poblaciones de un tamano
<0.2 mm o se identifican <200 células
afectadas en una sola seccion trans-
versal del ganglio. Las micrometastasis
(N1mi) presentan un tamafo >0.2 mm,
pero <20 mm y/o comprenden >200
células afectadas en la seccidén trans-
versal. La consideracién de macrome-
tastasis (N1) supone la detecciéon de
agrupaciones celulares tumorales >2.0
mm'63,85

Figura 1.1. Metéstasis ganglionar de célu-
las tumorales. a) Células tumorales aisla-
das detectada por inmunohistoquimica
de citoqueratina (CK) AE1/3 (adaptada de
Lezid et al.?®). b) Micrometastasis (adap-
tada de Lee et al?’). c) Macrometéastasis
(adaptado de Lezid et al.?).



1.1.9. Técnicas quirargicas de estadiaje ganglionar

El estadiaje axilar puede abordarse utilizando diferentes técnicas, desde la diseccién com-
pleta de ganglios linfaticos axilares o linfadenectomia axilar (LA), la biopsia selectiva del gan-
glio centinela (BSGC) y la diseccién axilar dirigida (DAD).8®

11.9.1. Linfadenectomia axilar

La diseccion de ganglios linfaticos axilares o linfadenectomia axilar (LA) consiste en la extir-
pacion sistematica de los ganglios linfaticos regionales axilares. Histéricamente, la LA consti-
tuia el procedimiento estandar para el estadiaje axilar.®® No obstante, desde la década de los
90’s, la tendencia se inclina hacia linfadenectomias selectivas y mas conservadoras.®® En la
actualidad, la indicacion del vaciamiento axilar (un minimo de 10 ganglios, al menos los gan-
glios de nivel l y Il de Berg y lll en caso de sospecha o afectacién macroscopica del nivel Il) es
generalmente recomendada en pacientes con ganglios axilares en los que se ha detectado
afectacidn metastasica, dadas las secuelas asociadas ala LA. Se ha demostrado un aumento
de la tasa de recidiva local en pacientes con axila clinicamente positiva cuando se trataron
con radioterapia respecto a las sometidas a diseccién de ganglios linfaticos, lo cual sugiere
una indicacion firme de la reseccidn quirlrgica en estos casos.® Sin embargo, en axilas cli-
nicamente negativas, las desventajas resultan superiores a los beneficios. Por su abordaje
y localizacién anatémica, las complicaciones més frecuentes son la aparicion de linfedema
croénico, los seromas, la infeccidn de la herida quirdrgica, la disminucién de la movilidad del
brazo, el sindrome del hombro doloroso crénico y la obstruccion linfatica, asi como otras
complicaciones menores, como la tromboflebitis de la vena axilar, la flebitis superficial y el
denominado Axilary Web o sindrome de la red axilar.8°%°

1.1.9.2. Biopsia selectiva del ganglio centinela

La BSGC consiste en la identificacion y extirpacién del ganglio linfatico centinela (GC). El
GC se define como aquel ganglio linfatico que recibe de forma directa y en primer lugar el
drenaje linfatico de una determinada regién anatomica que incluye la lesién tumoral. Este
concepto de ganglio se fundamenta en la teoria de la progresién escalonada y predecible
de la migracion metastésica por la via linfatica, como se ha mencionado anteriormente. De
esta manera, el primer reservorio metastéasico apareceria en el GC, y luego podria extender-
se hacia el resto de la cadena ganglionar. La diseccién selectiva del GC aporta informacion
de la diseminacién metastasica global y su valor clinico reside en su capacidad predictiva
sobre el estado ganglionar axilar ya que, segln la teoria actual, se asume que, si el GC es
negativo, el resto de los ganglios axilares tampoco presentaradn metéastasis. Esta teoria fue
validada por Tuner et al®? a partir de la muestra de pacientes intervenidas por Giuliano et
al.%®, determinando una probabilidad de diseminacion preferente en ganglios no centinela
inferior al 0.1 %. El concepto de GC fue descrito por primera vez en 1960 por Gould et al.®*
en una diseccién radical durante una parotidectomia. En 1966, Chiappa et al.® reportaron la
existencia de «centros linfaticos testiculares primarios». En oncologia mamaria, Kett® (1970)
fue pionero en inyectar colorante azul en la areola y detectar la existencia de flujo desde el
ganglio aislado, al que denomind «ganglio de Sorgius» hacia las cadenas axilares. Aflos mas
tarde, en 1977, Cabarias® dirigié un estudio sobre cancer de pene donde formulé la primera
hipbtesis del GC, que constituia la primera explicacion fisiolégica de este fenémeno de dre-
naje neopléasico. Sin embargo, no fue hasta 1992 cuando Morton et al.*® propusieron la prime-
ra técnica intraoperatoria para la deteccion del ganglio en pacientes de melanoma donde, a
través del uso de azul de metileno (Lymphazurin®), definieron el GC como el primer ganglio
de comunicacion linfatica con el tumor primario. Osborne et al.®® describieron las ventajas
de la técnica BSGC para el estadiaje axilar. Krag et al'°° (1993) introdujeron una sonda gam-
ma para la localizacion de radiotrazadores en cirugia de mama con resultados excelentes.
En 1994, Giuliano et al.®® publicaron las ventajas del uso de colorantes para la mejora de la
técnica BSGC en pacientes de céncer de mama, lo cual supuso un antes y un después en
el manejo quirdrgico de la axila. En 1998, Miner et al’® utilizaron un radiofarmaco guiado por
ultrasonidos peritumoralmente, obteniendo una elevada tasa de positividad predictiva. En la
actualidad, la técnica estandar para la BSGC, tal y como se recoge en el consenso, consiste
en el uso de radiotrazadores (nanocoloide de albimina, coloide de estafio o sulfuro de renio)
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para el mapeo linfatico preoperatorio y, opcionalmente, conjunta a la técnica del colorante
o de sondas o técnicas de imagen intraoperatorias, especialmente si existe dificultad en la
visualizacién de la linfogammagrafia. Los radiotrazadores son, preferiblemente, inyectados
via intra o peritumoral, especialmente en lesiones no palpables, aunque también se acepta
la inoculacién periareolar o subdérmica. La linfogammagrafia se realiza varias horas o el dia
anterior al procedimiento quirdrgico y, en caso de no detectar migracién axilar, es recomen-
dable reinyectar el trazador el mismo dia. Durante la cirugia, cuando se utilizan colorantes se
prioriza el uso de azul de isosulfan, azul patente V, azul de metileno o verde de indiocianina,
aunque este Gltimo requiere de camaras 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-
cién practicando un masaje sobre la zona para facilitar el drenaje linfatico.°? De esta manera,
el colorante migra hasta el GC y este queda marcado con un azul intenso que permite su
diferenciacion del resto de tejidos, facilitando su identificacion.

Se ha demostrado que la mayoria 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 supondria ningln
beneficio respecto a la BSGC, e incluso en casos donde se encuentran afectados méas gan-
glios axilares por metastasis, éstos eran tratados mediante la radipoterapia que habitual-
mente se realiza sobre la mama tras la cirugia conservadora.’®*%7 Es por esto que la BSGC se
ha establecido como estandar quirldrgico para la estadificacion axilar en pacientes con car-
cinoma de mama invasivo y ganglios linfaticos clinicamente negativos (NO), ya que se ha de-
mostrado que resulta un procedimiento equiparable a la LA en estos subtipos tumorales.’®
Las indicaciones para la BSGC son todos los casos de cancer de mama, a excepcién de:'°?

» Afectacion axilar histolégicamente probada.

« Carcinomas inflamatorios.

* Neoplasias de mama con axila previamente positiva que han recibido QTNA y no han
presentado respuesta radiologica.

» Tumores con afectaciéon cuténea.

Otros criterios de exclusiéon para la realizacién de la BSGC son:™©?

» Verificacion preoperatoria de afectacién ganglionar con pruebas de imagen y citologia
de las adenopatias sospechosas con diagndstico compatible con metastasis.

» Carcinomas inflamatorios.

* Radioterapia axilar.

» Carcinomas localmente avanzados con afectacién ganglionar sin terapia neoadyuvante.

Si la localizacién del GC ha sido marcada dérmicamente en la axila por el Servicio de Medi-
cina Nuclear, se realiza la incisién en la ubicacién elegida. Si solo se dispone de colorante, la
incisidon en la axila se practicada en su base, 2 cm por debajo de la linea 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 linfatico aferente al ganglio. Los
GC seleccionados se disecan y extirpan comprobando, si es posible, la mediciéon con la
gammasonda, en el caso de que se haya utilizado el doble marcaje con radioniclidos y co-
lorantes. Una vez extirpado el GC, debe comprobarse con palpacién la presencia de ganglios
anexos que puedan ser potencialmente centinelas.®? Tras la reseccién del GC, éste es some-
tido a una evaluacién patolégica habitualmente extemporanea, por lo que la afectacion del
GC no indica automéaticamente completar la LA. Los ganglios disecados durante la cirugia se
someten a un estudio anatomopatolégico para detectar células tumorales. El estudio anato-
mopatoldgico se realiza a través del estudio histolégico convencional o a partir de técnicas
inmunohistoquimicas para caracterizar a la citoqueratina 19 (CK19) o de la amplificacion de
mRNA de CKI19 utilizando la técnica de amplificaciéon de acido ribonucleico (RNA, del inglés
Ribonucleic Acid) conocida como OSNA (One-Step Nucleid Acid Amplification).”°2

1.1.9.3. Diseccion axilar dirigida

Como se ha mencionado anteriormente, la QTNA resulta Gtil para reducir la afectacion gan-
glionar en pacientes de cancer de mama de N+ a NO y evitar la LA, ademas de valorar la
quimiosensibilidad del tumor y reducir la micrometastasis y la masa tumoral para optar a
cirugias mas conservadoras.°®™ La estadificacion axilar previa QTNA ha sido utilizada para



plantear la LA en la cirugia. Sin embargo, esta estrategia impide valorar la remisién de los
ganglios tras QTNA, por lo que las pacientes N+ en el momento diagndstico 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 patolégica ganglionar completa tras QTNA;
pudiendo beneficiarse de la BSGC y eludir las complicaciones relacionadas con la LA 10412
Especialmente, se ha sugerido una mejor respuesta al tratamiento con BSGC después de
QTNA en subtipos TN y HER2+™ Sin embargo, la BSGC con ganglios clinicamente positivos
todavia genera controversia."*"™ En un metaanalisis reciente donde se incluyeron 3,578 pa-
cientes de 27 ensayos clinicos destacaron una tasa de deteccion del 91 % con una tasa de
falsos negativos del 15 %.1°7

En el ensayo clinico 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 diseccion6 en 78 casos. De las 525 pacientes donde se extirparon los GC, no se de-
tectd afectacion en 215 pacientes; lo que sugiere una respuesta patolégica completa en el 41
% de los ganglios afectados.**En otro estudio de cohorte multicéntrico (SENTINA) se valord
la deteccidn del GC en 1,022 pacientes antes de QTNA con una tasa de deteccion del 99.1
%. En otras 592 pacientes que convirtieron de N+ a NO tras QTNA o no remiti6 la afectacion
ganglionar, solo fue posible detectar el 80.1 % de GC con una tasa de falsos negativos del 14.2
%. Ademas, en pacientes sometidas a una segunda biopsia tras QTNA la tasa de deteccion
fue del 60.8 %, lo que sugiere que la BSGC es mas fiable antes de QTNA.°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 %.°¢ La tasa de falsos negativos tras QTNA esta asociada a
la modificacion de las vias de drenaje linfatico de la paciente, donde es posible que aparez-
can émbolos metastasicos y que ocurran cambios fibréticos regionales, lo que conlleva a un
aumento de la tasa de falsos negativos, reportada en el 12.6-14.2 % de casos.°4°¢ Es decir,
casos en los que el GC no presenta células tumorales, pero otros ganglios secundarios si.
Esta casuistica presenta gran repercusion, ya que podrian mantenerse tumores quimiorre-
sistentes en la regidn axilar y la lesion resultaria infraestadiada. Ademas, como resultado de
la QTNA, los ganglios metastatizados pueden reducir su tamafo 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 cirugia en un enfo-
que conocido como DAD. Esta técnica, también conocida como Biopsia Dirigida del Ganglio
Centinela (BDGC), permite la localizacion selectiva del GC y para su exéresis individual.?® Las
diferentes técnicas de marcaje del GC previa QTNA se detallan en el Apartado 1.3.

1.2. Histologia y fisiologia
de los ganglios linfaticos
1.2.1. Funciony estructura del sistema linfatico

El sistema linfatico es un circuito unidireccional formado por una red de ganglios y vasos lin-
faticos que se origina en los capilares linfaticos ubicados en los espacios intersticiales, pun-
to en el que convergen los capilares sanguineos y forman vénulas.™ Este sistema de drenaje
es paralelo al sistema venoso y cumple tres funciones basicas: drenar el liquido intersticial,
transportar lipidos, macromoléculas y proteinas, y facilitar la respuesta inmunitaria."®"”

Estructuralmente, los capilares linfaticos se organizan formando vasos linfaticos que emer-
gen de la unién de capilares linfaticos y muestran una estructura tritGnica y valvulas unidi-
reccionales. Los vasos linfaticos superficiales y profundos se fusionan formando vasos mas
grandes, los troncos linfaticos. El transporte de la linfa desde los capilares hasta los ganglios
linfaticos estd mediado por los colectores linfaticos prenodales. Los colectores linfaticos
son permeables al agua y pequefias moléculas; y su pared estd conformada por tres capas
diferenciadas: la intima (formada por endotelio, una membrana basal y una capa de tejido
subendotelial), la muscular media (con células musculares) y la adventicia (con fibras cola-
genas, incluyendo vasos sanguineos y terminaciones nerviosas)."® El trayecto de los vasos
linfaticos es frecuentemente interrumpido por los ganglios linfaticos, cuya anatomia y orga-
nizacion celular se detalla a continuacion.
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1.2.2. Anatomia de las cadenas
ganglionares mamarias

La mama presenta una amplia arborizacién linfatica multidireccional a través de la piel y
del tejido parenquimatoso. Las vias linfaticas mamarias constituyen una red alrededor de
los acinos y los I6bulos mamarios cuyos vasos colectores discurren siguiendo la trayectoria
de los conductos galact6foros hasta desembocar en el plexo subareolar. El concepto de
plexo fue descrito por Sappey en 1885 como «un casquete situado encima de la glandula
mamaria» cuyos limites coinciden con los de la areola y, conforme el entramado se extiende
de manera periareolar, pierde progresivamente densidad hasta terminar comunicandose
periféricamente con los vasos de la piel, en su cara superficial con los vasos de la areola y
el pezén y en su cara profunda con los vasos yuxtagalactoféricos. Este mismo autor sugirio
que toda la linfa mamaria confluia en el plexo subareolar y desde alli drenaba preferente-
mente a los grupos ganglionares axilares." No obstante, a nivel anatémico se han descrito
otros vasos linfaticos independientes al plexo subareolar que discurren desde los linfaticos
perilobulillares, lo cual sugiere la existencia de una via principal que drena hacia las cadenas
axilares y otras vias accesorias que dirigen la linfa en menor proporcién hacia otros grupos
ganglionares, como los ganglios mamarios internos o los intercostales posteriores.8412012

Anatémicamente, es posible diferenciar dos grandes cadenas ganglionares mamarias: axilar
y mamaria interna (Figura 1.2). aunque existen otras cadenas de drenaje linfatico.8412012!

Glandulas Ganglios laterales
deltoideopectorales ,——t———,

Ganglios
subclaviculares

Terminacion linfatica
mamaria en glandulas
subclaviculares

Ganglios centrales ™ gz
Ganglios subcapsulares™

Ganglios pectorales

Troncos colectores
mamarios

=i Plexo subareolar

Tronco colector cutaneo
de la pared torécica

Troncos colectores Troncos colectores que

cutaneos pasan a las glandulas
mamarias internas

Figura 1.2. Anatomia de los ganglios linfaticos
mamarios. Adaptada de Standring et al.'?



De esta manera, los ganglios linfaticos regionales de la mama se clasifican como:841201

1. Ganglios linfaticos axilares (ipsolaterales): esta via linfatica drena en una red subareolar a
través de la cual fluye el 75% de la linfa mamaria y se dirige hacia la axila. En funcién de su
localizacion respecto al musculo pectoral menor, es posible diferenciar los ganglios de este
subgrupo en tres niveles anatémicos, denominados grados de Berg:

1.1. Nivel | (pectorales). Borde lateral del misculo pectoral menor, incluyendo los grupos
mamario externo, inferior de la vena axilar y escapular.

1.2. Nivel Il (interpectorales). Entre los bordes medial y lateral del misculo pectoral menor
e incluye ganglios linfaticos centrales y de Rotter.

1.3. Nivel lll (apicales o infraclaviculares). Medialmente al borde medial del miusculo pec-
toral menor e inferior a la clavicula e incluye el grupo subclavicular.

2. Ganglios linfaticos mamarios internos (ipsolaterales), ubicados a lo largo del trayecto de la
arteria y vena mamarias internas, entre la pleura y la pared toracica cerca del margen ester-
nal y alcanzan los ganglios paraesternales.

3. Ganglios linfaticos supraclaviculares, localizados en la fosa supraclavicular, en el triangulo
imaginario definido por el masculo y tendén omohiodeo en su borde lateral y superior, por la
vena yugular interna en su borde medial y la clavicula y vena subclavia en su borde inferior.

4. Ganglios linfaticos interpectorales (de Rotter). Grossman y Rotter describieron un cuarto
subgrupo de ganglios ubicados entre el misculo pectoral mayor y menor, conocidos como
ganglios linfaticos interpectorales o de Rotter.

1.2.3. Estructura y funcion del ganglio linfatico

Los ganglios son nédulos de tejido linfoide de forma redondeada que se intercalan en el re-
corrido de los vasos linfaticos, con una dimension variable, entre ~0.3 y 3 cm. Actdan como
filtros inespecificos para materia particulada gracias a la funcién de las células fagociticas,
evitando que alcancen la circulacién general. Ademas, permiten la interaccién de los linfo-
citos con nuevos antigenos y con células presentadoras de antigenos en la interfase lin-
fa-sangre actuando en la respuesta inmunitaria temprana. La linfa accede al ganglio linfatico
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
linfaticos."™-"8 Estructuralmente, los ganglios linfaticos estan conformados por dos partes di-
ferenciadas: la capsula y el parénquima, que a su vez incluye la corteza, la paracorteza y la
médula (Figura 1.3).
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Seno subcapsular

Corteza
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” @
_________________ paracortical %57
Paracorteza
Células
dendriticas
Médula &
Seno medular

. ) . Vaso eferente
Figura 1.3. Estructura del ganglio linfatico humano

(seccion medial sagital) (adaptada de Schudel et al.®®).
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Capsula. La capsula esta formada por tejido conjuntivo denso irregular relativamente grueso,
compuesto por elastina, colageno y fibroblastos y rodeado por tejido adiposo.™* Esta estruc-
tura proyecta trabéculas hacia el interior dividiendo el ganglio en |6bulos. Anexa a la capsula
existe una capa de tejido adiposo pericapsular que contiene arteriolas y vénulas que irrigan
el ganglio linfatico (Figura 1.4 a).122125126

Corteza. La corteza externa esta formada por el seno subcapsular, el seno cortical y los
nodulos linfaticos (Figura 1.4 b,c). Principalmente, en la corteza se encuentran agregados de
linfocitos y células dendriticas especializadas que forman los nédulos linfaticos. En la corteza
hay nichos que contienen principalmente linfocitos B y células dendriticas foliculares (FDC,
del inglés Follicular Dendritic Cell), conocidas como foliculos linfaticos de células B, asi como
zonas interfoliculares (IFZ, del inglés Interfollicular Zone), que separan los distintos foliculos
de linfocitos B.?*2527En el seno subcapsular se libera el liquido linfatico que accede al gan-
glio por los canales aferentes, y desde alli se desplaza a los senos corticales que discurren
paralelos a la trabeculacion capsular en direccién al seno medular. Los procesos dendriticos
y las fibras perforan el endotelio de los senos trabeculares. A través de estos orificios, las
células presentadoras de antigeno, el antigeno circulante o los linfocitos libres pueden intro-
ducirse en el ganglio linfatico. En esta capa cortical también coexisten linfocitos T auxiliares
y linfocitos B, siendo estos mas abundantes. Los foliculos (o nédulos) linfaticos se ubican
en las extensiones de las FDC y consisten en colecciones esféricas de linfocitos altamente
empagquetados. Estos pueden tener un centro germinal si son foliculos primarios, que no
aparece en los foliculos secundarios. Los foliculos primarios tipicamente presentan linfocitos
inactivos, mientras que los foliculos secundarios muestran una coleccién 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 activacion de los linfocitos B, siendo
la zona del manto donde residen inactivados y coexisten con células dendriticas foliculares,
macroéfagos, linfocitos T y células reticulares de sostén. La zona clara se caracteriza por la
presencia de linfocitos B en proceso de diferenciacién hacia una célula B de memoria o una
célula plasmatica (centrocitos); que en caso de mostrar alta afinidad con los antigenos de las
células dendriticas foliculares, estos se mantendran. Sin embargo, los que no presenten esta
afinidad entraran en apoptosis. En esta misma zona, los macréfagos colaboran en la elimina-
cion de los linfocitos B apoptéticos, mientras que los linfocitos T apoyan a las células B en su
desarrollo y maduracién. Finalmente, la zona oscura del centro germinal muestra linfocitos B
inmaduros (centroblastos) con altas tasas de proliferacion.?2125-127

Paracorteza. La paracorteza es la zona cortical profunda, caracterizada por la ausencia de
nédulos linfoides y un nimero de linfocitos T aumentado, especialmente de tipo CD4+ y
CD8+ (Figura 1.4 d). Esta regién 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 extension de la paracorteza.” Ademas, esta region
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-
cién transendotelial 22125126

Médula. La médula esta formada por linfocitos menos organizados en forma de cordones
medulares irregulares (Figura 1.5 a). Esta region se caracteriza por la presencia de extensio-
nes de tejido linfatico denso que se dirigen al centro del ganglio; los cordones medulares.
Ademas, estan formados por otro tipo de estructuras, los senos linfaticos medulares. Estos
Gltimos estéan 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 circulaciéon de linfa y linfocitos, ya que las paredes de los senos
son facilmente atravesadas por linfa, moléculas proteinicas y diversas lineas celulares (Figura
1.5 b). Los cordones medulares se encargan de la formacién de células plasmaticas, y ade-
mas contienen principalmente linfocitos y macréfagos (Figura 1.5 c). Es a través de los senos
medulares donde la linfa se drena desde los senos corticales al conducto linfatico eferente
a través del hilio.?2125126
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1.2.4. Tipos celulares en el ganglio linfatico

El tejido linfatico esta 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.”?®

. — @ Megacarioblasto — . Megacariocito— 1 Plaquetas
@
' — @ Proeritoblasto & i i ; ;
Célula madre % Reticulocito ® Eritrocito
mieloide — @ Monoblasto ¥ Monocito
-
C’ 2.9 Neutréfilo
Célulamadre _| — @ Mieloblasto @ Eosinéfilo
hematopoyética @ Basofilo
@ @ Célula NK
élula
Célula madre o L
| Célular — @ Linfoblasto —[ Linfocito T
linfoide ® @ Linfocito —— ®
& Linfocito B

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

1.2.4.1. Linfocitos y células plasmaticas

Los linfocitos comprenden dos grupos celulares: los linfocitos B, que actdan frente a antigenos
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 proliferacién y diferenciacion a células plasmaticas. Los linfocitos
T supresores acttan sobre los linfocitos T colaboradores para regular su actividad y modular
la diferenciacion de linfocitos B en células plasmaticas. Por Gltimo, los linfocitos T efectores,
donde se incluyen los linfocitos T citotoxicos y las células Natural Killer (NK), son capaces de
lisar células diana que presenten antigenos especificos a través del mecanismo de citotoxici-
dad mediada por células dependientes de anticuerpos.” Los linfocitos By T son indistingui-
bles bajo microscopia electrénica. Ambos presentan formas redondeadas, con cromatina mas
densa y menos marginal que otras lineas celulares. En funcién de su madurez, pueden variar
en tamano y apariencia. El linfocito se diferencia del linfoblasto en que la célula es de menor
tamano, el ndcleo tiene una forma mas irregular y los orgénulos citoplasméticos estan agru-
pados a un lado de la célula. En tejido linfatico, estas células suelen medir entre 8 y 10 pm.2°-132

Las células plasmaticas provienen de linfocitos B activados y, principalmente, se encargan
de la produccién de anticuerpos. Las células plasméaticas alcanzan de 10 a 20 pm y aparecen
en menor cantidad. A nivel ultraestructural, se identifican facilmente por la gran cantidad de
reticulo endoplasmatico rugoso (RER, del inglés Rough Endoplasmic Reticulum) que, habitual-
mente, se muestra en disposicién concéntrica en el citoplasma. Las cisternas internas del RER
estan 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 region periférica del citoplasma, junto a granulos redon-
dos y electrondensos de tamafio variable. Su nlGcleo también presenta algunas caracteristicas
distintivas, como la presencia de bandas anchas e irregulares de cromatina perinuclear.’?-134

1.2.4.2. Células del estroma

Las células del estroma ganglionar actGan como un andamio, forman una red para la migra-
cion de las células inmunitarias y tienen un papel clave en la respuesta inmunitaria. El estroma
dendritico-reticular engloba tanto a las células anteriormente descritas como las reticulares
como las dendriticas, dado que colaboran en la organizacién y regulacion del tejido linfatico y
desempeian funciones complementarias.®® Se ha propuesto que estas células se diferencian
a partir de células madre mesenquimales (MSC, del inglés Mesenchymal Stem Cell) presentes
en el ganglio linfatico.®*® Las células del estroma comprenden numerosos subconjuntos celula-
res dependiendo de su funcién, fenotipo y ubicacién en el ganglio linfatico (Figura 1.7).
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De entre ellas, las células reticulas fibroblasticas (FRC, del
inglés Fibroblastic Reticular Cell) conforman el subcon-
junto principal® El grupo de células FRC se encuentra
principalmente en la corteza del ganglio y se encargan de
la produccién de fibras reticulares ricas en colageno | y llI
que forman una red tridimensional, proveyendo al ganglio
no solo de un tamiz poroso sino también de un entramado
para el sostén y guia del movimiento de las células den-
driticas y linfocitos T y B.*7®® Ademas, las FRC producen
componentes de la matriz extracelular (ECM, del inglés
Extracellular Matrix), incluyendo ER-TR7, fibrilina, lamini-
na, fibronectina.®® Ademas, las FRC producen quimiocinas
homeostaticas, CCL19 y CCL21, permitiendo la migraciony
localizacién de células inmunitarias, asi como de interlu-
quina (IL) IL7, importante en la sefalizacién 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.®® 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
dendriticas (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-
toplasmaticos y un citoplasma rico en RER, aparatos de
Golgi y mitocondrias. El abundante RER de las FRC permite
la sintesis y secrecién de componentes de la ECM.129132140

Figura 1.7. Distribucién de las células estromales del ganglio
linfatico (MRC: células reticulares marginales, IFRC: células
reticulares interfoliculares, FDC: células dendriticas folicula-
res, CRC: células reticulares Cxcl12+, TBRC: células dendriti-
cas reticulares de la corteza, TRC: células reticulares de zonas
de linfocitos T, DRC: células dendritico-reticulares, medRC:
células reticulares de la corteza, PvC: células perivasculares,
HEV: vénula del endotelio alto). Adaptada de Cinti et al.'*

Tabla 1.8. Localizacion, marcadores, factores secretados y funcion del subconjunto de células estromales

FRC. Adaptada de Cinti et al.’®®

. . Factores .
Localizacion Marcadores e e Funcion
TRC Pdpn, PDGFRa, PDGFR, CCL19, SOPthe estructural,
Zona de linfocitos T Vimentina, desmina, CCL2], for‘mam.o’n de con‘ducjcfas,
ER-TR7,BP3 (CD157)  IL-7,VEGF  Migracion y localizacion
de células Ty DC.
Pdpn, PDGFRq, CXCL12, g L
DRC Frontera entre la f:orteza PDGFRB, desmina coLoT Sostén y organizacion
profunda y la médula ER'—TR7 b de linfocitos B.
medRC Pdpn, PDGFRq, BAFF, IL- Migracion y supervivencia
Cordones medulares PDGFRp, desmina, 6, ABRIL de células plasmaticas,
ER-TR7 CXCL12 salida de linfocitos.
TBRC Frontera entre zonas Pdpn, PDGFRaq, Sl iloelay OIS 17

de linfocitos Ty B e IFZ
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En la clasificacién anterior propuesta por Cinti et al’®, 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 dendriticas 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).

Tabla 1.9. Localizacién, marcadores, factores secretados y funcion del subconjunto de células
estromales BRC. Adaptadade Cinti et al.®®

X . Factores .
Localizacion Marcadores e G Funcién
. . . i Captura y visualizacion
Foliculos de linfocitos _PdPn, desmina, CR1/2, CXCLI3, . e
B v zona clara de los (CD21/35), FCyRII (CD32), BAFF de antigenos, migracion y
Y folioul FceRll (CD23) supervivencia de células B,
oliculos soporte de la zona clara.
Foliculo de linfocitos Pdpn, PDGFRe, CXCL12 Migracion de células B
B y zona oscura de los desmina, del centro germinal, so-
foliculos porte de zona oscura.
s b | Pdpn, PDGFRa, PDGFR, CXCL13, Precursor de FDC, soporte
enos sfu rca:osu ares desmina, MAdACAM-], IL-7 estructural, localizacién de
y toliculos RANKL, ER-TR7 células inmunitarias.
Pdpn, PDGFRq, BAFF, IL-7, Localizacién y supervi-
Senosrsuilzﬁaezslglzares desmina, PDGFR, CXCL13 vencia de células linfoides
Vs RANKL, ER-TR7 innatas, linfocitos Ty B.

Dentro de esta clasificacion, las Gltimas células estromales que se consideran en el ganglio
linfatico son las células perivasculares (PvC, del inglés Perivascular Cell), que actian como
sostén de las estructuras vasculares y se cree que son células progenitoras de TRC y BRC
(Tabla 1.10).135

Tabla 1.10. Localizacién, marcadores, factores secretados y funcidn del subconjunto de células
estromales perivasculares. Adaptada de Cinti et al.”®®

A 1 Factores »
Localizacion Marcadores S G Funcién
Capilares, vénulas del PDGFRp, aSMA, CCL19, Soporte HEV, progenitor
endotelio alto ITGA7 CCL21 de células TRC y BRC.

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 comun.
Estas células desempefian un papel fundamental en la regulacion de diversas funciones
vasculares, como la homeostasis microvascular, la angiogénesis, la remodelacion vascular,
la regresién y la estabilizacion vasculares.*%2 Aunque se han atribuido multiples funciones a
los PC, todavia se desconoce en profundidad este tipo celular, aunque se sabe que consti-
tuyen una poblacién celular heterogénea*® Un estudio en el que se aislaron PC de distintos
tejidos mostré diferentes expresiones génicas y capacidad de diferenciacion.* Incluso se
han demostrado diferencias entre pericitos de un mismo tejido y vaso.*® Anteriormente se
ha mencionado que las células estromales del ganglio derivan de MSC."*¢ Algunos estudios
sugieren que los PC dan lugar a las MSC, aunque tampoco se ha descartado los PC sean
MSC en si mismas, o que poblaciones especificas de PC puedan diferenciarse a otros tipos
celulares estromales.'3
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1.2.4.3. Células accesorias

Entre las células accesorias (o no linfaticas) es posible encontrar, aunque no exclusivamen-
te; macréfagos y monocitos, mastocitos y granulocitos, incluyendo neutréfilos, eosinéfilos
y basoéfilos.?®

Los macréfagos son responsables de multitud de funciones esenciales para el cuerpo, in-
cluyendo la inmunidad innata, la funcién metabdlica, la eliminacién de desechos celulares y
la reparacién y remodelacion de tejidos.*® Los monocitos pueden diferenciarse a diferentes
fenotipos de macréfago dependiendo de las sefiales del microentorno. En concreto, pue-
den adoptar un fenotipo proinflamatorio (M1) caracterizado por la alta tasa de liberacion
de citoquinas proinflamatorias y especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés Reactive
Oxygen Species); o un fenotipo M2 que reduce la inflamacién y promueve la reparaciéon de
los tejidos. Se trata de grandes células, de entre 10 y 30 pm, de forma irregular con nlcleos
grandes y, a menudo, dentados. Uno de los aspectos distintivos de los macréfagos es que
presentan proyecciones citoplasmaticas en forma de pseudépodos o lamelipodios en su
estado activo. Ademas, en su citoplasma suelen observarse numerosas vesiculas endoci-
ticas/fagosomas, lisosomas primarios y fagolisosomas.'”18 Sus precursores, los monocitos,
a diferencia de los macréfagos son mas redondeados, con cromatina mas densa y menos
marginal y con escasos orgénulos citoplasmaticos, 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 neutréfilos, eosinéfilos, basoéfilos (que son gra-
nulocitos circulantes) y mastocitos (células residentes); y no siempre son bien distinguidas
en microscopia electrénica. Los neutréfilos pueden fagocitar y eliminar patégenos intra-
celulares a través de sus proteinas antimicrobianas granulares, y patégenos extracelulares
mediante la liberacion de proteinas antimicrobianas en un proceso de desgranulacién o
mediante la formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs, del inglés Neutrophil
Extracellular Traps).*° Si bien cumplen con esta primera linea de defensa innata, los neu-
tréfilos activados también liberan factores quimiotacticos que promueven la migracion de
otras células inmunitarias innatas y adaptativas, incluidas las células dendriticas, a los sitios
de infeccién y a los ganglios linfaticos cercanos.®® Los neutréfilos son mayoritarios (45-75 %
de los leucocitos) y presentan granulos especificos de 0.2-0.5 pm mayoritariamente com-
puestos de mieloperoxidasa, elastasas, colagenasas, defensinas, lisozimas, catelicidinas y
lactoferrinas. Presentan un ndcleo multilobulado, normalmente en 3 6 4 segmentos inter-
conectados por puentes nucleares. Muestran tendencia a ser esféricos en la sangre, pero
en tejido conectivo son largos y ovoideos.®2140"! | os eosinéfilos activados actlan como
reguladores en los procesos de inmunidad adaptativa.’® De nuevo, sus granulos son ricos en
proteinas antimicrobianas, que pueden liberarse en respuesta a patégenos.”® Los eosinofi-
los son menos frecuentes (2-5 % de los leucocitos) y suelen mostrar el nicleo bilobulado.
En su citoplasma contienen granulos compuestos de proteinas (principalmente eosinofil
peroxidasa y proteina catiénica de eosinéfilo), enzimas lisosomales, histamina y leucotrie-
nos, citoquinas y factores de crecimiento. Los grénulos presentan un tamafo de entre 0.5
y 1um con ndcleo cristalino interno a menudo electrondenso en su fase madura.®2%0"®! | os
baséfilos son los menos numerosos (0.5 % de los leucocitos) y participan en la respuesta
inflamatoria, aunque sus funciones efectoras e inmunomoduladoras todavia no se conocen
completamente.*® Tipicamente muestran nlcleos poco lobulados y citoplasmas ricos en
grandes granulos (de 0.5 a 1.5 ym), que son lisosomas primarios con histamina, heparina,
leucotrienos y citoquinas empaquetadas.3140151

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 granulos diver-
sos mediadores inflamatorios, incluyendo histamina, serotonina, citoquinas o proteogluca-
nos, entre otros.®® Se caracterizan por presentar estos granulos redondos delimitados por
membrana y con densidad variable, que suelen medir entre 0.5 y 1 pm y ocupan gran parte
del citoplasma. Los mastocitos muestran pocas mitocondrias y poco RER. Estas células
miden de 20 a 30 pm, muestran nlcleos redondos ubicados en el centro con grandes agre-
gaciones de cromatina y es tipico encontrarlas cerca de vasos sanguineos.!32140164185



1.3. Técnicas de marcaje
del ganglio centinela

1.3.1. Técnicas de marcaje ganglionar parala BSGC

El objetivo de la BSGC es la localizacién y diseccion del ganglio o ganglios linfaticos primera-
mente comunicados con el tumor primario. Para ello, es comun utilizar técnicas de marcaje
del ganglio centinela pre e intraoperatorias. Sin embargo, la identificacién intraoperatoria
del GC no resulta evidente, especialmente en mujeres con alto indice de masa corporal
(IMC).5¢ Para esquivar esta limitacién, se han desarrollado sistemas de marcaje basados
en colorantes y radiotrazadores, que ademas pueden ser utilizados en combinacion. Nor-
malmente, la técnica exclusiva de colorante estad desaconsejada, aunque el marcaje con
radiotrazadores requiere equipos especializados para la deteccion de radiacion gamma no
siempre disponibles.’©?

1.3.1.1. Radiocoloides

El marcaje basado en radiocoloides tipicamente consiste en la inyeccion de particulas mar-
cadas con %*™Tc. El coloide es transportado por la linfa y fagocitado por macréfagos en los
ganglios linfaticos, de manera que una cantidad mayoritaria del coloide residira en el GC
durante la intervencién quirlrgica. La retencién de las particulas del coloide en los gan-
glios linfaticos dependera de la internalizacién en macréfagos, por lo que dos requisitos
indispensables en los radiotrazadores son una carga superficial neta negativa y que los
compuestos sean opsonizados.® La dosis de radiocoloides establecida depende de las re-
comendaciones del fabricante, aunque se recomienda inocular entre 0.5y 3 mCide 2 a 24
horas antes de la cirugia, aunque puede variar segln la via de administracion utilizada.'81%°
La via de administracidn del radiotrazador es variable. Pueden realizarse inyecciones pro-
fundas (parenquimatosas: peritumorales, subtumorales e intratumorales) o superficiales
(epidérmicas: intradérmicas, subdérmicas, periareolares y subareolares). La técnica mas
practicada es la inyeccion peritumoral, aunque también son frecuentes la inyeccién peria-
reolar y la subdérmica.021%8

La velocidad de diseminacién hasta los nédulos linfaticos es variable y estad asociada in-
versamente al tamario de particulas del coloide.® En funcién del tamario de la particula, es
posible diferenciar entre tres coloides diferentes:'©

1. Nanocoloides, con un didmetro entre 2 y 20 nm. Algunos ejemplos de nanocoloides son
los compuestos tecneciados de seroalblimina humana, dextrano o trisulfuro de antimonio.

2. Coloides de tamano intermedio, con tamanos comprendidos entre 20 y 100 nm. En este
su grupo se incluye la albGmina nanocoloidal, el sulfuro coloidal de tecnecio filtrado, el sul-
furo de renio y el sulfuro de tecnecio estabilizado con gelatina.

3. Coloides de tamario grande, con didmetros superiores a 100 nm, como el sulfuro coloidal
no filtrado (100-400 nm) o la albamina microcoloidal de tecnecio (>1 um).

Los radiotrazadores preferidos en la préactica clinica para linfogammagrafia son el **™Tc-sul-
furo coloidal sin filtrar (15 nm-5 pm) o filtrado a 0.22 pm, especialmente en EEUU. En Europa,
es mas comun el radiocoloide **"Tc-HSA (4 -100 nm) y en Australia y Canada el radioco-
loide favorito es el trisulfuro de **™Tc-antimonio (3 =30 nm)."® Ademas de los radiocoloides
convencionales, existe una creciente tendencia a la inoculacién de radiofarmacos, como
el Lymphoseek® (**"Tc-tilmanocept), que presentan especificidad frente a receptores de
membrana de los macréfagos vy, por tanto, su infiltracién ganglionar ya no es dependiente
del tamano de la particula, pudiendo ademaés ser eliminado rapidamente del lugar de la in-
yeccion por su reducido peso molecular.’®

La realizacion de una linfogammagrafia preoperatoria tras la inyeccién del radiotrazador
isotépico es fundamental para la planificacion de la BSGC. Esta imagen radiologica se ad-
quiere con los objetivos de asegurar la migracién del coloide, de mapear el patrén de dise-
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minacion linfatico y de ubicar la localizacién del GC. La linfogammagrafia de GC altamente
metastatizados esta contraindicada, ya que pueden pasar desapercibidos por el compor-
tamiento biolégico de las células tumorales, que pierden su capacidad de «retencién» de
los radiotrazadores. Si la deteccion del GC entrafa dificultad, es posible combinar la lin-
fogammagrafia con otras técnicas de imagen, como la tomografia por emisién de fotén
anico (SPECT, del inglés Single Photon Emission Computed Tomography) combinada con
tomografia computarizada (CT, del inglés Computarized Tomography).®? Se ha sugerido una
mejora en la precisién de la linfogammagrafia combinando el método con la inoculacién de
verde de indocianina.®® En el momento intraoperatorio, los trazadores isotopicos pueden
ser detectados con sondas o con gammacéamaras portatiles. Las sondas utilizan un detec-
tor basado en teluro de cadmio (CdTe) para la localizacion de los isétopos, y la precision
quirargica dependera del manejo del cirujano cuando atraviese préximamente tejidos con
mayor emisién de radiacion. Por su parte, las gammacamaras también estan basadas en
detectores de CdTe y ofrecen un campo de visiéon suficiente para la deteccién del ganglio.
Esta opcidn resulta mas ventajosa frente a las sondas, ya que permiten ver en tiempo real
el lecho quirdrgico y facilitan el rastreo del GC en la axila de la paciente. Sin embargo, los
radiocoloides presentan como limitacién que los GC no pueden ser detectados macrosco-
picamente, ya que no modifican el color del tejido linfatico.

1.3.1.2. Colorantes

Existen multitud de colorantes, como el azul de metileno, el verde indocianina o el carmin
indigo. La inyeccion del colorante suele realizarse desde las vias linfaticas periareolares, y es
necesario masajear la zona afectada durante 10-15 minutos para permitir la diseminacion
del colorante. Si bien el azul de metileno se considera el estandar intraoperatorio para el
mapeo linfatico del GC en cancer de mama en una dosis de 2 ml,'°> Morton et al.*® sugieren
que presenta escasa eficiencia de difusion linfatica, y abogan por colorantes apolares y
poco hidrosolubles (como el azul de isosulfan, como Linfazurin® o el azul vital, como azul
patent V®). Las tasas de identificacion del GC utilizando linfogammagrafia 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 metéstasis difusa y su capacidad de retener el radiocoloide resulta in-
suficiente.®9%64

Mientras que el colorante azul es visible con luz blanca, el verde de indocianina presenta
propiedades fluorescentes que requieren de exposicion a infrarrojo cercano (NIR, del inglés
Near InfraRed) para ser observadas. El uso del verde de indocianina aumenta la mayor tasa
de deteccién intraoperatoria respecto a los colorantes azules,'®® ademas de permitir realizar
un mapeo tumoral.’®® Las suspensiones basadas en carbono también han sido utilizadas en
el momento preoperatorio con una precision diagnéstica de hasta el 99.8 %, reduciendo la
tasa de falsos negativos en comparacién con la técnica de colorante azul®’®® Sin embargo,
todavia se requieren mas estudios para utilizar las suspensiones de carbono para tatuajes
ganglionares a largo plazo."®®

1.3.1.3. Trazadores superparamagnéticos

Los trazadores superparamagnéticos se han desarrollado como método alternativo a la
combinacion del radiois6topo y del colorante azul. Habitualmente, estos coloides consisten
en nanoparticulas de 6xido de hierro (Fe,O,) superparamagnético (SPIO) que son faciimen-
te detectables con el uso de un magnetémetro. Tras la inyeccidn, estos trazadores requie-
ren de 15 minutos para su acumulacion en el GC. Ademas, esta nueva tecnologia de marcaje



permite una visualizacién limitada a nivel macroscépico del ganglio, ya que modifica el co-
lor del tejido linfatico hacia un marrén méas oscuro. Estudios preliminares han demostrado
tasas de deteccidn intraoperatoria comparables a la técnica estadndar de radiotrazadores,
alcanzando ratios del 94.4-98.3 % (SPIO) y 95.0-97.8 % (radiacién gamma).®*"""No obstan-
te, se han descrito limitaciones en la técnica, como la alteracién magnética secundaria ante
la proximidad de equipos de quiréfano (p.ej. es necesario utilizar retractores de plastico,
en lugar de metalicos) o la escasa sensibilidad ante acimulos magnéticos ganglionares de
pequefio tamafo. Aunque existen trabajos recientes que tratan de salvar estas inconve-
niencias, esta tecnologia esta todavia en desarrollo.”?

1.3.1.4. Contraste con microburbujas

La técnica de contraste con microburbujas para la mejora de la definicidon en técnicas de
imagen ha sido previamente utilizada predominantemente en imagenes cardiacas, hepati-
cas y gammagrafias en traumatismos abdominales. En 2004, Goldberg et al.”® 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 linfaticos hasta
establecerse en los GC mejorando significativamente la deteccién ecografica. Esta técnica
consiste en la inyeccidn periareolar de un agente de contraste para imagen por ultrasonido
basado en microburbujas de gas (~2.5-10 ym) de hexafluoruro de azufre estabilizadas con
fosfolipidos que actlan como reflectores del haz de ultrasonido. Habitualmente, se utilizan
entre 0.2 y 0.5 ml y el drenaje linfatico hasta el GC suele ocurrir a los 15-20 minutos tras la
inyeccién.”

1.3.1.5. Quantum dots

Los «quantum dots» (Qdots) son cristales semiconductores con un didmetro comprendido
entre 2 y 20 nm que exhiben fluorescencia asociada a su alto rendimiento cuantico. Por sus
propiedades 6pticas Unicas, su aplicacién en biomedicina es amplia, abarcando desde el
diagnéstico molecular hasta el estudio de la dinédmica tumoral o terapias fotodinadmicas de
lesiones malignas."”® En 2023, galardonaron con el Nobel de Quimica a Moungi Bawendi, Louis
Brus y Alexei Ekimov por el descubrimiento y sintesis de estas nanoestructuras. En aplica-
ciones médicas, los Qdots méas utilizados se basan en seleniuro de cadmio (CdSexS1-x) o
telururo de cadmio (CdTexSel-x) dado que su regidon de confinamiento cuéntico abarca
todo el espectro 6ptico.”® También pueden ser preparados a partir de otros materiales,
como metales, cerdmicas o polimeros,”” y pueden ser conjugados para hacerlos selectivos
en aplicaciones dirigidas o no mostrar especificidad.” La longitud de onda emitida por los
Qdots puede ser facilmente controlada modificando sus tamafos y morfologia, pudiendo
emitir luz en el espectro ultravioleta (UV) y en el NIR, aunque su aplicacién clinica practica
resulta limitada por la citotoxidad que presentan.”®

Los Qdots se distribuyen dentro del ganglio partiendo de una dispersién en el liquido linfa-
tico de los vasos linfaticos aferentes y se extienden hacia el seno subcapsular para terminar
derivando en los senos transverso lateral y medular. A nivel celular, estas nanoparticulas se
acumulan preferentemente en el citoplasma de macréfagos y células dendriticas.”® Robé et
al.” inyectaron un coloide basado en Qdots de CdSe/ZnS por via subcutanea en ratones
para la deteccién del ganglio axilar, logrando identificar las estructuras linfaticas con una
emision de 655 nm a los 5 minutos de la inyeccion hasta las 24 horas posteriores. Kosaka
et al.”® inocularon por via subdérmica cinco subtipos de Qdots comerciales basados en
CdSe (Qdots con emision a 545, 565, 585, 605 y 655 nm) para el mapeo linfatico de un
ratén, apreciando actividad 6ptica hasta 7 dias después de las inyecciones a diferentes
longitudes de onda. Frangioni et al'®° prepararon inyecciones subdérmicas de Qdots CdTe/
CdSe recubiertos con fosfina oligomérica altamente aniénica para el mapeo linfatico en
ratas y cerdos con excelentes resultados. Ballou et al’® inyectaron peritumoralmente Qdots
recubiertos con polietilenglicol (PEG), demostrando la migracién de los Qdots a los ganglios
regionales en animales.
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1.3.1.6. Dendrimeros de Gd

Los dendrimeros son polimeros organicos que pueden encontrarse comercialmente como
poliamidoamina amino-terminal (PAMAM) y como polipropilimina de nicleo diaminobuta-
no. En medicina, es comln encontrarlos conjugados con quelatos de Gd y de In radioac-
tivos para la obtencién de contrastes para resonancia magnética (RM) y SPECT. Kojima et
al'® prepararon inyecciones intradérmicas de 12 tipos de dendrimeros radiomarcados con
diferentes tamanos y grupos terminales (amino, carboxilo y acetilo) para la obtencion de
imagenes SPECT de GC en ratas, obteniendo mejores resultados en la distribucién de los
dendrimeros terminados en carboxi con tamafios superiores a 6 nm. Shi et al.®® incorpora-
ron nanoparticulas de oro en dendrimeros con el objetivo de localizar el GC en 12 conejos
mediante linfografia por CT indirecta. Entre sus resultados, observaron una mejora notable
en la obtencién de imagenes radiologicas preoperatorias, ademas de un marcaje macros-
copico oscuro secundario a la acumulaciéon de nanoparticulas en los ndédulos linfaticos.
Yang et al.’® sintetizaron dendrimeros de PAMAM conjugados con azul alcalino y reportaron
mejor distribucion linfatica en ratones en relacién 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 linfatico con un marcaje intraoperatorio para la localizacién 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
linfatico preoperatorio y, ademas, permitan detectar el estado metastasico de los GC en la
cirugia.

Liu et al'™® desarrollaron y validaron en pequefios animales un sistema de contraste para
técnicas de imagen basado en nanoparticulas de silice mesoporosas cargadas con colo-
rante fluorescente con modalidades de imégenes fluorescentes y fotoacUsticas en el NIR
para un mapeo linfatico eficaz. Zhou et al.’®® conjugaron nanoparticulas magnéticas de éxido
de hierro (10 nm) con una molécula con emisiéon a 830 nm (NIR), consiguiendo una pon-
deracion en T2 Gtil en resonancia magnética y un contraste para el seguimiento 6ptico de
los ganglios linfaticos por fluorescencia en modelos de ratdon. Mihara et al™® reportaron un
trazador dual compuesto por verde de indocianina y particulas de 6xido de hierro super-
paramagnético para la deteccién de GC de la vesicula biliar en modelos porcinos. Como
resultado, obtuvieron un nuevo método mas eficiente para el manejo laparoscépico. Tsu-
chimochi et al’®® desarrollaron un vector basado en PAMAM cargadas con °°"Tc y verde de
indocianina para una mejor resolucién anatémica del sistema linfatico en técnicas de ima-
gen. Yang et al.’® propusieron un marcaje basado en nanoparticulas de carbono en forma
de nanogotas que frente a estimulacion NIR presentan un cambio de fase liquida-gaseosa
para un contraste dual en técnicas fotoacUsticas y ultrasénicas, ademas de presentar sen-
sibilidad frente a terapia fototérmica. Dai et al.*° sintetizaron nanoparticulas de &cido hialu-
ronico (10-50 nm) conjugadas con receptores especificos (doble diana: CD44 y SR-B1) para
células tumorales mamarias y colorantes fluorescentes. En ratones, este marcaje resultd
muy Util para la obtencion de imagenes de fluorescencia en el NIR en el monitoreo a largo
plazo de la acumulacion y retencién de las particulas en sistema linfatico y microscopia
fotoacustica para la determinacion del estado metastasico de los GC.



1.3.2. Técnicas de marcaje ganglionar parala DAD

Como se ha descrito en el apartado anterior, la QTNA representa un factor desfavorable
para la localizacion del GLC, especialmente en ganglios metastasicos, ya que modifica las
estructuras ganglionares pudiendo reducir el tamafio del GC hasta hacerlo irreconocible.
Ademas, también puede bloquear vias linfaticas y perjudicar la diseminacion del trazador.
Existen técnicas establecidas para el marcaje del GC previa QTNA; donde destacan: los
clips quirdrgicos, las semillas magnéticas, las semillas radioactivas o los radares reflectores.

1.3.2.1. Alambres y clips quirirgicos

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 cirugia axilar por las limitaciones que conlleva, constituye un procedimiento sencillo que
permite una deteccién radiologica eficiente del ganglio afectado. Normalmente, se utiliza
una aguja con un clip precargado que es guiada por ecografia hasta alcanzar la corteza
ganglionar. Una vez localizada, el clip se desprende y resulta fuertemente agarrado en el
tejido linfatico. Se han descrito altas tasas de deteccion preoperatoria del GC con técnicas
de imagen.® Sin embargo, esta técnica no considera su identificacién visual intraoperatoria.

Entre los clips quirGrgicos mas utilizados, destaca el hidrogel polimérico HydroMark®, el clip
de nitinol Tumark® y el clip quirdrgico LigaClip®. Los GC marcados con HydroMark® presen-
tan una tasa de deteccion radiolégica de entre el 60 y el 100 %, posiblemente por errores
asociados a la implantacién del clip.®2 Existen varios ensayos clinicos donde se ha aplicado
este sistema en la diseccion axilar dirigida. Sin embargo, por su tamafio muestral y su natu-
raleza multicéntrica, el estudio SENTA es el méas representativo. En este estudio prospectivo
se agrupd a 473 pacientes candidatas a QTNA de 50 centros diferentes que fueron some-
tidas a la implantacion de un clip en los ganglios linfaticos sospechosos. En el momento
quirargico, 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.’®

1.3.2.2. Semillas radioactivas

La localizacion con semilla radioactiva consiste en la introduccion de una capsula de titanio
encapsulando 5| dentro de la region medular del GC a través de ecografia. Esta técnica es
facilmente detectable con cualquier método de imagen, pero requiere de procedimientos
complejos para su manipulacion y el uso de radioactividad limita su aplicacién en muchos
paises.® El procedimiento marcado de la axila con semillas de yodo radiactivo (MARI, del
inglés Marking the Axillary lymph node with Radioactive lodine seeds) fue propuesto por
primera vez por Straver et al'®® en 2010. Desde entonces, este método ha sido ampliamente
utilizado, reportando altas tasas de identificacion (97-100 %) y baja tasa de falsos negativos
(1.4-7 %).19617

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 6xido de hierro y niquel (p.ej. Magseed®), que son posteriormente localiza-
dos utilizando una sonda que genera un campo magnético alternante que lo magnetiza para
su deteccién. Aunque todavia no ha sido popularizada, esta técnica ha sido recientemente
probada con éxito en procedimientos quirdrgicos de diseccién axilar dirigida en pacientes
con cancer de mama.'®®®® En el estudio AXSANA marcaron el GC de 187 pacientes, alcanzan-
do una tasa de identificacion del 96 %.2°°

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 mas
conocido y recibio la aprobacién de la FDA (Food and Drug Administration) para su coloca-
cion en lesiones mamarias y en tejidos blandos y axila. Las tasas de localizacién intraope-
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ratoria son altas, variando del 97 al 100 %.2°'2°2 A pesar de ser altamente preciso, su mayor
limitacion es que el tamafo del reflector es de 12 mm, y en ocasiones puede ser mas grande
que el propio ganglio.?®3

1.3.2.5. Tatuaje de carbono

El tatuaje ganglionar previa QTNA ha sido explorado como método para la deteccidn in-
traoperatoria del GLC. Por su uso frecuente en cirugia endoscépica al no presentar acti-
vidad biolégica ni inmunogenicidad, el producto Spot® (Gl Supply, Mechanicsburg, EE. UU.)
ha sido aprobado por la FDA como el primer producto para tatuar tejidos. Esta inyeccion
consiste en una suspension de carbdén de alta pureza en agua, glicerol, polisorbato 80, al-
cohol bencilico y simeticona. Su aplicacién en cirugia ha tenido diversos objetivos de mar-
caje para el «tracking» tumoral, especialmente en procedimientos quirdrgicos tiroideos y
colorrectales.?4-2%5 Para el marcaje de GLC, la dosis varia entre O.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 tincién no homogénea, ademés de una diseminacién indeseada por
la via linfatica que aparece en torno al 18 % de los cas0s.?°’2%¢ Se ha descrito que el carbono
no afecta a la evaluacion patolégica del tejido ganglionar y que el tiempo intraoperatorio se
reduce significativamente.2°%2° En |a Tabla 1.11 se resumen las condiciones y resultados de
los principales estudios clinicos realizados hasta el momento.

Choy et al.?" inyectaron 0.1-0.5 ml de Spot® en la corteza de los GLC axilares y tejido blando
circundante de 28 pacientes con cancer de mama recién diagnosticado. Las pacientes se
incluyeron en dos grupos: en el primer grupo se agruparon 16 pacientes sometidas a cirugia,
mientras que en el segundo grupo 12 pacientes fueron sometidas a QTNA previa cirugia.
Encontraron evidencia citolégica o histopatolégica de metéstasis ganglionar antes de la
operacion 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 intervencion fue de 22.9 dias en el pri-
mer grupo y de 130 dias en el segundo. El marcaje del tatuaje se visualizé intraoperatoria-
mente en todos los casos, excepto en un caso del primer grupo donde solo puedo ser ob-
servado por microscopia. En este estudio, describieron migraciéon ocasional a través canales
linfaticos proximales al ganglio inyectado. Los estudios histolégicos revelaron presencia de
carbono principalmente en la superficie cortical de los ganglios linfaticos o en el tejido blan-
do circundante. Ademaés, los GLC correlacionaron con todos ganglios linfaticos tatuados
(GLT) (100 %). Natsiopoulos et al.?%” tatuaron con 0.3-0.7 ml de Spot® los ganglios metas-
tatizados de 75 pacientes que cumplian criterios clinicos de afectacién (64 pacientes con-
firmados, 11 sospecha clinica-ecografica) antes de iniciar la QTNA. El tiempo entre la inyec-
cion y la cirugia varié entre los 90 y los 231 dias; mientras que desde la QTNA vy la cirugia
transcurrieron de 3 a 5 semanas. Previa cirugia se inyectd un radiotrazador **"Tc por via
subareolar con azul de metileno para la deteccién rutinaria. La colocalizacién de azul de
metileno y carbono se detectd por inspeccion visual. Se identificaron exitosamente los GLT
del 93.3% de las pacientes, y el 75.3 % de ellos correspondieron a los GLC. La valoracién
anatomopatolégica de los ganglios afectados revel6 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 histolégicos relevaron mayor nimero de ganglios linfaticos con pigmento que el
ndmero original de ganglios tatuados, lo que implica migracién local. Park et al.?2? inyectaron
0.5 ml (0.2-0.8 ml) de Charcotrace® (Phebra, Sydney, Australia) en la corteza ganglionar de
20 pacientes con metastasis ganglionares comprobadas por citologia previa QTNA. En la
cirugia axilar, la tasa de deteccidn de ganglios tatuados fue del 100 %, aunque solo el 75 %
de los GLT correspondieron a los GLC, de los cuales el 40 % presentaron metastasis. El ren-
dimiento diagnéstico de la DAD utilizando marcaje ganglionar con tatuaje de carbono redu-
jo del 20 al 0% la tasa de falsos negativos. Ademas, en este estudio se presentd un riesgo
clinicamente insignificante de migracion de las particulas, resultando inocuo para el orga-
nismo humano. Allweis et al.2°° inyectaron dosis de 0.2-0.5 ml de Spot® en GLC axilares



positivos previa QTNA y evaluaron clinicamente la técnica en 63 pacientes. En la cirugia de
pacientes con ganglios tatuados, pudieron identificar facilmente el ganglio marcado en el 95
% de los casos. Adicionalmente, realizaron una técnica combinada de radiotrazadores y ta-
tuaje para validar el método, encontrando colocalizacidn de radiacién gamma y carbono en
el 80 % de los ganglios. EI 20 % restante correspondia a ganglios tatuados sin radioactividad,
lo que sugiere una mayor precisién diagndstica utilizando el método de tatuaje. Patel et al.?®
inyectaron O.1-1 ml de Spot® en la corteza de los ganglios y el tejido blando periganglionar
de 66 pacientes con afectacion 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 cirugia primero mientras que, en el segundo, 47 pacientes recibieron QTNA antes de la
cirugia. Encontraron afectacion ganglionar metastasica en 11 (57.9 %) pacientes del primer
grupo y 37 (78.7 %) del segundo grupo. El tiempo promedio transcurrido entre la inyeccion
del marcaje y la cirugia fue de 21 dias en el primer grupo y de 148 dias en el segundo grupo.
Fue posible detectar visualmente durante la cirugia 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 excepcion de una en el primer grupo, aunque esta excepcidn mostrd evidencia
microscépica de carbono en el interior del ganglio metastatizado. A pesar de la intencion de
marcar Unicamente 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 méas ganglios marcados, proba-
blemente vinculados a una migracion local del pigmento. El GLT correlacioné con el GLC en
el 98.5 % de las pacientes del primer grupo, y en el 100 % del segundo grupo. En el ensayo
clinico multicéntrico TATTOO se evalu6 el marcaje del GLC con 3 ml de Spot® o 0.6 ml de
CARBO-REP® (Sterylab, Rho/Milan, Italia) en 110 pacientes de cancer de mama avanzado (de
entre ellas, 108 pacientes se sometieron a biopsia ganglionar y el 96.3% presentd metasta-
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-
cién de los ganglios marcados fue del 93.6 %, con una correlacion entre GLC y GLT del 59.6
% y una tasa de falsos negativos del 9.1 % cuando se aplicé de manera conjunta la técnica
BSCG y el marcaje con carbono. Se observd migracion del tatuaje en 5 pacientes.? Poste-
riormente, de Boniface et al.?® publicaron datos extendidos del ensayo TATTOO utilizando
0.5 ml de Spot® o CARBO-REP®. De las 172 pacientes incluidas, a 149 se les habia realizado
una LA completa, con una tasa de deteccion del ganglio tatuado fue del 94.6 %, mientras
que en 149 se realizé6 DAD con una tasa de deteccion del 98.7 %. Ademas, reportaron una
tasa de falsos negativos del 6.2 %. En otro ensayo clinico reciente (NEOTARGET), identifica-
ron los GLC para DAD tras QTNA a través de la colocalizaciéon de ganglios tatuados con
carbono (Sterimark®) y marcados con un clip quirGrgico. 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 diagnéstico. En la
segunda cohorte, a 13 pacientes se les colocé clip visible por ultrasonidos y tras QTNA se les
tatud el ganglio linfatico. En el momento quirdrgico, 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 pasé desapercibido en el momento
quirargico en el 38 % de las pacientes de la cohorte 1y el 17 % de la cohorte 2. En este Ultimo
subgrupo, la tasa de falsos negativos fue del 11 %.7¢ Goyal et al.?” 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 identificacion fue superior en el grupo de
cirugia (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.?*® analizaron retrospectivamente a 62 pacientes tratadas en un Unico
centro entre el 2018 y 2020. Todas las pacientes incluidas presentaron infiltracion ganglio-
nar axilar y fueron remitidas para QTNA. Los ganglios positivos se marcaron con 0.1-0.5 ml
de una solucién al 4 % de Carbo activatus (Carbosorb, IMUNA PHARM, Eslovaquia) en todas
las pacientes previa QTNA. La tasa de deteccién de ganglios tatuados intraoperatoria tras
QTNA fue del 81 %, de entre los cuales, el 55 % mostraron correlacién entre GLT y GLC. Li et
al.??2 inyectaron 0.3 ml de suspension de carbén en 110 pacientes con cancer de mama
avanzado local antes de aplicar de 2 a 6 ciclos de quimioterapia neoadyuvante. Su objetivo
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fue investigar la relacion entre la distribucion y la invasiéon linfovascular por respuesta a
QTNA. Las pacientes fueron clasificadas por respuesta a QTNA (de sensibles a resistentes).
El nmero de ganglios positivos y la proporciéon de invasion linfovascular aumentaron, mien-
tras que el nimero de ganglios tefiidos de negro disminuyd. Encontraron una relacion nega-
tiva entre el nUmero de ganglios positivos y el nUmero de ganglios tefiidos de negro. Gatek
et al.?"® utilizaron 0.1-0.5 ml de suspensiones de carbono en medio salino en 27 pacientes
con CDL. De entre ellas, 20 pacientes se sometieron a QTNA. La tasa de identificacién de los
ganglios fue del 100 % y no se identificaron falsos negativos tras un promedio de 164 dias.
Observaron diseminacion del tatuaje de carbono en el 17.4 % de los casos. Recientemente,
Porpiglia et al.?*° tatuaron los GLC de 49 pacientes, alcanzando una tasa de identificacion
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.?? marcaron con 0.3 ml de tinta
de carbono en GLC de 30 pacientes. El 33.3 % se realizd antes de la cirugia y el 66.67 % se
realizé 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 encontré metéastasis.

Tabla 1.11. Resumen de los ensayos clinicos donde se ha utilizado el tatuaje del GLC en DAD.

s 6nd NG d Metastasis Tiempo del Tasa de Correlacion
ugenm(c:jn .e) um.erot e confirmada tatuajeala identificacion del GLTy el
carbonoldosis)  pacientes  pispsiainicial  cirugia del GLT GLC
16 ® 229 dias 9 9
Choy et al?" Sp0t® (01—05 mI) (Cirugia primaria) 50 % (1—62 dias) 93.8 % 100 %
12 i
Choyetal™  sSpot®(01-05ml)  (QTNA) 75 % (7}13121‘1"5‘%5) 100 % 100 %
Natsiopoulos ® - 9 141 dias 9 9
ot 8207 Spot® (0.3-0.7 ml) 75 85.3 % (90-231 dias) 93.3 % 75.3 %
Park et al.?? ® (0. % 181 dias % %
Charcotrace® (0.5 ml) 20 85.3 % (165-197 dias) 100 % 75 %
19 o 21 dias o o
Patel et al®  spot® (0O1-1ml) (cirugia primaria) 579 % (1-62 dias) 947 % 985 %
213 47 o 148 dias o o
Patel et al. Spot® (0.1-1 ml) (QTNA) 787 % (71-257 dias) 100 % 100 %
CARBO-REP® (0.6 96.3 % _ 96.3 % 59.6 %
TATTOO** ml) Spot® (3 ml) 1o (n=108)
TATTO
Spot®/CARBO-REP® 172 100 % - 98.7 % 479 %
(ext.)s (0.5 ml)
NEOTAR- Sterimark® (0.5-1 ml) 13 - - 69 % -
GETZ®
88 18 dias o 78 %
Goyal et al.?" Spot® (2 ml) (cirugia primaria) 49 % (19-34 dias) 88.9 % (n=36)
’ . 100 %
Goyal et al2” Spot® (2 ml) (Q%ﬁ ) 82 % R 6;?32%231613) 64 % (%83)
Dostalek et calesers 62 100 % - 81% 55 %
(01-0.5 ml) ° (n=27) °
aI‘218
Gatek et g2 Solucion Cabon Ink 7 85.7 % 164 dias 100 % 852 %
atek et al. 4% (01-0.5 ml) (n=7) (8-240 dias) :
Porpiglia et Supension 9 9
al.220 de Carbono 49 = = 84.4 % 71.8 %
PP Suspension de G o
:73:'"' = Carbono (0.3 ml) (cirugia primaria) - - 100 % el
Pajcini et Suspension de 20 o o
al22 Carbono (0.3 ml) (QTNA) = = 100 % 100 %
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En la Tabla 1.12 se resumen las condiciones y resultados de los principales estudios clinicos
realizados hasta el momento.

Tabla 1.12. Principales sistemas de marcaje y localizacion del ganglio linfatico centinela axilar en
cancer de mama. Adaptada de Murthy et al.2%3

Coste aproximado Ventajas Desventajas

Visible durante mas de Se requiere manejo ecografico,

Clip 60 €/clip 1afo por ecografia. es higroscépico y esta sujeto a
quirurgico migracion.

Limitacion de profundidad hasta
Semillas 500 €/semilla Duraciéon hasta 1 mes 4 cm, coste elevado, requiere

55,000 €/equipamiento antes de la cirugia. calibracion y es susceptible a

campos magnéticos.

magnéticas

Semillas
radioactivas

60 €/semilla
45,000 €/equipamiento

Regulacion estricta en
manejo y logistica.

Detectable hasta
4 meses tras QTNA.

Detectable a profundi-

Radar 400 €/radar dades de 8 cm, eficiente, Se ha descrito migracién

reflector 40,000 €/equipamiento  ¢plocacion hasta 1 mes fuera del GC.
antes de la cirugia.

Tatuaje Altas tas'aIS de deteccion, Identificacion errénea,

de carbono 20 €/ml duracion de hasta 8 posibilidad de migracién,

meses, sin efectos

granulomas de cuerpo extrafo.

secundarios.

1.4. Nanoparticulas
dirigidas al ganglio linfatico

1.4.1. Nanoparticulas en biomedicina

El concepto de «nanotecnologia» fue introducido por Feynman en 1959 al considerar la posi-
bilidad de manipular la materia a escala atdémica.??® Desde entonces y hasta el momento ac-
tual, las aplicaciones de los nanomateriales en biomedicina han mostrado un auge crecien-
te.??* Los nanomateriales se describen como estructuras mono o polidispersas de pequefio
tamafio, tipicamente en el rango de 1a 100 nm, que presentan caracteristicas fisicoquimicas
excepcionales derivadas de sus reducidas dimensiones y de su alta relacion superficie/vo-
lumen, convirtiéndolas en herramientas Utiles en diferentes aplicaciones biomédicas.?2522¢
Las nanoparticulas (NPs) tipicamente se clasifican dependiendo de su composicién quimi-
ca en nanoparticulas organicas e inorgéanicas. Mientras que en las NPs organicas es posible
destacar los polimeros, los exosomas y los liposomas, entre las inorganicas se encuentran
las NPs de silice, las NPs metalicas, los nanotubos de carbono o los Qdots; aunque en oca-
siones se requiere de sistemas combinados para cubrir las propiedades fisicoquimicas y
biolégicas deseadas.?”’

La aplicacidon de nanomateriales en el campo de la biologia y la biomedicina es conocida
como «nanobiociencia», y puede ser definida como la ciencia que permite crear, manipu-
lar y caracterizar componentes y sistemas biolégicos en la escala nanométrica; incluyendo
aplicaciones diagnésticas, terapéuticas (como la transfeccién, liberacién de farmacos o la
hipertermia), las técnicas de imagen o regeneracion celular, entre otras.??® Especialmente,
las NPs mejoran sustancialmente el perfil farmacocinético y la estabilidad quimica, lo que las
convierte en candidatas interesantes para estrategias terapéuticas.??
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1.4.2. Sistemas nanoestructurados
dirigidos al ganglio

La administracion de sistemas nanoestructurados dirigida a los ganglios linfaticos es cru-
cial en el tratamiento de enfermedades inmunitarias y cancer, dado que la mayoria de los
tumores sélidos metastatizan por via linfatica.??® Se han diseflado diferentes sistemas de
liberacion de farmacos dirigidos al ganglio linfatico con diferentes ventajas y limitaciones
(Tabla 1.13).230

Tabla 1.13. Ventajas y limitaciones de diferentes sistemas de liberacion de farmacos en el

ganglio linfatico. Adaptada de Cheng et al.*°

Ventajas

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

Desventajas

Baja eficiencia de encapsulacion de
farmacos solubles en agua. Baja estabili-

Liposomas > . - ” 7 . . .
toxicidad. Liberacidn lenta del farmaco. dad, facil de hidrolizar y de oxidar.
Mejora la solubilidad en agua de la I bilidad i
Micelas sustancia encapsulada. Estructura ne§ta II \dad en e slstema
altamente estable. Baja toxicidad. R e
- Baja solubilidad y baja tasa de aclara-
NPs Estructura altamente modificable.

inorganicas

Hidrogel

NPs

Buena biocompatibilidad y estabilidad.

Previenen la desnaturalizacion de protei-
nas. Baja toxicidad. Efecto a largo plazo.

Mejor biodistribucion.

miento in vivo. Posible toxicidad poten-
cial a largo plazo y alta citotoxicidad.

Tasa de respuesta lenta.
Reducida resistencia mecanica.

Baja eficiencia de encapsulacion.

poliméricas
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Mejor biodisponibilidad.

) » Baja carga de farmaco.
Proteccion frente a la degradacion

1.4.3. Biodistribucion y captacion linfatica de
las nanoparticulas

El comportamiento de las NPs en el tejido linfatico depende de un equilibrio entre la tasa
de eliminacion, la biodistribucién, la tolerancia y la nanotoxicidad, y esta regulado por fac-
tores como la via de administracién y las propiedades fisico-quimicas de las particulas,
especialmente su tamario, bioactividad y caracteristicas superficiales.23°

1.4.3.1. Tamano

El efecto del tamarno de las NPs en la distribucion linfatica a partir de diferentes vias de
administracién ha sido estudiado utilizando particulas con propiedades fluorescentes. En
administracion subcutaneas, se estima un didmetro idéneo de entre 10 y 50 nm, mientras
que si las NPs van a ser inyectadas de manera directa en el ganglio, se recomienda un
tamario superior a 100 nm para maximizar su estabilidad y persistencia dentro del gan-
glio.2%12%2 | a dindmica de las NPs entre 2 y 20 nm muestra facilidad de difusién asociado a
un régimen con tendencia a la difusién browniana, mientras que los tamafios mas grandes
pueden no mostrar una migracion efectivay, en las particulas de mayor tamano, es posible
que no se produzca la diseminacion linfatica.'®® Existen autores que abogan por el uso de
NPs entre 100 y 200 nm, dado que muestran el mejor equilibrio entre un drenaje rapido y
una distribucion eficiente de las particulas en los nodos linfaticos.!®



1.4.3.2. Concentracion

El aumento de la concentracion de NPs inyectadas disminuye su velocidad de drenaje des-
de el sitio de inyeccion al obstaculizar su difusién por el espacio intersticial,?*® aunque su
efecto en inyecciones directas en el ganglio no esté claro.?®*

1.4.3.3. Caracteristicas superficiales

Existen tres caracteristicas superficiales capaces de regular el comportamiento biolégico
tras su administracion. (1) La estructura quimica superficial juega un rol clave en el acondi-
cionamiento de los nanomateriales y su relacién con el sistema inmunitario. (2) La funciona-
lizacion superficial de las NPs puede jugar un papel esencial para la distribucién selectiva del
vector en el tejido linfatico, pudiendo dirigirse selectivamente hacia una diana especifica.?®°
(3) La carga superficial afecta a su captacion linfatica, siendo la degradacién de los siste-
mas aniénicos mas rapida. Las NPs anidnicas tienden a interactuar mas fuertemente con las
proteinas, lo que lleva a un mayor reconocimiento y captacion por las células inmunitarias.”’

1.4.3.4. Peso molecular

Conforme aumenta el peso molecular de las NPs, disminuye su capacidad de intercambio
a través de los capilares sanguineos y el drenaje linfatico. Los ganglios linfaticos también
actGan como barrera para particulas de mayor peso molecular (tipicamente >70 kDa), evi-
tando su ingreso en el torrente sanguineo.®

1.4.3.5. Hidrofobicidad

La hidrofobicidad de un coloide es determinante en la respuesta fagocitica y, en conse-
cuencia, en la captacién linfatica. Las opsoninas se adsorben en la superficie de las nano-
particulas sirviendo de reconocimiento para las células del sistema fagocitico mononuclear.
Las opsoninas se asocian mas facilmente con compuestos hidréfobos, por lo que compues-
tos con escasa hidrofobicidad son fagocitados en menor medida.’’

1.4.4.Interaccion entre el sistema inmunitario y
las nanoparticulas

El sistemainmunitario se encargadereconocery neutralizar o eliminar los cuerpos extrafios.?%¢
La administracion de NPs en la via linfatica puede desencadenar diferentes escenarios.??’

1.4.4.1. Captacion y eliminacion de nanoparticulas por fagocitosis

Una vez administradas las NPs, éstas interactGan con gran variedad de biomoléculas pre-
sentes en el microentorno tisular, especialmente proteinas, que cubriran su superficie en un
proceso conocido como opsonizacién.?®” La opsonizacidn es un marcaje para fagocitosis de
opsoninas mediado por los fagocitos.?*¢ 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 fagociticas profesionales, como los macréfagos. El proceso fagocitico
estd mediado por la reorganizacion de la actina cortical y la formacién de pseuddpodos y
lamelipodios para la captura del material extrafio. Una vez reconocidas, las particulas son
internalizadas en fagosomas, que se fusionan con lisosomas cargados de hidrolasas for-
mando fagolisosomas, que descomponen enzimaticamente el material para su eliminacion.
El material no digerible permanece en los fagolisosomas en forma de cuerpo residual, que
pueden ser secretados por exocitosis (Figura 1.8).2%° La eliminacién de receptores especifi-
cos de macréfagos ha demostrado menor captacidén de NPs y menor liberacion de sefiales
proinflamatorias, lo que sugiere que los macréfagos actGan como los fagocitos principa-
les.?%° Por tanto, comprender los mecanismos de reconocimiento de los macréfagos frente
a materiales extrafios circulantes puede facilitar la comprension de la eliminacién de los na-
nomateriales. Los mecanismos de fagocitosis pueden ser especificos o inespecificos. Estos
primeros estan regulados por los receptores fagociticos primarios que median la captacion
de las nanoparticulas como son los receptores tipo toll, los receptores depuradores, los
receptores de manosa y los receptores Fc, aunque estos dos Ultimos parecen desempenar
funciones mas importantes en la internalizacion de las NPs.24
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Figura 1.8. Diagrama esquematico de los pasos de
la fagocitosis mediada por el receptor Fc. (a) La fa-
gocitosis comienza cuando un objetivo opsonizado
(gris claro) interactla con receptores especificos
expresados en la superficie de los macréfagos. (b)
Tras la internalizacion, el fagosoma se fusiona con
los lisosomas. (c) Se genera asi un fagolisosoma. (d)
Se digiere completa o parcialmente el material in-
ternalizado. (e) Los productos de degradacion y los
no degradados se liberan al espacio extracelular.
Recuperado de Sechi et al.?*?

62

1.4.4.2. Efectos citotoxicos tras la
internalizacion de las nanoparticulas

La interaccidn de las NPs con los macréfagos pue-
de desencadenar procesos de toxicidad global,
incluyendo procesos como la activacién del com-
plemento y eventos tromboliticos. Ambos eventos
inducen a la liberacién de citoquinas y quimioci-
nas que estimulan el reclutamiento, diferenciacién
y activacion de células inmunitarias, por lo que su
activacion descontrolada puede desencadenar
anafilaxia, trombosis y coagulopatias, ademas de
efectos inflamatorios sistémicos, incluyendo la fi-
brosis y la inflamacién.?*

1.4.4.3. Efectos de residencia alargo
plazo de materiales no degradables

La residencia a largo plazo de las NPs en el tejido
inicia lesiones a través de la infiltracién y la micro-
granulacién de los hepatocitos y respuestas infla-
matorias croénicas. El destino final de la mayoria de
los sistemas de NPs parece ser principalmente la
acumulaciéon en grandes extensiones en 6rganos
de eliminacién, principalmente el bazo, el higado y
los rifiones.?#

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

En cirugia del cancer de mama, la BSGC ha sustituido la LA para el estadiaje axilar,
reduciendo la morbilidad de la intervencion. La BSGC se ha convertido en el gold
standard del manejo de la axila en la mayoria de los tumores de mama. A pesar de ser
una técnica en constante evolucion, actualmente el manejo habitual consiste en el
mapeo preoperatorio del GC con radiotrazadores y, opcionalmente, en algunos casos,
practicado de manera dual con la inyeccién intraoperatoria de colorantes. La BSGC
en pacientes que han recibido QTNA presenta limitaciones, con tasas de deteccion
significativamente mas 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:

1. Las vias de drenaje linfatico de la paciente pueden resultar modificadas o blo-
queadas por la QTNA perjudicando la diseminacion de los trazadores.

2. La modificacién en la via de drenaje linfatico 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 tamafo hasta presentarse irreconoci-
bles, de manera que su identificacion intraoperatoria entrafia mayor dificultad.

Para salvar estas limitaciones, se estableci6 en la clinica 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 macroscépica o la necesidad de equipos especiali-
zados. Entre las técnicas més extendidas destacan:

1. La colocacién de un clips quirdrgicos, aunque entrafia gran dificultad y se han
descrito altas tasas de desplazamiento.

2. El marcaje con semillas radioactivas que, a pesar de ser considerada una técnica
facilmente reproducible, se trata de material radiactivo y requiere de procedimien-
tos complejos de manipulacién y equipos especializados. Por tanto, no es accesible
en gran parte de centros sanitarios y hospitales.

3. La colocacion de semillas magnéticas en el ganglio, que resulta facilmente repro-
ducible, pero conlleva un alto coste econdémico y precisa de equipos especializados.

Recientemente se ha incorporado una cuarta técnica basada en el tatuaje del GC pre-
via QTNA con suspensiones de carbono disponibles en la clinica (p.ej. Spot®). Las in-
yecciones para el tatuaje varian entre 0.1y 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 evaluacién
patologica del tejido ganglionar, conlleva bajo coste econdmico, no requiere de equipos
especializados y el tiempo intraoperatorio se reduce significativamente, por lo que re-
sulta una estrategia prometedora para la DAD.

2.2.Objetivos generales y especificos

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

La base del disefio del nuevo vector de marcaje es obtener un sistema de marcaje que
sea biolégicamente inerte, no induzca reacciones adversas a nivel celular y permanez-
ca en el ganglio marcado sin migrar a otros ganglios, manteniendo una concentracion
que lo haga facilmente detectable a simple vista.
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El vector de tatuaje debe ser desarrollado a partir de nanocompuestos inyectables,
utilizando diversos métodos de sintesis para encapsular melanina (seleccionada por

ser un pigmento oscuro endoégeno) y NPs carbono (C-NPs) en nano (NPs) y micro-
particulas (MPs) poliméricas. La encapsulaciéon del carbono en particulas poliméricas
biodegradables se plantea como estrategia para conseguir que el marcaje sea menos
citotéxico, perdure en el tiempo y se reduzca su diseminacién. Se obtendran nano-
compuestos con diversas propiedades fisicoquimicas para explorar su comporta-
miento biolégico en animal de experimentacion.

El vector de marcaje para el ganglio centinela debe ser de administracion minima-
mente invasiva y ejecutable en el momento de la biopsia diagnéstica (para reducir las
intervenciones en la paciente), perdurable en los ganglios axilares durante el QTNA
(enun 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.

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 linfaticos.

1.1. Optimizar la sintesis de nano y microparticulas de acido poli(lactico-co-glicoli-
co) (PLGA) encapsulando sustancias colorantes (carbono y melanina) con diferen-
tes técnicas para obtener materiales con diferentes propiedades fisicoquimicas.

11.1. Optimizar la sintesis de particulas encapsulando diferentes elementos “colo-
rantes” (melanina o nanoparticulas de carbono, C-NPs).

1..2. Sintetizar nanoparticulas con un tamafo aproximado de 100 nm (utilizando
métodos de emulsién) y microparticulas con un tamaro de 1 pm (utilizando elec-
trosprayado) para estudiar el efecto biolégico del tamario.

1..3. Producir nano y microparticulas con dos polimeros (PLGA) con diferente pro-
porcion de mondémeros (lactico/glicélico) para evaluar el perfil de liberacion, da-
das sus distintas velocidades de degradacion.

11.4. Coencapsular cloroquina en las nano y microparticulas para valorar su efecto
en la actividad macrofagica y en la perdurabilidad del marcaje en el ganglio.

1.2. Caracterizar fisicoquimicamente las particulas obtenidas.

1.3. Formular el vector inyectable, valorando la minima dosis inyectable (in vitro) y la
concentracién minima requerida de particulas en el coloide (in vivo).

1.4. Caracterizar in vitro la cinética de liberaciéon de C-NPs y melanina encapsulada.
1.5. Valorar la citotoxidad in vitro de las particulas sintetizados para determinar la
dosis subcitotéxica y su potencial influencia en el ciclo celular.

Segundo objetivo: Estudiar el comportamiento biolégico de los vectores en ani-
mal de experimentacion.

2.1. Disefiar y realizar experimentacién en ganglios linfaticos in vivo para analizar el
comportamiento y eficiencia del marcaje en diferentes tiempos.

2.1.1. Caracterizar variables macroscoépicas asociadas al marcaje, incluyendo

la estimacion del area marcada y la facilidad de identificacion.

2.2. Realizar estudios histopatolégicos de los ganglios marcados.

2.2.1. Caracterizar variables microscoépicas asociadas al marcaje, incluyendo
la distribucion de las particulas en el tejido ganglionar, la extensién de la
reaccion inflamatoria y la morfometria de los cimulos asociados a las par-
ticulas inoculadas.

2.3. Analizar estadisticamente las variables macroscépicas y microscépicas.

2.4. Realizar estudios ultraestructurales de los ganglios marcados para analizar la
interaccion de las particulas a nivel celular, asi como los eventos y mecanismos ce-
lulares asociados a la reaccién inflamatoria.
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3.1. Materiales y métodos parala
sintesis de nano y microparticulas

3.1.1. Materiales

3.11.1. Acido poli(lactico-co-glicélico)

El acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) es un
miembro biocompatible de la familia de polimeros
biodegradables de poliéster alifatico. Una de sus
principales aplicaciones es la administracion con-
trolada de farmacos, dado que su uso en humanos
estd aprobado por la FDA en diversos farmacos y
dispositivos médicos.?*® La popularidad del PLGA
para la liberacion sostenida de farmacos es cre-
ciente por su biocompatibilidad, su biodegradabi-
lidad y su cinética de biodegradacion ajustable de-
pendiendo de su composicidn monométrica y de su
peso molecular.?** En el organismo, este polimero se
hidroliza en acido lactico (LA) y acido glicélico (GA),
los cuales son metabolizados en agua y didéxido de
carbono a través del ciclo del acido tricarboxilico y
finalmente se excreta por los pulmones.?4

Las propiedades de PLGA varian segln su propor-
cion de monémeros (LA:GA), el peso molecular, la
concentraciéon y el grupo terminal, lo que a su vez
afecta a la eficiencia de encapsulacion y la cinética
de liberacion del agente encapsulado.?*® 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 liberacidn, cuyas caracteristicas
principales se recogen en la Tabla 3.1.24 La degra-
dacién del PLGA 85:15 es alrededor de un 40 % méas
lenta que la del PLGA LA:GA 50:50.2*¢ No obstante,
presenta un patron de liberacidn cinética diferente.
En caso del PLGA LA:GA 50:50 la curva es préxima a
una exponencial, mientras que en el caso del PLGA
LA:GA 85:15 es mas suave. Mientras que la mayor
tasa de degradacion del PLGA LA:GA 50:50 ocurre a
las 3-5 semanas, en su anélogo ocurre a las 6-8 se-
manas.?*® Ambos polimeros fue adquiridos de Sig-
ma-Aldrich (Darmstadt, Alemania) y conservados a
4-6 °C hasta su uso.

Tabla 3.1. Propiedades de las variantes de PLGA.

LA:GA Peso molecular Viscosidad

RG504H 50:50 38-54 kDa 0.45-060 dL/g

RG858S 8515 190-240 kDa 1.3-17 dL/g

3.1.1.2. Nanoparticulas 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 inoculacion de coloides de pig-
mentos en la capa dérmica, a menudo basados
en NPs o MPs. El color negro se consigue con un
pigmento inorganico basado en productos de
carbono, especialmente de hidrocarburos aro-
maticos policiclicos. Estos compuestos son de
caracter inmunotéxico y han demostrado alterar
la activacion funcional de linfocitos y la inhibi-
cién de la diferenciacion de macréfagos.?°%2 E|
carbono utilizado en esta Tesis (en forma de na-
noparticulas de carbono, C-NPs) fue cedido por
la Dra. Gema Martinez y fue obtenido por pirdli-
sis laser. El sistema de reactor de flujo continuo
de gas y el protocolo experimental se describen
en Martinez et al?%2. Las C-NPs fueron caracte-
rizadas por microscopia electrénica de transmi-
si6n (TEM, del inglés Transmission Electron Mi-
croscopy) una vez dispersas en acetato de etilo
(AcEt). Se determind un tamafio variable entre 12
y 20 nm (promedio de 12.4 +3.4 nm) (Figura 3.1).

50 nm

Figura 3.1. Micrografias electrénicas de las C-NPs
dispersas en acetato de etilo.
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3.11.3. Melanina

La melanina es un pigmento endégeno que deriva
del aminoécido tirosina. Su forma mas comun es
en forma de un polimero oscuro de acidos car-
boxilicos de dihidroxiindol y sus formas reducidas,
conocido como eumelanina.?®® La melanina utili-
zada en esta Tesis fue adquirida de Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Alemania), preparada en polvo por
oxidacion de tirosina con perdxido de hidrégeno.
Se almacend a -20 °C hasta su uso, siguiendo las
instrucciones del proovedor. Para su observacion
al microscopio electrénico 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 farmaco antipaladico del
grupo de las 4-aminoquinolinas aprobado por la
FDA (Figura 3.3). En la actualidad, este farmaco es
utilizado solo o0 en combinacién para el tratamien-
to de enfermedades autoinmunes, especialmente
el lupus eritematoso sistémico, la artritis reuma-
toide, el sindrome de Sjégren o el sindrome de an-
ticuerpos autofosfolipidos.?®*
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Figura 3.3. Estructura quimica de la CQ.

Otra funcién atribuida a la CQ es la restriccion del
microambiente tumoral polarizando los macréfa-
gos asociados a tumores de fenotipo M2 (promo-
tor del tumor) a M1 (inhibidor), pudiendo actuar
como “asesinos” de células tumorales.?®® La CQ
afecta a nivel vesicular provocando la disfuncién
enziméatica. Esta molécula se concentra en el in-
terior de organulos acidos, como el endosoma o
los lisosomas, dado su bajo pH y la carga positiva
de la CQ.?°¢ La presencia de CQ aumenta el pH li-
sosomal en los macréfagos, lo que desemboca en
la liberacién de Ca? a través del canal lisosomal
Ca* mucolipina 1 (Mcoln1), que estimula la acti-
vacién de p38 y la molécula de sefial del factor
nuclear-kB (NF-kB) polarizando los macrofagos
hacia M1 para producir citocinas inflamatorias (Fi-
gura 3.4).255256
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Figura 3.2. Micrografias electrénicas de barrido de
la melanina cristalizada.
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Figura 3.4. Breve esquema del efecto de la cloro-
quina en la polarizacién de macréfagos. Obtenida de
Chen et al.?®®



Adicionalmente, otros autores han descrito efectos
antimetastéasicos y anticarcerigenos en cancer de
mama y otros tumores sélidos. En cancer de mama,
Anand et al?®” describieron que la CQ se presen-
taba como un agente potencial para combatir las
células madre cancerosas. En su ensayo clinico 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
metastasicos. En otros tumores, Cheng et al.?%8 de-
mostraron que una combinacién de pteroestilbeno
y CQ conducia a la autofagia para inhibir el cre-
cimiento de células cancerosas e inducir la apop-
tosis en células de adenocarcinoma ductal pan-
creatico. Thongchot et al.?*® describieron el efecto
antimetastéasico de la CQ asociada a la inhibicion
en la migracion de células de colangiocarcinoma
al reducir el factor inducible de la hipoxia (HIF, del
inglés Hypoxic-Induced Factor) HIF-1q, el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés
Vascular Endothelial Growth Factor), entre otras. Yu
et al.?®° aprovecharon los efectos inhibitorios sobre
el receptor de quimiocinas CXCR4, la autofagia y
el metabolismo del colesterol de la CQ vy la utiliza-
ron como farmaco antimetastasico en un modelo
de céncer de pulmén. Truong et al.?®' probaron la
eficacia de la CQ en combinacion con la inhibicién
de la via MAPK en células mutadas en GNAQ/11 e
identificaron mecanismos del inhibidor de MEK1/2.
La inhibicion de la activacién de la sefalizacion de
MAPK mediada por GNAQ/11 resulté en la induccién
de la autofagia y de apoptosis. Peng et al.?%2 prepa-
raron nanoparticulas lipidicas con fosfato de CQ e
dihidroartemisinina para reducir la proliferacion y
metastasis hepatica de cancer colonorrectal. Jia et
al.?%® describieron el uso de CQ como anticarceri-
geno eficiente frente a células escamosas de car-
cinoma oral. Por tanto, podria ser potencialmente
utilizado en estrategias de preparacion microam-
biental para la modulacién de la inmunidad.?¢*

C-NPs .
PLGA X mg/ml Pluronic
X mg/ml 30 mg/ml

Emulsion por
sonicacioén

Amplitud: 40 %
Tiempo: 25 s

Figura 3.5. Representacidon esquematica del proceso
de sintesis por emulsién simple de las nanoparticulas
de PLGA con C-NPs encapsuladas.
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El interés de la CQ en esta Tesis es que poten-
cialmente reduce la fagocitosis, por lo que podria
inhibir en cierta medida la captacion de las NPs
tras su administracién en el ganglio, lo que podria
evitar que los macréfagos transporten las NPs lo-
calmente y a distancia.

3.1.1.5. Surfactantes y disolventes

En la técnica de emulsién, se utilizaron Pluro-
nic F-68%, diclorometano, colato sédico, 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, asi como el estabilizador Tween
80° fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Darm-
stadt, Alemania) y utilizados tal y como fueron
recibidos.

3.1.2. Métodos

3.1.2.1. Encapsulacion de
C-NPs por emulsion simple

La técnica de emulsion simple suele ser adecua-
da para encapsular agentes hidrofébicos.?%4 El
método de sintesis por emulsidon o/w fue utilizado
para la encapsulacién de C-NPs en NPs de PLGA.
El resumen del proceso de sintesis se esquema-
tiza en la Figura 3.5. En primer lugar, el sistema
polimérico y las C-NPs se disuelven en disolven-
tes organicos. En esta sintesis, la fase organica
estd compuesta por 50 mg de PLGA y 150 mg de
surfactante (Pluronic F-68) disueltos en 5 ml de
AcEt con una concentraciéon variable de C-NPs
(05,10, 25 y 5.0 mg/ml). A la fase organica se
afadieron 10 ml de agua Milli-Q como fase acuo-
sa. La emulsion se realizé por sonicacién (Soni-

Centrifugacion
Tiempo: 15 min
7,500 rpm, 15 °C
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cador Branson Digital 450) bajo una amplitud del
40 % y durante 25 s. Posteriormente, la emulsion
se dejo evaporando en una placa de agitacién a
600 rpm durante 3 h para volatilizar el solvente
organico y precipitar las NPs. Finalmente, se cen-
trifugd durante 15 min a 15 °Cy 7500 rpm, se reti-
ré el sobrenadante y resuspendi6 en agua Milli-Q
a la concentracion deseada.

3.1.2.2. Encapsulacion de
melanina por emulsion doble

La técnica de emulsién doble es utilizada para
encapsular moléculas hidrofilicas.?® Esta alterna-
tiva se utiliz6 para encapsular melanina en nano-
particulas poliméricas. La encapsulacién de me-
lanina se llevé a cabo por el método de emulsion
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 ajusté a pH8 una solucion de
agua Milli-Q utilizando NaOH y se afiadié melani-
na a concentracion variable (0.5,10, 2.5y 5.0 mg/
ml). Paralelamente, se utilizaron 50 mg de PLGA
y 3 ml de AcEt para la preparacion de la fase or-
ganica. Se disolviéo 1 ml de NaOH-melanina en la
disolucién anterior, y de nuevo se afadi6é 1 ml de
agua Milli-Q. La mezcla se sonicd con una ampli-
tud del 40 % durante 20 s, se afiadieron 8 ml de
colato de sodio al 1 % como surfactante y se so-
nicé de nuevo al 40 % durante 40 s. Finalmente,
se afladieron 12 ml de colato de sodio al 0.3 %. La
disolucién se dej6 evaporando durante 3 h a 600
rem en la placa de agitacién, se centrifugaron las
muestras a 7500 rpm y 15 °C durante 15 minutos.
Finalmente, las particulas fueron resuspendidas
en agua Milli-Q a la concentracion deseada.

Melanina Acetato
X mg/ml 10 mg/ml de3$rt:llo

Emulsién por
son[caoon

Amphtud 40 %
Tiempo: 20 s

Milli- Q‘
pH7-8
1 (1 ml)

3.1.2.3. Coencapsulacion de
C-NPs y CQ por emulsion simple

Para coencapsular CQ y C-NPs en NPs de PLGA se
realizé el mismo método de sintesis descrito en el
Apartado 3.1.2.1, pero afladiendo CQ a una concen-
tracién de 100 mg/ml (marcado por el limite de so-
lubilidad) en la fase acuosa.

3.1.2.4. Encapsulacion de
C-NPs por electrosprayado

El electospraying es una técnica de producciéon
electrostatica 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 proporcion superficie-vo-
lumen muy alta, porosidad controlable, posibilidad
de controlar la composicién quimica de las fibras y
sus caracteristicas fisicas y un rendimiento meca-
nico mejorado respecto a otras formas del mate-
rial.266-268 Esencialmente, un electrospinner (Figura
3.7) estd compuesto por una jeringa —donde se al-
macena la solucién polimérica— conectada a una
aguja —por donde sale—, una bomba de infusién —
para impulsar la solucion polimérica de la jeringa—,
un colector plano o rotatorio —donde se depositan
las fibras o particulas obtenidas— y una fuente de
alimentacién de alto voltaje. Bajo esta configura-
cion, la bomba ejerce una presién controlada sobre
la jeringuilla, regulando el caudal de salida desea-
do y propulsando la disolucién excedente hasta el
extremo distal de la aguja. La aguja, conectada a
alto voltaje, transmite la carga eléctrica a la gota de
disolucion situada en el extremo de la aguja me-
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Figura 3.6. Representacion esquematica del proceso
de sintesis por emulsién doble de las nanoparticulas

de PLGA con melanina encapsulada.
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diante interacciones electrostéticas. La repulsién
electrostatica de la gota contrarresta la tension
superficial del fluido, ocasionando una geometria
caracteristica en la gota conocida como ‘cono de
Taylor'. La deformacidn de la gota continGa hasta
alcanzar un punto critico, donde el efecto de la
repulsion electrostatica sobrepasa el de tension
superficial y, a consecuencia, se genera un flu-
jo continuo de fluido que solidifica en forma de
particulas o fibras conocido como «jet». El jet es
atraido 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-
poracion del solvente.?69-272

Bomba de Cono de Taylor

jeringa

Alto Formacion
. de NPs/MPs
voltaje -

A N

Colector
Figura 3.7. Esquema simplificado de un electrospin-
ner. Adaptado de Chen et al.?’?

En esta Tesis, la técnica de electrosprayado se
utilizé para la encapsulacion de C-NPs en MPs de
PGLA utilizando un electrospinner (Yflow Elec-
trospinner 2.2.D-500). Durante la sintesis se uti-
lizaron diferentes parametros para optimizar la
produccién: la altura de la aguja, el flujo de salida
de las disoluciones, la diferencia de voltaje, los
disolventes utilizados, la adicién de estabilizan-
tes y la concentracion de los polimeros. Para la
encapsulacién de carbono, se utilizé una técnica
uniaxial; mientras que para coencapsular C-NPs
y CQ se utilizd 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 simultdneamente a través dos
agujas diferentes, una de mayor didmetro que
otra y colocadas de manera concéntrica. La di-
solucién polimérica con C-NPs se inyect6 a tra-
vés de la aguja central, mientras que la disolucién
acuosa con CQ se inyectd 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 °C.

3.1.2.5. Caracterizacion morfologica por
microscopia electronica de barrido

La caracterizacion morfolégica y la distribucién de
tamanos de las nanoparticulas se ha realizado me-
diante SEM (SEM Inspect F50) funcionando a 5-10
kV en el Laboratorio de Microscopias 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 vacio (Leica EM ACE200, Wetzlar,
Alemania). La distribucién de didmetros se obtuvo
a partir de mediciones manuales con el software
libre Image-J (v1.52; National Institutes of Health,
2019)¥¢ para una muestra de n=100.

3.1.2.6. Caracterizacion morfolégica por
microscopiaelectronicadetransmision

La morfologia y las dimensiones de las particulas
fueron también caracterizadas utilizando un mi-
croscopio TEM T20-FEI (Fei Company, Hillsboro,
OR, USA) funcionando a 200 kV en el Laboratorio
de Microscopias Avanzadas (LMA) de la Universi-
dad de Zaragoza. Las muestras de TEM se prepa-
raron depositando 50 pl 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.Determinaciondel diametrohidro-
dinamico por dispersion de luz dinamica

El didmetro hidrodindmico de las particulas fue
analizado utilizando la técnica de dispersién dina-
mica de luz (DLS, del inglés Dynamic Light Scatte-
ring) (Brookhaven Instruments, Holtsville, NY, USA)
realizando 5 anélisis de 3 min cada uno. EI DLS mide
las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersada
en el tiempo para obtener el didmetro hidrodina-
mico (DH) de las particulas segln la ecuacién de
Stockes-Einstein (Ecuacion 3.1):

Do = kT
" 3mn D,

Donde, D, es el diametro traslacional, k la constante
de Boltzmann, T la temperatura y n la viscosidad.

(Ecuacién 3.1)

3.1.2.8. Cuantificacion del carbono
encapsulado mediante analisis
termogravimétricos

Para la cuantificacién de la cantidad de C-NPs en-
capsuladas en las particulas poliméricas se utilizé
el analisis termogravimétrico (Mettler Toledo TGA/
STDA 851e, Mettler Toledo; Columbus, OH, US) utili-
zando las temperaturas de degradacion de los ma-
teriales utilizados durante la emulsién en un rango
de 30 a 800 °C con un flujo de N, de 50 ml/min.
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3.1.2.9. Cuantificacion indirecta
de la melanina encapsulada por
espectrofotometria UV-Vis

Para cuantificar de manera indirecta la cantidad
de melanina encapsulada se utilizé espectrofoto-
metria UV-Vis (Ultravioleta-Visible). Se tomaron
alicuotas del sobrenadante tras la encapsulacion y
la cantidad melanina se cuantificé indirectamen-
te mediante espectroscopia UV-Vis (Jasco V670),
siendo su maximo de absorbancia 193 nm, tras
previamente realizar un ajuste dependiendo la ab-
sorbancia obtenida en concentraciones de mela-
nina conocidas.

3.1.2.10. Determinacion dela
concentracion coloidal final

En los coloides obtenidos por emulsién, la concen-
tracion final de NPs fue medida por diferencia de
pesada, introduciendo 50 pl del coloide en crisoles,
dejando la muestra secar a 80 °C durante 24 ho-
ras y pesando el pocillo con muestra seca en una
microbalanza de precision. Se determind segln la
Ecuacién 3.2.

(mg pocillo con particulas — mg pocillo tarado)

C(mg/ml) =
(mg /ml) 50 il x 1000 1 / 1 ml

(Ecuacién 3.2)

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

3.1.2.11. Determinacion del indice
de polidispersion de los coloides

El indice polidispersion (PDI) se determindé segin
la Ecuacion 3.3, donde x representa el valor medio
del tamano y o es la desviacidon estandar. El valor
PDI indica el grado de dispersion de tamafos de
las particulas, considerando un valor PDI = 0.1 como
limite superior para considerar la distribucion de
tamafios de una muestra homogénea.?’?

PDI = (%)2

3.1.2.12. Ensayos de liberacion in vitro
del carbono, de la melanina y de la clo-
roquina

Para obtener el perfil de liberacién de las NPs/MPs
cargadas con C-NPs, melanina y CQ, se dispersa-
ron en un medio acuoso y se mantuvieron durante
28 dias a 37 °C en agitacion continua. Se tomaron
alicuotas del sobrenadante todos los dias durante

(Ecuacién 3.3)
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la primera semana, y una vez a la semana duran-
te el resto del mes; es decir, en los dias: 1, 2, 3,
4,5,6,7 14, 21y 28. La cantidad de C-NPs, me-
lanina o CQ liberada se cuantificaron mediante
espectroscopia UV-Vis (Jasco V670), siendo sus
maximos 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 subcitotéxica de los
vectores de marcaje se utilizaron lineas celula-
res de fibroblastos dérmicos humanos, de ade-
nocarcinoma mamario y de macrofagos. Este
ensayo se realizdé con la colaboracion de la Dra.
Cristina Yus. Los fibroblastos dérmicos humanos
(NHDF-Ad) se obtuvieron de Lonza (Basilea, Sui-
za), los monocitos-macréfagos de raton J774A1
ATCC-TIB-67™ se obtuvieron de LGC Standards
(Barcelona, Espanfa) y la linea celular de adeno-
carcinoma de mama humano MDA-MB-231 fue
cedida por el Dr. Alberto Jiménez Schumacher
(IS Aragon).

Los fibroblastos humanos, las células J774 y
MDA-MB-231se 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 antibiético antimicético (penicilina-es-
treptomicina-anfotericina B, Biowest, Nuaillg,
Francia) a 37°Cy 5% CO,,.

La citotoxicidad de las nanoparticulas sinteti-
zadas se analiz6 mediante el ensayo Blue Cell
Viability (Assay Abnova, Taiwan) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las células se sem-
braron a una concentracién de 6,000 células/
pocillo para fibroblastos y células J774 y 18,000
células/pocillo en la linea celular MBA-MD-323.
Después se incubaron durante 24 h. A continua-
cion, se afadieron a las células las particulas sin-
tetizadas. Transcurridas 24 h, se aiadio el reacti-
vo (10 % (v/v)), se incubaron las células durante 4
ha37°Cy5 %deCO,y se determind 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 evalué 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 + desviacion estandar.
Los datos se analizaron mediante un analisis de
la varianza (ANOVA) de dos vias utilizando el sof-
tware GraphPad Prism 8 (San Diego, EE.UU.). Se
consideraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas cuando p <0.05



3.2.Materiales y métodos parala
preparacion de los vectores particulados

3.2.1. Materiales
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 tépico 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 inyeccidn en el tejido y reduciendo su disemina-
cién por el canal de la inyeccion.

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 administracién oral, tépica e intrave-
nosa, asi como en productos para el cuidado de la
piel y lubricantes oftalmicos (Figura 3.9).7* En esta
Tesis, el PEG ha sido utilizado con el mismo objetivo
que la MC.

3.2.2. Métodos
3.2.2.1. Preparacion del medio de MC

La MC fue disuelta en agua Milli-Q realizando cam-
bios de temperatura de 80 a 0O°C alternativamente
mientras la muestra estaba sometida a agitacion
magnética a 600 rpm. De la misma manera, se uti-
lizaron diferentes concentraciones de MC: 0.5,10 y
2.0 %(p/v).

3.2.2.2. Preparacion del medio de PEG

La preparacion del medio basado en PEG consis-
ti6 en la disolucion directa del PEG en agua Milli-Q
centrifugando el polimero a 10,000 rpm durante 5
min a diversas concentraciones: 0.5,1.0y 2.0 %(p/v).

3.2.2.3. Preparacion y esterilizacion
de los vectores particulados

Las NPs obtenidas por emulsién fueron centrifuga-
das para concentrar las particulas y retirar el so-
brenadante. Una vez centrifugadas, fueron redis-
persadas en el medio viscoso correspondiente y
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Figura 3.8. Estructura quimica de la metilcelulosa.
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Figura 3.9. Estructura quimica 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-
cion establecida. Posteriormente, las particulas
fueron lavadas con agua utilizando una centri-
fuga a 13,000 rpm durante 5 min. Una vez reti-
rado el sobrenadante, se procedi6 a incorporar
el medio viscoso y a homogeneizarlo con ultra-
sonidos durante 15 min. Para la esterilizacion
de los vectores, las alicuotas correspondientes
fueron expuestas a radiacion UV y balanceadas
en rotores durante al menos 5 h.

3.2.2.4. Evaluacion in vitro de la
estabilidad de los vectores

Se realizaron pruebas in vitro para recrear el
momento de la inyeccién del marcaje y valorar
experimentalmente la dificultad durante la in-
yeccion y su preservacion en el tejido ganglio-
nar. Para ello, se utilizaron agujas 21G vy utilizan-
do jeringuillas de anestesia se inocularon entre
0.1y 0.2 ml de vector en tejido adiposo porci-
no, en tejido adiposo de pollo, en tejido mus-
cular de pollo y en rifiones de conejo. El tejido
adiposo porcino fue obtenido de la careta de
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un cerdo con el objetivo de valorar la tincion 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 rifiones
de conejo fueron elegidos por ser visceras con
tejido blando y poseer membranas externas. Se
ha valorado si la tincidn de la estructura se dis-
persaba de manera homogénea y si se perdia
fluido por el canal de la puncién en el momento
de la inyeccién. 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 agitacion a 37 °C hasta 3 semanas.

3.2.3. Nomenclaturay
justificacion de los
vectores desarrollados

En capitulos a continuacion, para facilitar la lec-
tura de esta tesis, se utilizara 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 emulsion.

* M: vectores de NPs cargadas de melanina obte-
nidas por emulsioén.

Tras este primer identificador, se afadirad un nl-
mero en referencia a la concentracion de parti-
culas en el vector inyectable. Por ejemplo ‘CE10’
corresponderd al vector de MPs cargadas de
C-NPs obtenidas por electrosprayado a una con-
centracion final de 10 mg/ml.

Por defecto, el polimero base de las NPs y MPs
serd PLGA Resomer® RG 504H, mientras que
cuando se utilice el segundo polimero (PLGA Re-
somer® RG 8588S) sera definido como ‘P858'". De
esta manera, CS20 se referira al vector de C-NPs
obtenidas por emulsidén a una concentracién de
20 mg/ml obtenidas con el polimero base PLGA
Resomer® RG 504H, mientras que CS20-P858
sera el vector de C-NPs a una concentracion de
20 mg/ml obtenidas con el polimero base PLGA
Resomer® RG 858S. Las Unicas particulas que han
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sido evaluadas in vivo con este polimero son las
C-NPs, por lo que en los vectores de NPs cargadas
de melanina y MPs cargadas de C-NPs no se espe-
cificara el polimero, dado que siempre serd PLGA
Resomer® RG 504H.

Por Ultimo, las particulas C-NPs pueden también
incorporar el farmaco (CQ); no asi las Mel-NPs ni
las CMPs. En estos casos, ademas, se colocara el
indicador CQ. Por tanto, CS10-P858-CQ se referira
a un vector de C-NPs cargadas con cloroquina a
concentracién de 10 mg/ml que ha sido sintetizado
con PLGA Resomer® RG 858S.

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

1. €S10: 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 nanoparticulas 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. CS$20-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 utilizé una suspension
de 20 mg/ml de C-NPs.



3.3. Estudios experimentales in vivo

3.3.1. Animales

Se utilizaron 10 cerdos de raza White Landrace con
un peso medio de 25 kg y dos meses de edad por
la similitud morfolégica (aunque no histolégica) de
los ganglios linfaticos en el modelo humano.?’® Se
utilizaron animales hembras por su anatomia mas
adecuada y su facil manejo quirargico.

3.3.2. Metodologia

3.3.2.1. Disefio experimental

Los animales de experimentaciéon 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-
cién 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, 1cerdo del primer grupo fallecié 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 subdividid 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 optimizacién de los vecto-
res administrados.

Grupo 1: Estudios a corto plazo

Cerdo A Cerdo B Cerdo C Cerdo D Cerdo E
1semana 2 semanas 4 semanas 6 semanas 6 semanas
Grupo 2: Estudios a largo plazo
Cerdo F Cerdo G Cerdo H Cerdo | Cerdo J
16 semanas 16 semanas 16 semanas 16 semanas 16 semanas

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

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 planted el uso de las particulas a concentra-
cion 40 mg/ml (CS40, CE40 y M40), se descarta-

ron tras el primer animal de experimentacion
por la dificultad que supuso su administracién
en el ganglio linfatico. En el subgrupo de 3 ani-
males a largo plazo se inocularon CSI10, CS20,
CE10, CE20, M10, M20 y control. En el subgrupo
de 2 animales a largo plazo se inocularon CS20,
CS10-P858, CS20-P858, CSI0-CQ, CS20-CQ,
CS10-P858-CQ y CS20-P858-CQ.

3.3.2.2. Aprobacién del Comité Etico
de Experimentacion Animal

El procedimiento experimental fue aproba-
do por el Comité Etico de Investigacién Animal
(CEICA) de la Universidad de Zaragoza en febre-
ro de 2020, bajo la referencia PI09/20.

3.3.2.3. Procedimientos de
estabulacion de los animales

Los animales fueron estabulados en las instala-
ciones adecuadas del Centro de Investigacion
Biomédica de Aragén (CIBA) al menos 7 dias tras
el transporte y antes del comienzo del experi-
mento para su aclimatacion 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
respiracion controlada, intubacién orotraqueal,
perfusibn 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 via intra-
muscular)

» Induccién: Propofol a efecto (si es necesario),
via intravenosa, maximo 6 mg/kg.

* Mantenimiento: Anestesia inhalatoria: Sevo-
fluorano, Et: 1,9 %.

* Analgesia intraoperatoria: Fentanilo intraveno-
so en infusién continua 10 pg/kg/h.

* Fluidoterapia: Durante toda la intervencion se
administrara solucién de Ringer lactato a un rit-
mo de 8/ml/kg/h.

* Proteccion ocular: Lubricante oftalmico.

Las constantes hemodinamicas vy el electrocar-
diograma (EKG) del animal fueron monitorizadas
durante todas las intervenciones.
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3.3.2.5. Procedimientos quirdrgicos

Las cirugias de administracién del marcaje y de
exéresis ganglionar se detallan en mayor pro-
fundidad en el Apartado 4.3.1 de la seccidon de
Resultados. Brevemente, una vez anestesiados
los animales y administrada la profilaxis antibio-
tica se procedidé a una laparotomia media, tras
separar las asas intestinales se localizaron los
ganglios mesentéricos de las regiones ileales y
de la raiz del mesenterio. Se seleccionaron los
ganglios de ambas regiones por su localizacién
constante en el mesenterio del animal de ex-
perimentaciéon. Inmediatamente se procedi6 a
la inyeccion del vector de marcaje selecciona-
do en el seno del ganglio y al marcaje mediante
puntos de referencia en las cercanias del gan-
glio, pero sin afectar a este. Se cerr6 la lapa-
rotomia con doble sutura continua de material
irreabsorbible. Todo el procedimiento tuvo una
duracion inferior a 60 min.

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

» Mal aspecto general del animal antes del inicio
de la experimentacion.

*Imposibilidad de canalizaciéndeviaintravenosa.
* Imposibilidad de intubacion orotraqueal.

* Hemorragia incoercible.

*Imposibilidadde controlarlarelajacibnmuscular.
* Hipertermia maligna.

3.3.2.6. Sacrificio de los animales

El sacrificio fue realizado por el anestesista
cualificado del Servicio de Cirugia 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
administracion de una dosis Unica de cloruro
potasico (150 mM) por via intravenosa, impi-
diendo la despolarizacién del musculo cardiaco
y provocando su parada.

3.3.3. Variables
macroscopicas

A nivel macroscoépico se analizaron dos varia-
bles: la facilidad en la identificacion intraope-
ratoria (durante la cirugia) y la estimacién del
area marcada (tras la exéresis y fijacion de los
ganglios, pero sin realizar cortes).
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3.3.3.1. Facilidad de identificacion

Durante de la cirugia de diseccién, los ganglios
linfaticos etiquetados se fotografiaron in situ vy
la facilidad de su identificacion visual se puntud
subjetivamente en una escala de 1a 3, siendo 1"in-
distinguible” y 3 “muy facil” (Figura 3.10). Dado que
los ganglios fueron doblemente marcados utilizan-
do diferentes puntos de sutura con seda, se con-
siderd que los ganglios valorados con una puntua-
cion 2 y 3 serian “identificables”, mientras que los
ganglios puntuados con 1 no lo serian. Por tanto, la
tasa de identificacién intraoperatoria se cuantificé
de esta manera.

Figura 3.10. Escala de facilidad en la identificacion in-
traoperatoria de los ganglios linfaticos.
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Figura 3.11. Esquema del método de cuantificacion de
tejido ganglionar marcado.

3.3.3.2. Areamarcada

La cuantificacion del porcentaje de area mar-
cada se basd en el andlisis del histograma. Se
procesaron las fotografias de ganglios linfaticos
recién disecados colocandolos en su orienta-
cién con mayor area de marcaje (Figura 3.12 a).
El fondo de la imagen fue coloreado de blanco
para, posteriormente, eliminar estos pixeles y
delimitar la extension del ganglio. La imagen fue
convertida a escala de grises y manualmente se
ajustaron parametros de correccion de la ima-
gen para alcanzar un contraste aceptable entre
el tejido ganglionar no marcado y el area mar-
cada (Figura 3.11 b). Utilizando Image-J (v1.52;
National Institutes of Health, 2019),%7® se extrajo
el histograma de la imagen (Figura 3.11¢c) y se
calculé el porcentaje del area marcada cuanti-
ficando el nUmero de pixeles con el 30 % de los
grises mas oscuros, teniendo en cuenta todo el
area no blanca pura. Este sistema fue validado
calculando el area manualmente de 3 ganglios,
tal y como se muestra en la Figura 3.11 d. Se
estimd un error de +3 % en el area marcada.

3.4. Estudios histopatologicos
y de microscopia electronica

3.4.1. Microscopia optica

Los ganglios linfaticos se fijaron durante 3 dias con
formaldehido al 4 % y se realizaron cortes de aproxi-
madamente 3 mm de grosor. Se selecciond el corte
con mas marcaje para el procesamiento histologico.
Las muestras se procesaron de acuerdo con los pro-
cedimientos estandar y se tifleron con hematoxilina
y eosina (H&E) para su examen microscopico (mi-
croscopio Olympus BX51, Olympus Imaging Corpora-
tion; Tokio, Japon). El procesamiento histolégico y la
tincion se realizaron en los Servicios Técnicos Cien-
tificos - Microscopia y Anatomia Patolégica del IACS.

3.4.2. Microscopia
electronica de transmision

Tras la diseccion ganglionar, se recogieron muestras
de 1-2 mm? se fijaron en glutaraldehido al 2 % en tam-
pon fosfato (PB, del inglés Phosphate-Buffered) du-
rante 3 dias y posteriormente se lavaron con PB. Las
muestras se posfijaron con osmio al 2%, se aclararon,

se deshidrataron en acetona graduada (30, 50,
70% con acetato de uranilo al 2%, 90 y 100%),
se aclararon en 6xido de propileno y se incrus-
taron en araldita (Durcupan, Fluka AG; Buchs
SG, Suiza). Para los cortes semifinos y ultrafi-
nos se utilizé un ultramicrétomo RMC MT-XL.
Se cortaron secciones semifinas (1.5 pm) y ul-
trafinas (0.05 pm) con un cuchillo de diamante.
Los semifinos se tifleron con azul de toluidina
al 1 % y se examinaron mediante microscopia
6ptica (microscopio Olympus BX51, Olympus
Imaging Corporation; Tokio, Japén). Las seccio-
nes ultrafinas se recogieron en rejillas de una
sola ranura recubiertas de Formvar y tefidas
con acetato de uranilo al 1% y citrato de plomo
de Reynold. Las muestras se observaron en el
Servicio de Microscopia Electrénica de Siste-
mas Biologicos de la Universidad de Zaragoza
con un microscopio de transmision JEOL JEM
1010 funcionando a 80 kV y en el Servicio de
Microscopia del Centro de Investigacion Prin-
cipe Felipe (CIPF, Valencia, Espafa) con un mi-
croscopio TECNAI F20 funcionando a 80 kV.
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Las reconstrucciones tridimensionales (3D) se
realizaron a través de la segmentacién manual
de ultrafinos seriados (0.05 pm) utilizando el sof-
tware Fiji de Image-J (v1.52; National Institutes of
Health, 2019).276

3.4.3. Variables
microscopicas

Mediante microscopia 6ptica se evaluaron los si-
guientes parédmetros: la localizacion de las parti-
culas, el tamafo de los cumulos formados por los
aglomerados de particulas y la presencia de reac-
cion inflamatoria.

3.4.3.1. Localizacion de las particulas

La determinacién de la localizacién de las particu-
las se realizé6 de manera subjetiva segln la ubica-
cién predominante del marcaje. Como se observa
en la Figura 3.12, la localizacién del marcaje fue
clasificada en: zona interna, regidn pericapsular,
tejido adyacente, zona interna/regién pericapsu-
lar, zona interna/tejido adyacente, regién pericap-
sular/tejido adyacente o todas las localizaciones.

3.4.3.2. Tamaiio de los cimulos

El tamafio de los cimulos formados por las par-
ticulas inoculadas se midi®6 manualmente y de
manera aleatoria utilizando el software Image-J
(v1.52; National Institutes of Health, 2019)?° para
n=50 cUmulos en cada seccion de ganglio.

3.4.3.3.Intensidad de lareaccion
inflamatoria

Se evalud la presencia de reaccion inflamatoria y
la intensidad de la misma, siendo esta cuantifi-
cada a través de la medicién de la extensiéon del
tejido inflamado en las secciones del ganglio. Se
midio la seccién mas extensa de tejido inflamato-
rio manualmente con el software Image-J (v1.52;
National Institutes of Health, 2019).276
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Figura 3.12. Clasificacion de la localizacién pre-
dominante delas particulas en el ganglio linfatico.



3.5. Estudio estadistico

El estudio estadistico se realizé con las variables previamente recogidas. Los anélisis se realizaron con
IBM SPSS Statistics (SPSS Inc.; lllinois, EE.UU.). Los ganglios linfaticos tatuados con controles (C-NPs)
sb6lo se utilizaron como control y no se incluyeron en los estudios estadisticos. Se utilizé la prueba de
normalidad de Shapiro-Willk para estudiar la normalidad de las muestras, obteniendo como conclu-
sion que ninguna de las distribuciones de las muestras sigue una distribucién normal (Tabla 3.5). Por
tanto, se utilizaron pruebas no paramétricas.

Tabla 3.2. Prueba de Shapiro-Wilk de las variables.

Variable Estadistico Significancia
Facilidad en la identificacion 0.731 <0.001
Area marcada 0.839 < 0.001
Tamafio de los camulos 0.378 < 0.001
Extension de la inflamacién 0.864 < 0.001

La variables "facilidad en la identificacion’, "area marcada”, "tamano de los cimulos" y "extension de la
inflamacion” se estudiaron dentro de los grupos definidos en funcién

* 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 (nanoparticulas cargadas de C-NPs).
Grupo 2: ganglios marcados con CE (microparticulas cargadas de C-NPs).
Grupo 3: ganglios marcados con M (nanoparticulas cargadas de melanina).
* El resto de vectores no se consideraron dado que el tamafio muestral es inferior a éstos.

» De la concentracién (considerando solo los datos del grupo a “largo plazo” de 16 semanas):

Grupo T: ganglios marcados con CS10, CE10, M10, CS10-CQ, CS10-P858 y CS10-P858-CQ
(concentracion de 10 mg/ml).

Grupo 2: ganglios marcados con CS20, CE20, CS20-CQ, CS20-P858 y CS20-P858-CQ
(concentracion de 20 mg/ml).

« Del tamaio de las particulas:
Grupo 1: ganglios marcados con CS10 y CS20 (nanoparticulas).
Grupo 2: ganglios marcados con CE10 y CE20 (microparticulas).

* Del polimero utilizado:
Grupo 1: ganglios marcados con CS10 y CS20 (nanoparticulas de PLGA RG504H).
Grupo 2: ganglios marcados con CS10-P858 y CS20-P858 (nanoparticulas de PLGA RG858H).

* De la incorporacion de cloroquina:
Grupo 1: ganglios marcados con CS10 y CS20 (nanoparticulas cargadas de C-NPs).
Grupo 2: ganglios marcados con CS10-CQy CS20-CQ (nanoparticulas cargadas de C-NPsy CQ).

* Del polimero utilizado y de la incorporacion de cloroquina:
Grupo 1: ganglios marcados con CS10, CS20 (nanoparticulas de PLGA RG504H con C-NPs).
Grupo 2: ganglios marcados con CS10-P858-CQ, CS20-P858-CQ (nanoparticulas de PLGA
RG858H cargadas de C-NPs y CQ).

En estos grupos, el analisis de los datos se realiz6 mediante las pruebas de Kruskas-Wallis (cuando se
compararon mas de dos grupos) y la U de Mann-Whitman (cuando se compararon dos grupos).

En los estudios de correlacion entre variables se utiliz6 el coeficiente de correlacion de rangos de Ken-
dall. En ambos se consideraron correlaciones estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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Capitulo4.:”
Resultados

4.1. Sintesis y caracterizacion de los vectores de marcaje

4.1.1. Encapsulacion de C-NPs en NPs por emulsion simple

4.1.2. Coencapsulacién de C-NPs y CQ en NPs por emulsion simple
4.1.3. Encapsulacion de melanina en NPs por emulsion doble

4.1.4. Encapsulacion de C-NPs en MPs por electrosprayado

4.1.5. Preparacion de los vectores nano y micro-particulados

4.2. Estudio histolégico y ultraestructural del ganglio
linfatico porcino

4.3. Evaluacion de los vectores de marcaje en animal de
experimentacion

4.3.1. Desarrollo de los estudios experimentales in vivo

4.3.2. Relacién de vectores y ganglios linfaticos administrados

4.3.3. Tasa de identificacion y facilidad de identificacion intraoperatoria
4.3.4. Determinacién del area marcada

4.4. Valoracion histopatologica
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4.. Sintesis y caracterizacion
de los vectores de marcaje

Este apartado de la Tesis tuvo por objetivo la sintesis, optimizacién y caracterizacién de los
vectores de marcaje. La seccidn ha sido organizada segln el método de sintesis utilizado.

4.1.1. Encapsulacion de C-NPs en
nanoparticulas por emulsion simple

4.1.1.1. Optimizacion de la concentracion de PLGA en la sintesis de NPs

Con el objetivo de analizar el efecto de la concentracion del polimero en el tamafio de
la particula, se realizaron diversas sintesis variando la cantidad de PLGA (sin encapsu-
lar C-NPs ni melanina). Se utilizaron los polimeros PLGA Resomer® RG504H y RG858S en
diferentes concentraciones: 5, 10, 15 y 20 mg/ml. Como se ilustra en las Figuras 4.1y 4.2,
el tamafo no varié sustancialmente entre una sintesis y otra, aunque si fue aumentando
conforme se incrementé la concentracion de PLGA.
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Figura 4.1. Micrografias SEM de las nanoparticulas de PLGA obtenidas durante la optimizacién
de la concentracién de polimero. Las imagenes se acompafan de sus respectivos histogramas
de distribucién de diametros.
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Las diferencias entre las medidas mediante DLS y mediante SEM se deben a que en el pri-
mer caso las particulas se encuentran en dispersion coloidal, y en el segundo caso estan
fijadas, deshidratadas y sometidas a alto vacio. Todos los coloides fueron homogéneos en
la distribucién de tamarios de particula (PDI <0.01). Se decidié continuar el proceso de op-
timizacion utilizando PLGA a una concentracion de 10 mg/ml, dado que minimiza el uso de
polimero y no se ha encontrado una diferencia significativa en el tamafio de NPs resultante.

4.1.1.2. Optimizacion de la concentracion de C-NPs durante la
encapsulacion en NPs

El objetivo de esta seccidon fue determinar la concentracién de C-NPs 6ptima para fa-
vorecer la coloracidon macroscopica de las NPs. Para tratar de obtener coloides con NPs
de PLGA altamente cargadas de C-NPs, se realizaron 4 emulsiones diferentes variando la
concentracién de carbono (0.1, 0.2, 0.5 y 1.0 mg/ml). La disolucién de carbono de 1T mg/ml
se establecié como limite superior por alcanzar el limite de saturacion. La morfologia de
las NPs obtenidas y su histograma de distribucién de tamanos fueron caracterizados uti-
lizando SEM (Figura 4.3). Frente a escasas diferencias, tanto en el promedio de didmetros
de particula (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 tamanos (PDI <0.01 en todos
los casos, y DSR del 33.5,29.6, 34.1y 25.9 %, para 0.1,0.2, 0.5 y 1.0 mg/ml, respectivamente),
se decidi6 elegir la emulsién con mayor concentraciéon de C-NPs (1.0 mg/ml) y, por tanto,
la que producia una mayor encapsulacion de C-NPs en la sintesis y mayor coloracién a
nivel macroscopico (Figura 4.4).
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Figura 4.3. Morfologia de las nanoparticulas de PLGA con carbono encapsulado durante la op-
timizacion de la sintesis al SEM con sus respectivos histogramas de distribucion de didametros,
donde se aprecia la emulsién utilizando 0.1, 0.2, 0.5 y 1.0 mg/l de C-NPs.
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Figura 4.4. Sintesis de nanoparticulas con C-NPs encapsuladas a diferentes concentraciones
(0,01,02,0.5 y 1mg/ml).

El didametro hidrodinamico de los coloides fue obtenido utilizando la técnica DLS. De las
5 mediciones realizadas, se tuvieron en cuenta aquellas 3 con un baseline index mas alto,
lo que supone una mayor precisién en las mediciones. El promedio del tamafio en las NPs
obtenidas en la emulsién 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 medicién en seco, los resultados fueron muy similares en
todas las sintesis.

Tabla 4.1. Didametros hidrodindmicos medidos por DLS de C-NPs durante la optimizacion.

Concentracion Tamafo (nm) Promedio (nm)
0.1 mg/ml 181.1(8.3) 179.5 (8.6) 178.4 (6.9) 179.7 £14
0.2 mg/ml 174.7 (9.3) 182.3 (10.0) 172.7 (9.6) 176.6 £5.1
0.5 mg/ml 185.4 (9.6) 189.7 (9.3) 185.5 (9.0) 186.9 +2.5
1.0 mg/ml 210.7 (9.9) 210.9 (9.7) 211.8 (9.7) 211.1+0.6

4.1.1.3. Caracterizacion morfologica de las NPs cargadas de C-NPs

Para analizar la morfologia de las NPs sintetizadas con una concentracion 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 polimero PLGA RG504H.

Figura 4.5. Micrografias TEM de la encapsulaciéon de C-NPs en PLGA RG504H.

No obstante, a pesar de que se observa encapsulacion de las C-NPs en las NPs de PLGA
RG504H, las imagenes SEM revelan que las C-NPs no han sido encapsuladas en su totali-
dad y aparecen agregados fuera del polimero (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Micrografias SEM de las NPs cargadas de C-NPs tras la optimizacion, donde se
aprecian residuos de carbono no encapsulados (azul).

4.1.1.4. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion de C-NPs

Para cuantificar la eficiencia de encapsulacion se caracterizdé la composicion de las NPs
a través del analisis termogravimétrico (TGA). Para la determinacién 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 permitié 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 degradacién de las C-NPs muestra su
maxima 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 particulas 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 atmésfera de N, para pirolizar y no quemar a CO, los componentes.
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Figura 4.7. Curvas TG y DTG de las NPs con C-NPs encapsuladas en PLGA RG504H. a) Curvas
TG de las NPs, asi como de los materiales por separado. b) Curvas DTG de las NPs, asi como
de los materiales por separado.
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Figura 4.8. Curvas TG y DTG de las NPs con C-NPs encapsuladas PLGA RG858S. a) Curvas TG

de las NPs, asi como de los materiales por separado. b) Curvas DTG de las NPs, asi como de
los materiales por separado.

4.1.1.5. Perfil de liberacion in vitro de C-NPs de las NPs

El proceso de liberacién in vitro de C-NPs de las NPs poliméricas se estudié mediante el
espectro UV-Vis del sobrenadante. Para cuantificar la concentracién de C-NPs en funcién
de la absorbancia, se tomd el maximo a 218 nm (Figura 4.9 a), dado que no interfiere con
la sefal del PLGA. Sin embargo, el pico maximo en torno a 260 nm si interfiere con el PLGA.
Con el valor de la absorbancia, los registros se ajustaron a una recta de regresién esta-

blecida como patrén (Figura 4.9 b) para determinar la concentracién de C-NPs liberadas
durante el experimento.
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Figura 4.9. Curva UV-Vis y recta de calibrado de las C-NPs.

Para obtener el perfil de liberacién de las NPs cargadas con C-NPs, se dispersaron en un
medio acuoso y se mantuvieron durante 28 dias a 37 °C en agitacién continua. El perfil de
liberacién 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-
cion tan reducido puede ser debido a la naturaleza hidrofébica de las C-NPs, lo que supone
una ventaja potencial para preservar el marcaje en el area marcada. Ademas, como cabia
esperar, el PLGA RG858S muestra una degradacion mas lenta que el PLGA RG504H.




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

Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4
C-NPs (Sintesis, PLGA RG504H) 0.42 +0.3 0.55 +0.6 0.59 +0.5 0.8 +0.5
C-NPs (Sintesis, PLGARG858S)  027+01 03500 0.39 0.0 06101
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Figura 4.10. Curvas de la liberaciéon 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 citotéxicos de las NPs se estudiaron in
vitro en tres lineas celulares: fibroblastos dérmicos humanos, macréfagos (J774) y adeno-
carcinoma de mama MDA-MB-231. La viabilidad celular se determind 24 horas tras la incu-
bacién 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 proporcién de copolimeros
LA:GA no afecta sustancialmente a la toxicidad global de las particulas. También se valoré la
citotoxicidad de las C-NPs libres. Siguiendo las recomendaciones de la norma ISO 10993-5,
una viabilidad inferior al 70 % se considera citotoxica. Como se ilustra en la Figura 4.11, no
se observa ningln efecto citotéxico en las lineas 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 linea celular
de macréfagos, se observa un aumento de la toxicidad a dosis méas altas. En el caso de las
particulas de C-NPs, las dosis a 0.05 y 0.1 mg/ml fueron citotoxicas (46-70 %) tanto en las
células MDA-MB-231 como en macréfagos, aunque no en fibroblastos.
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Figura 4.11. Viabilidad celular en las lineas MDA-MB-23], fibroblastos y macréfagos (J774) tras
24 h de incubacién 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 del2.5, 6.3, 3.1y
1.3 pg/ml, respectivamente.
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4.1.2. Coencapsulacion de C-NPs
y CQ en NPs por emulsion simple

4.1.2.1. Coencapsulacion de C-NPs y CQ en NPs por emulsion simple

Para coencapsular CQ en las NPs cargadas de C-NPs se utilizd CQ en la fase acuosa de
la emulsion simple a una concentracién de 100 mg/ml utilizando las condiciones de la
sintesis optimizada de NPs (1 mg/ml C-NPs) utilizando ambos polimeros (PLGA Resomer®
RG504H y RG858S) a una concentracion de 10 mg/ml. La coloracién macroscopica de los
coloides no varid y la polidispersién de tamafios se mantuvo similar en todas las sintesis
(PDI <0.01) (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Morfologia de las NPs que coencapsulan con C-NPs y CQ vistas al SEM con sus
respectivos histogramas de distribucion de didmetros.

4.1.2.2.Determinaciondelaeficienciaenlaencapsulacionde CQenNPs

La cuantificacién de la concentracion de CQ en las NPs fue dificilmente cuantificable a
través del anélisis TGA, dado que la degradacién de la CQ muestra su maxima pendiente
a temperaturas similares a las del PLGA y del Pluronic-F68 (300-400 °C). No obstante,
dado que la curva TG de las particulas con CQ (CQ-PLGA RG504H y CQ-PLGA RG858S)
no decae completamente, se puede determinar que la cantidad minima de CQ en estas
NPs es del 20.5 y 37.5 %, respectivamente. Tampoco se pudo determinar la concentracion
de C-NPs resultante en las particulas 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 concentracion de CQ encapsulada en las NPs se estudio el
espectro UV-Vis del sobrenadante tras la sintesis por triplicado asumiendo que, respecto
de la cantidad inicial afadida durante la sintesis, el resto que no aparece en el sobrena-
dante debe estar encapsulado en las NPs. Para cuantificar la concentracion de CQ se tomé
el maximo de absorbancia caracteristico a 336 nm (Figura 4.14 a). La recta de regresion
de la CQ obtenida se muestra en la Figura 4.14 b. Se cuantificé un rendimiento de encap-
sulacién 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 particulas obtenidas tras la sintesis,
se estima la cloroquina representa el 35.2 y el 42.3 % en peso en las NPs de PLGA RG504H
y PLGA RG858S, respectivamente.



Figura 4.13. Curvas TG y
DTG delas NPs conCQ 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 sintesis
por separado.
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Figura 4.14. (a) Curva UV-Vis y (b) recta de calibrado de la CQ.

4.1.2.3. Perfil de liberacion in vitro de CQ de las NPs

Para obtener el perfil de liberacién de las NPs cargadas con CQ), se dispersaron en un me-
dio acuoso y se mantuvieron durante 28 dias a 37 °C en agitacion continua. La cinética de
liberacion in vitro de la CQ de las NPs también se determind 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.
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Figura 4.15. Curvas de la liberacion 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.
CQ liberada (%)

Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4
CQ (Sintesis, PLGA RG504H) 273 +0.6 3.28 10 4.27 +1.8 576 1.2
CQ (Sintesis, PLGA RG858S) 3.05 +0.7 3.86 +07 5.94 +11 10.49 +2.9

4.1.2.4. Ensayos de viabilidad celular de NPs cargadas conCQ

Los efectos citotoxicos de las NPs cargadas de C-NPs y CQ se estudiaron in vitro en tres
lineas celulares: fibroblastos dérmicos humanos, macréfagos (J774) y adenocarcinoma de
mama MDA-MB-231, 24 horas después de la incubacion. Como en los estudios anteriores,
se utilizaron solo particulas sintetizadas con PLGA RG504H asumiendo que son también



representativas de las PLGA RG858S. Como serepresentaenlaFigura 4.16, las NPs cargadas
de CQ y C-NPs mostraron citotoxicidad en todas las lineas celulares. La linea que mostrd
mayor tolerancia fue la MDA-MB-231 (565 %). Sin embargo, en las lineas de macréfagos y
fibroblastos la viabilidad celular se redujo a valores entre el 0-30 % para dosis entre 0.01y
0.05 mg/ml. La Unica dosis de CQ que no resultd citotdxica en ninguna linea celular fue la
de 0.01 mg/ml.
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Figura 4.16. Viabilidad celular en las lineas MDA-MB-23], fibroblastos y macréfagos (J774) tras
24 h de incubacién con NPs cargadas de CQ y PLGA. Las concentraciones de NPs correspon-
den a 20.5,10.3, 5.1y 2.1 pg/ml de CQ), respectivamente.

4.1.3. Encapsulacion de melanina en
nanoparticulas por emulsion doble
4.1.3.1.Optimizaciondelaconcentracion de melaninaencapsuladaenNPs

Con el mismo objetivo que en el apartado anterior, se traté de obtener coloides con na-
noparticulas poliméricas altamente cargadas de melanina (Mel-NPs) realizando 4 emul-
siones diferentes variando la concentraciéon (0.15, 0.3, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/ml) (Figura 4.17). La
cantidad maxima de melanina fue establecida como el limite de solubilidad para su total
disolucién en el agua Milli-Q (pH 7-8). La concentracion de polimero se mantuvo fija en 10
mg/ml. En todas las sintesis, los coloides fueron homogéneos en la distribucion de tamaros
de particulas (PDI <0.01).
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Figura 4.17. Morfologia de las nanoparticulas de PLGA con melanina encapsulada durante la
optimizacion de la sintesis al SEM con sus respectivos histogramas de distribucion de didme-
tros, donde se aprecia la emulsion utilizando 0.15, 0.3, 0.5 y 1.0 mg/I de melanina.
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El didametro hidrodindmico de las nanoparticulas de los diferentes coloides fue medido
utilizando DLS. El promedio de las Mel-NPs obtenidas en la emulsiéon 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
2777 nmy las de 1.0 mg/ml de 2617 nm (Tabla 4.4). De la misma manera que en el caso de
la encapsulacién de C-NPs, se escogi6 la emulsién de mayor concentracién de melanina
(1.0 mg/ml) para obtener una mayor coloracién macroscopica.

Tabla 4.4. Didmetros hidrodinamicos medidos por DLS de Mel-NPs durante la optimizacion
de la emulsién.

Concentraciéon Tamaio (nm) Promedio (nm)
0.15 mg/ml 182.6 (9.6) 181.7 (8.7) 181.6 (9.0) 181.9 +0.6
0.3 mg/ml 2347 (7.8) 269.3 (8.3) 256.4 (8.9) 253.4 £17.5
0.5 mg/ml 279.5 (8.6) 268.4 (8.4) 285.2 (9.1) 2777 +8.5
1.0 mg/ml 255.0 (9.5) 260.3 (8.9) 269.7 (7.6) 261.7 +7.4

4.1.3.2. Caracterizacion morfologica de las NPs cargadas de melanina

La morfologia de las Mel-NPs resultantes se analizé por TEM. Como se observa en la Figura
4.18, la melanina puede observarse en forma de pigmentacion oscura en la matriz de PLGA.
En el anélisis SEM, se observaron estructuras de melanina cristalizada fuera del polimero,
indicativo de un exceso de melanina usada durante la sintesis (Figura 4.19).

Figura 4.18. Micrografias TEM de la encapsulacién de melanina en NPs de PLGA RG504H.

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



4.1.3.3.Determinacion de la eficiencia enla encapsulacion de melanina

Se tratd de cuantificar la eficiencia de encapsulacién por TGA, pero las Mel-NPs fueron
dificilmente diferenciables del PLGA dado que la melanina comienza a degradarse a bajas
temperaturas y se superpone con la curva de degradacion del polimero. Sin embargo, dado
que la curva TG de las Mel-NPs no se piroliza completamente a 450 °C, es posible estable-
cer una concentraciéon minima de melanina del 17.8 % (Figura 4.20).
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Figura 4.20. Curvas (a) TGy (b) DTG de las NPs de PLGA RG504H con melanina encapsulada.

La concentracion de melanina encapsulada se cuantific6 de manera indirecta a través del
espectro UV-Vis del sobrenadante conociendo el maximo de absorbancia de la melanina
a 193 nm (Figura 4.21). Con este método, se estimé un rendimiento de encapsulacion de la
melanina del 65.8 +9.1 %, que representa el 23.5 % en peso de las particulas.
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Figura 4.21. (a) Curva UV-Vis y (b) recta de calibrado de la melanina.

4.1.3.4. Perfil de liberacion in vitro de melanina de las NPs

La liberacidn in vitro de la melanina se determiné 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 dias a 37 °C en agitacién 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 liberacién de la melanina de las NPs de PLGA RG504H.
Tabla 4.5. Porcentaje de melanina liberada in vitro de las NPs de PLGA RG504H.
Melanina liberada (%)
Semana1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

Melanina (Sintesis, PLGA RG504H) 10.35 +4.0 16.03 +2.7 20.57 2.0 23.96 +8.6

4.1.3.5. Ensayos de viabilidad celular

La citotoxicidad de las Mel-NPs se determiné en las tres lineas celulares: fibroblastos dér-
micos humanos, J774 y MDA-MB-231, 24 horas después de la incubacion. Como se observa
enla Figura 4.23, las Mel-NPs no fueron citotoxicas a ninguna concentracion en ninguna de
las lineas celulares estudiadas (79-100 %).
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Figura 4.23. Viabilidad celular en las lineas MDA-MB-23], fibroblastos y macréfagos (J774)
tras 24 h de incubacién con Mel-NPs. Las concentraciones de Mel-NPs corresponden a 23.5,
1.8, 5.9 y 2.4 pg/ml de melanina, respectivamente.

4.1.4.Encapsulacion de C-NPs en
microparticulas por electrosprayado

4.1.4.1. Optimizacion dede los polimeros y reactivos utilizados

Se realizaron un total de 40 sintesis para tratar de optimizar los pardmetros de la técnica por elec-
trosprayado utilizando el polimero PLGA RG504H. Entre ellos, se vari6 la concentracion de polimero,
la concentracion de C-NPs, la incorporacion de CQ), los disolventes utilizados, caudal volumétrico de
salida del disolvente y la distancia de la aguja al colector.



4.1.4.2. Optimizacion de la sintesis de MPs con DCM y DMF

Inicialmente, se evalud la formacién de microparticulas de PLGA RG504H sin C-NPs en la
disolucién para optimizar el método. Por sus propiedades y su rendimiento en procesos
electrohidrodinamicos, se comenzd disolviendo PLGA a 10 %p/v en DCM por experiencias
previas en el grupo de investigacion.

Durante el primer proceso de optimizacidn, se mantuvo la aguja a una distancia de 10 cm
y se vari6 el flujo de la disolucién de 0.5 y a 1.0 mi/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 disolucién, se optd por au-
mentar la distancia entre la aguja y el colector hasta 15 cm. Bajo estas nuevas condiciones,
se logré trabajar a flujos de 0.5, 1.0 y 2.0 mi/h (Figura 4.24 b). Sin embargo, frente a flujos
mayores se produjo un secado del polimero en la aguja y una desestabilizacién del cono,
por lo que se decididé preparar una nueva disolucién incorporando DMF para aumentar la
tensién superficial del disolvente.

DCM (h=10 cm)
0.5ml/h

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 mi/h.

97



98

En primer lugar, manteniendo la proporcion de polimero y la distancia de la aguja, se intro-
dujo DMF en una proporcién DCM:DMF (9:1). Utilizando esta combinacién de disolventes
se vari6 el caudal de salida a 0.5, 10, 2.0, 3.0 y 5.0 ml/h (Figura 4.25). En estas sintesis se
observa una morfologia esférica de las particulas, con escasa formacion de beads (p.ej.
aglomerados esféricos) en la mayor parte de las muestras, aunque una porosidad elevada.

0.5ml/h 1mi/h 2 th

4 : ). s | 2 N

3ml/h 5 I/h

Figura 4.25. Micrografias 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.

Con el objetivo de reducir el didmetro de las particulas se optd por aumentar la proporcion
de DMF hasta DMC:DMF (4:1). Se mantuvo la concentracién de polimero a 10 % (p/v) y se
estableci6 la distancia colector-aguja de 10 cm y el caudal de 1.0, 20 y 5.0 ml/h (Figura
4.26a). Frente a la obtencién de una gran proporcioén de fibras en la muestra, se opt6 por
reducir la distancia de colector-aguja a 10 cm y se modific el flujo de 1.0, 2.0 y 5.0 ml/h
(Figura 4.26b), consiguiendo una formacién de particulas mas estable. Sin embargo, no se
logrd eliminar por completo la formacion de fibras.

a.

1ml/h (h=15 cm) 2ml/h (h=15 cm) 5 ml/h (h=15 cm)

1ml/h (h=10 cm) 2mi/h (h=10 cm)

Figura 4.26. Micrografias 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 mi/h. b) Con las mismas condiciones de polimero y
disolventes, para h=10 cm y variando el flujo a 1.0, 2.0 y 5.0 ml/h.



Posteriormente, se aumenté la concentracién de PLGA al 15 %(p/v), manteniendo la dis-
tancia colector-aguja a 15 cm y la proporcion DMC:DMF (4:1) y variando el flujo a 0.5y a
1.0 mi/h (Figura 4.27 a) para garantizar la estabilidad del cono de Taylor. El aumento de la
proporcion de disolventes DMC:DMF (1:1) resulté beneficiosa para la reduccion de la forma-
cion de las fibras, a flujos de 0.5 y 1.0 ml/h (Figura 4.27 b). A pesar de presentar pequenas
fibras, la mayor parte de las muestras fueron facilmente extraidas del colector de aluminio
en forma de polvo.

0.5 mli/h 0.5 mi/h 1mi/h

1 mI/h
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Figura 4.27. Micrografias SEM de las MPs de PLGA obtenidas por electrosprayado utilizando
DCM y DMF (4:1) y (1:1) aumentando la concentracion de PLGA a 15%(p/v). (a) MPs obtenidas
aumentando la concentracién de PLGA a 15%(p/v) y manteniendo la proporcién DMC:DMF
(4:1), a un flujo de 0.5 y 1.0 mi/h. b) Aumentando la proporcién 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 formacién de par-
ticulas, se incluy6 el agente a encapsular para la produccién de MPs cargadas de C-NPs.
Para ello, inicialmente se trataron de dispersar C-NPs a concentraciéon 2.0 mg/ml en DM-
C:DMF (9:1) con una proporcién de PLGA a 10 %(p/v). Las C-NPs no se dispersaron de
manera homogénea por llegar al limite de saturaciéon, mostrando grandes agregaciones,
de manera que se optd por reducir la concentracion de C-NPs a 1 mg/ml, aunque no se
observd mejoria. Se optd por dispersar las C-NPs previamente en AcEt a concentracion
1.0 mg/ml y, posteriormente, afadirlas a la disolucién anterior de DMC:DMF (9:1) con una
concentracion de PLGA del 10 %(p/v). La disolucién anterior se utiliz6 manteniendo la aguja
a 15 cm del colector a 1.0 ml/h (Figura 4.28 a). Sin embargo, la muestra no mostrd una tin-
cién adecuada a nivel macroscopico, por lo que se optd por disolver PLGA a 10%(p/v) en
acetato de etilo incluyendo 1 mg/ml de C-NPs (Figura 4.28 b). La concentracion de PLGA
fue aumentada al 15%(p/v) para mejorar el rendimiento de la sintesis y se mantuvo el flujo
a10 ml/h (Figura 4.28 c). En ambas disoluciones preparadas con acetato de etilo aumentd
la intensidad del negro en las particulas.

Figura 4.28. Micrografias 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.
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Sin embargo, las MPs anteriores mostraron morfologia heterogénea e irregular, de manera
que se optd por aumentar la proporcion de C-NPs en AcEt en la disolucion de DCM-DMF
(9:1) con una concentracion de PLGA del 15%(p/v) a 11y 4:2 (Figura 4.29).

- \ W e
Figura 4.29. Micrografias SEM de las MPs cargadas de C-NPs anadiendo DCM:DMF (9:1) en
proporcién (a) 11y (b) 4:2.

Como no se logré homogeneizar la morfologia de las MPs, se realizaron sintesis con el mé-
todo coaxial. De esta manera, las dos disoluciones fluyen de manera simultédnea en agujas
coaxiales. Por un lado, se preparé una disolucién de AcEt con Img/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 particulas obtenidas mostraron una morfologia irregular y, de nuevo, poco
homogénea.

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

Figura 4.30. Micrografias SEM de las MPs cargadas de C-NPs afiadiendo con la técnica coa-
xial para separar la fase de disolucién de C-NPs en AcEt a1 mg/mly la fase de DCM:DMF (9:1)
con 15%(p/v) PLGA a unos flujos de 1-1 ml/h, 3-1ml/h y 5-1 ml/h.

4.1.4.3. Optimizacion de la sintesis de MPs con CHCI,

Con el objetivo de aumentar el rendimiento de la sintesis, se optd por utilizar cloroformo
(CHCL,) para dispersar las C-NPs y reducir la cantidad de PLGA para incrementar la pro-
porcion de C-NPs y polimero en las particulas.

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



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

Para tratar de reducir el tamario de las MPS, se sintetizaron utilizando 5 %(p/v) de PLGAy 5
mg/ml de C-NPs en una disolucién de DMC:CHCI, (4:1) con 10 mg/ml de Tween para estabi-
lizarlo. La altura de la aguja se mantuvo a 15 cmy el flujo de la disolucion se vari6 a 0.25, 0.5
y 1mi/h (Figura 4.32). La introduccién de CHCI, en la sintesis permiti6 reducir notablemen-
te el didametro y mejorar la morfologia de las MPs. La proporcién DCM:CHCI, (3:1) resulté en
una produccién de MPs ineficiente por la dificultad en la estabilizacion del cono de Taylor.
En la sintesis DCM:CHCI, (4:1) se observé menor tamafio de MPs y mayor homogeneidad de
la muestra conforme se redujo el flujo de salida de la disolucion.

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

Por tanto, se decidi6 seleccionar la muestra obtenida bajo las condiciones: DCM:CHCI,
(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 disoluciéon de 0.5 ml/h y una di-
ferencia de voltaje de +13 kV y -3.9 kV.
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4.1.4.4.Efecto del Tween como estabilizante en la sintesis de MPs

En este apartado se valord el efecto del Tween en la encapsulacion de C-NPs en MPs
por electrosprayado utilizando el polimero PLGA RG504H con las condiciones optimizadas
descritas anteriormente. En la Figura 4.33 se ilustra el efecto de la adicién de Tween a la
disolucioén utilizada para la obtencion de MPs. Cuando el surfactante no esta presente, no
se consigue la formacién de particulas, sino que el polimero aparece con aspecto amorfo.

0.25 ml/h

0.5 ml/h

TWEEN +

TWEEN -

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

4.1.4.5. Efecto del cambio de polimero en la sintesis de MPs

La sintesis optimizada con PLGA RG504H fue reproducida con la variante PLGA RG858S
para obtener MPs cargadas de C-NPs con tiempos méas largos de degradacion. Sin em-
bargo, como se ilustra en la Figura 4.34, con este polimero el resultado macroscépico no
mostré una coloracion aceptable, por lo que esta opcidn fue descartada. Probablemente
debido a que la interaccién entre el C-NPs y el polimero es mayor para el caso de RG858S
y da lugar a la aparicion de menos aglomerados en el interior del PLGA que cuando se usa
RG504H. La aparicion de dichos aglomerados facilita la inspeccién visual.

PLGA RG 858S PLGA RG 504H

AN R \ |

Figura 4.34. Muestras de CMPs obtenidas con PLGA RG858S y RG504H. Se observa que con
el polimero 858S la coloracion macroscépica es menos intensa que con el PLGA RG504H.
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4.1.4.6. Coencapsulacion de C-NPs y CQ en MPs

Las Ultimas sintesis por electrosprayado fueron realizadas con el objetivo de coencapsular
CQ con las C-NPs. Para la doble encapsulacién fue necesario utilizar la técnica coaxial, tal
y como se detalla en el Apartado 3.1.2.3. de la Seccién de Materiales y Métodos.

En todos los casos se utilizd una primera disolucion polimérica con una concentracién de
5 %(p/v) de PLGA RG504H disuelta en DCM:CHCI, (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
concentraciéon de CQ fue elegida por ser el valor limite de saturacion de la disolucion, al
igual que en la encapsulacion de C-NPs en NPs por emulsion. En la Figura 4.35 se muestran
los resultados de la sintesis utilizando diferentes velocidades de flujo.

S2:0.5ml/h S2:1ml/h S2:2.5 ml/h S2:5ml/h
P ':',»’7 y d [ ™ . = 7~ R )
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S1: 0.15 ml/h
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Figura 4.35. Micrografias SEM de la coencapsulacién de CQ y C-NPs en MPs de PLGA RG
5048 utilizando diferentes velocidades de flujo para la fase acuosa con cloroquina (S1) y la
fase organica con PLGA, Tween y C-NPs (S2).

Se obtuvieron MPs con tamafio variable, aunque con morfologias homogéneas. La sintesis a
velocidades de flujo S1=0.25 ml/h y S2=0.5 ml/h mejord la morfologia y tamario de las MPs
para la aplicacién concreta que se busca en esta Tesis al exhibir tamafios de particula mas
reducidos. Sin embargo, la incorporacién de CQ redujo sustancialmente la coloracién ma-
croscopica de las MPs, por lo que su uso para el marcaje de ganglios linfaticos fue descar-
tado. En conclusién, las Gnicas 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:CHCI, (4:1). Por tanto, a continuacioén, se detalla
la caracterizacion realizada para estas MPs.

4.1.4.7. Caracterizacion morfologica de las MPs cargadas de C-NPs

Las MPs cargadas de C-NPs mostraron una coloracién negra intensa (Figura 4.36 a,b). El
didmetro promedio fue de 1.07 + 0.41 pm, con tamafios comprendidos entre 200 nm y 1.89
um (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 distribucion de tamafios. La morfologia de las MPs y la valoracién inicial
de la encapsulaciéon de C-NPs fue analizada por microscopia SEM y TEM (Figura 4.36 d,e).
En las imagenes 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. Micrografias SEM y TEM, distribucién de tamafos y vista macroscépica 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. ¢) Distribucién de tamarios de MPs. d-e)
Micrografias SEM y TEM respectivamente, donde se muestra la encapsulacién de C-NPs en la
matriz polimérica y algunas C-NPs no encapsuladas (azul).

4.1.4.8. Determinacion de la eficiencia en la encapsulacion
de C-NPs en MPs

La cuantificacién de la eficiencia de la encapsulacion se realizé a través del analisis TGA.
Dado que las C-NPs muestran temperaturas de degradacion a 600-800 °C y el PLGA se
piroliza a 400 °C, fue posible determinar la cantidad de C-NPs encapsuladas en las micro-
particulas (Figura 4.37 b). El analisis de las curvas TG de las microparticulas obtenidas por
electrosprayado reportd 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 proporcién similar de
PLGAyC-NPsenlas NPs obtenidas poremulsiény enlas MPs obtenidas por electrosprayado.
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Figura 4.37. Curvas TG y DTG de las MPs de PLGA RG504H con C-NPs encapsuladas obteni-
das por electrosprayado.



4.1.4.9. Perfil de liberacion in vitro de C-NPs de las MPs

La liberacioén in vitro de las C-NPs se determiné a través el espectro UV-Vis del sobrena-
dante considerando su maximo de absorbancia a 218 nm. Las MPs se dispersaron en un
medio acuoso y se mantuvieron durante 28 dias a 37 °C en agitacion continua. Como se
ilustra en la Figura 4.38 y Tabla 4.6, tras 4 semanas se liber6 el ~0.5 % de C-NPs, de nuevo
probablemente por la naturaleza hidrofébica del mismo.
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Figura 4.38. Curva de la cinética de liberacion 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.
C-NPs liberadas (%)

Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4

MPs (Electrosprayado, RG504H) 017 +0.0 0.31+0.0 0.37 +0.0 0.53 +0.0

4.1.4.10. Ensayos de viabilidad celular de las MPs cargadas con C-NPs

Los estudios de citotoxicidad se realizaron en las tres lineas celulares mencionadas ante-
riormente: fibroblastos dérmicos humanos, J774 y adenocarcinoma de mama MDA-MB-231
24 horas después la incubacion. Como se ilustra en la Figura 4.39, las MPs con C-NPs
encapsuladas no fueron citotéxicas a ninguna concentracion en ninguna de las lineas ce-
lulares estudiadas (84-100 %) probablemente debido a su elevado tamario y a su reducida
internalizacion celular.
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Figura 4.39. Viabilidad celular en las lineas MDA-MB-23], fibroblastos y macréfagos (J774)
tras la administracién 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 pyg/ml, respectivamente.
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4.1.5. Preparacion de los
vectores nano y micro-particulados

4.1.5.1. Optimizacion de los vectores basados en medios de PEG y MC

Para evaluar experimentalmente la viscosidad del vector se inyectaron dosis de O1 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 emulsion. Durante la prepara-
cion 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
concentracion de 10y 20 %(p/v).

En el momento de la inyeccion, los medios de PEG 10 %(p/v) mostraron menor viscosidad respecto
alos de MC 10 %(p/v) y disemind en todos los tejidos. Esta valoracién fue mas evidente en el tejido
adiposo porcino, donde la rapida distribucion y extravasacion por el canal de la inyeccién redujo la in-
tensidad del marcaje (Figura 4.40 a,b). De la misma manera, en tejido adiposo de pollo se observa
la diseminacién del marcaje de PEG 10 %(p/v) respecto al de MC 10 %(p/v) (Figura 4.39 c,d). Frente
aun aumento de la concentracion de MC y PEG a 2%(p/v) se observan resultados similares en todos
los tejidos. En los rifiones de conejo, resulta mas localizada la inyeccion de MC 1%(p/v) que la dosis de
PEG 2%(p/v). Mientras que esta primera permanece en el lugar de la inyeccion, el marcaje de PEG ex-
travasa por el canal de la puncion (Figura 4.40 e-f). Enlamisma imagen se observa el resultado de
la dosis a MC 2%(p/v), donde el aumento de la viscosidad limita el manejo de la inyeccion y dificulta

\/ 4 - 1 : ¢
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.

El medio de PEG fue descartado por la escasa viscosidad que proporcionaba. Frente a mismas con-
diciones de biocompatibilidad y homogeneizacion de las particulas, se decidié continuar con medios
basados en MC. Tras 48 horas a 4 °C, los marcajes preservaron su integridad, tanto los compuestos
de MC 10%(p/v) como los de MC 2.0 %(p/v), pero especialmente estos segundos. Frente a resultados
de estabilidad del marcaje similares, se decidié utilizar un compuesto de MC 1.5 %(p/v), que mejoraba
la preservacion del marcaje en el momento de la inyeccion y facilitaba la inoculacién del vector en
relacion a los vectores al 20 %(p/v).



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 agitacién a 37 °C du-
rante tres semanas. El marcaje se mantuvo localizado y sin perder intensidad durante el experimento
(Figura 4.41). Ademas, no se observo diferencia en la coloracién obtenida a 20 y 40 mg/m, por lo
que el limite maximo en las experiencias in vivo posteriores se mantuvo en 20 mg/ml. Ademas, se
decidi6 utilizar MC al 15%(p/v) para la produccion de vectores de marcaije.

Figura 4.41. Muestras de tejido disecadas y suspendidas en PBS (g). Muestras de tejido di-
secadas tras 3 semanas suspendidas en PBS, agitacion y a 37°C 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.

4.2. Estudio histologico y
ultraestructural del ganglio porcino

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

Anivel estructural, el ganglio linfatico esta formado por el estroma, los senos linfaticos y el parénquima.
Por un lado, el estroma se compone de tejido conectivo denso que forma la capsula, 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 regién en la que
se ubiquen. Entre la capsula y las trabéculas hay una red tridimensional de tejido conectivo reticular.
Los senos linfaticos atraviesan el parénquima y conectan los vasos linfaticos aferentes con los vasos
linfaticos eferentes del ganglio linfatico. Por otro lado, el parénquima ganglionar esta formado por te-
jido linfoide, organizado en la corteza, la paracorteza y la médula.

Existen diferencias entre el ganglio linfatico humano y porcino en términos de tamario, distribucién
y composicién celular. Histolégicamente, en los ganglios linfaticos del cerdo la corteza y la médula
presentan una organizacién invertida en comparacién con los humanos.?® En cerdos, la corteza se
encuentra en la region interna del ganglio, mientras que la médula se encuentra en la periferia (Figura
4.42).Eso se traduce en que los foliculos linfaticos se encuentran en regiones mas internas, mientras
que en los ganglios linfaticos humanos los foliculos se disponen en la regidon mas externa del parén-
quima ganglionar.

La corteza estd compuesta principalmente por foliculos linfaticos primarios y secundarios (Figura
4.43 a), donde residen linfocitos de morfologia irregular estrechamente empaquetados (reducidos
espacios intercelulares), especialmente linfocitos B. Los foliculos linfaticos contienen predominante-
mente linfocitos B, ademas de linfocitos T, células dendriticas/reticulares y macréfagos, aunque en
menor medida. En el centro germinal de los foliculos secundarios en ocasiones se distingue una zona
oscura (donde ocurre la proliferacion de linfocitos B) y una zona clara (donde los linfocitos B seleccio-
nados maduran y se diferencian) (Figura 4.43 b).
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Figura 4.42. Panoramica de un ganglio mesentérico de cerdo (FLS: foliculos linfaticos secundarios). H&E.
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Figura 4.43. Distribucién cortical y medular del ganglio linfatico porcino. (a) La corteza se compone de
linfocitos densamente empaquetados y organizados en foliculos linfaticos secundarios (FLS), mientras
que la médula los linfocitos aparecen dispuestos de manera mas laxa. (b) Los FLS se componen de un
centro germinal (CG) rodeado de un manto. H&E.
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Ultraestructuralmente, los linfocitos se identifican facilimente por su ndcleo voluminoso y su citoplas-
ma reducido con escasos organulos. Sin embargo, no es posible identificar los subtipos By T bajo el
microscopio electronico (Figura 4.44).
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Figura 4.44. Linfocitos densamente empaquetados en la regién de la corteza ganglionar.

Dada la escasez de estudios inmunoelectrénicos, las células del estroma ganglionar todavia no pue-
den distinguirse inequivocamente a nivel ultraestructural. En esta Tesis, se identificaron FRC con mor-
fologias fusiformes y alargadas, con un citoplasma rico en RER para la sintesis de colageno, fibronecti-
nay laminina y componentes de la MEC. Como se observaenlaFigura 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 citoplasmaticas 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 dendriticos filiformes mas largos y finos que los de FRC,
numerosas mitocondrias en el citoplasma y escaso RER. Por sus caracteristicas y localizacién, en la
regién cercana a la médula se identifican tentativamente como DRC.

También aparecen con frecuncia otro subtipo de células estromales, que consisten en células de
mayor tamano, con nlcleos voluminosos, con morfologia ovalada y eucromaticos y con citoplasmas
ricos en mitocondrias y saculos de RER (Figura 4.44 d-e). Dada su localizacion en el interior de
foliculos linfaticos, caracterizados por la densa disposicion de los linfocitos y la ausencia de otros
tipos celulares, se identifican como FDC. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la
identificacion inequivoca de estos subtipos de células estromales requiere de estudios inmunohisto-
quimicos adicionales, alejados del objetivo de esta Tesis Doctoral.
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Figura 4.45. Células estromales del ganglio linfatico. (a-b) FRC, con morfologias alargadas con
numerosas prolongaciones, grandes nlcleos y abundante RER. (c) DCR, con nucleos volumi-
nosos y largas y finas proyecciones citoplasmaticas que contactan con otras células. (d-e)
FDC en el foliculo linfatico, con un ndcleo voluminoso y pequefias y gruesas prolongaciones

citoplasméticas que contactan con células inmunitarias cercanas.




La médula se encuentra en la periferia del ganglio linfatico en los cerdos y estd compuesta por lin-
focitos T, células plasmaticas, macréfagos, y cordones de células reticulares. Aunque los linfocitos T
también estan presentes en la corteza, en la médula tienden a estar menos densamente empaque-
tados en comparacion con los linfocitos B y se distribuyen mas uniformemente a lo largo de las zonas
paracorticales y medulares (Figura 4.46-47).
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Figura 4.46. Regidon medular del ganglio linfatico. (a) Vista panoramica, donde se observan
linfocitos organizados de manera mas laxa que en la regidn cortical y numerosos vasos san-
guineos. (b) Detalle de la imagen panoramica donde se aprecian diferentes tipos celulares en
la regién medular del ganglio.

Figura 4.47. Region medular del ganglio linfatico. Se observan linfocitos (L) separados, una
célula plasmatica inmadura (CP), un capilar sanguineo 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.
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Por su funcién los linfocitos son considerados como células libres, es notable el gran nimero de pe-
quefias conexiones que establecen con las membranas de las células vecinas (Figura 4.48).
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Figura 4.48. Linfocitos en parénquima ganglionar. Gran relacién ndcleo-citoplasma y un cito-
plasma con escasos organulos. Se observan numerosos contactos entre ellas (flechas).

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 cooperacion entre células (Figura 4.49).
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Figura 4.49. Contactos entre diferentes tipos celulares en la region medular. (a) Contacto de
una célula reticular (CR) con una célula plasmaética (CP) y un linfocito (L). (b) Contacto entre
una célula plasmatica y un linfocito. La micrografia (b) es un detalle de la Figura 4.47 y 4.48 a.

Las células plasméticas provienen de la activacion de los linfocitos B y se caracterizan por un gran
desarrollo de RER para responder a la sintesis rapida de inmunoglobulinas (Figura 4.50).
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Figura 4.50. Células plasmaticas del ganglio linfatico. (a) Célula plasméatica inmadura (detalle
de la Figura 4.47). (b) Célula plasmatica madura. Su citoplasma muestra una caracteristica
presencia de abundante reticulo endoplasmatico rugoso.



Los macréfagos muestran morfologia irregular con nicleos grandes y a menudo dentados. De su
citoplasma emergen proyecciones citoplasméticas alargadas y suelen observarse numerosos lisoso-
mas (Figura 4.50 a-b).Los monocitos, sus precursores, son células que tienen un nicleo volumino-
so con una fina capa de heterocromatina marginal y un citoplasma con escasos y pequefios saculos
de RER pero con gran abundancia de polirribosomas libres (Figura 4.51 c-d).

noso y redondeado y numerosos lisosomas electrondensos en su citoplasma (flecha). (b)
Macréfago con un nicleo irregular, citoplasma rico en RER y mitocondrias. (c) Monocito de
gran tamafio y ndcleo voluminoso. Sus citoplasmas son ricos en polirribosomas libres, RER
y con escasos organulos celulares. (d) Monocito en mitosis. La cromatina aparece agregada
para la formacién de los cromosomas, por lo que se encuentra en estado de mitosis.

Los granulocitos mas observados en el ganglio linfatico fueron los eosinéfilos. Estos se caracterizan
por mostrar nlcleos bilobulados y granulos electrondensos de 0.5-1 pm. Dependiendo de su ma-
durez, estos granulos pueden mostrar un ndcleo cristalino interno, aunque no es una caracteristica
distintiva de todos los eosindfilos (Figura 4.52 a-b).

También se observan con frecuencia neutréfilos, caracterizados por la presencia de granulos mas
pequerios en su citoplasma (0.2-0.5 pm) y nicleos multilobulados en 3 6 4 segmentos interconec-
tados por puentes nucleares (Figura 4.52 c). No se observaron baséfilos y mastocitos, por lo que
estén presentes en menor medida en el ganglio linfatico porcino.
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Figura 4.52. Eosindfilos y neutrofilos del ganglio linfatico. (a) Eosinéfilo con nacleo bilobulado
y grandes granulos inmaduros en su citoplasma. (b) Eosinéfilo en telofase, con granulos ma-
duros que muestran una estructura paracristalina tipica en su interior. (c) Neutréfilo, con el
ndcleo multilobulado y granulos electrondensos en su citoplasma.



El parénquima ganglionar se encuentra rodeado por la capsula (Figura 4.53). En la capsula del gan-
glio, compuesta por tejido conjuntivo, se encuentran numerosos fibroblastos y capilares rodeados de
fibras de colageno (Figura 4.54).
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Figura 4.53. Capsula del ganglio linfatico porcino (tejido conjuntivo denso), ubicada entre
la regién medular y el tejido adyacente al ganglio. (a) Imagen panoramica H&E. (b) Interfase
entre el parénquima (margen izquierda) y cépsula (margen derecha) del ganglio linfatico,
donde se observa alta densidad celular en el parénquima y tejido conjuntivo denso en la
regidn capsular.

Figura 4.54. Fibroblastos y haces de colageno en la capsula del ganglio linfatico. (a) Micro-
grafia TEM donde se observan haces de colageno y fibroblastos. (b) Micrografia SEM donde
se observan haces de colageno.

Entre el tejido conectivo observamos células mesenquimales, que pueden corresponder a diferentes
categorias celulares en proceso de diferenciacion. Estas células las identificamos por la presencia de
cilio primario, que mantiene su estructura con una organizacién caracteristica de sus microtibulos
9+0, y presentan nicleo voluminoso, escasos organulos y abundantes polirribosomas (Figura 4.55).

n5



116

O 95 L

.

Figura 4.55. Detalle de una célula mesenquimal en la regién capsular rodeada de haces de
colageno. 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
sanguineos Yy linfaticos. La pared endotelial de los vasos linfaticos es mas estrecha en comparacion
conlas vénulas (Figura 4.56 a-b). Las arteriolas aparecen rodeadas de células musculares lisas (Fi-
gura 4.56 c) que, a menudo, muestran pequerios contactos celulares con las células del endotelio
vascular (Figura 4.56 d).
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Figura 4.56. Vasos sanguineos y linfaticos. (a) Capilar sanguineo entre haces de colageno en

la capsula. (b) Vaso linfatico. (c) Arteriola en el parénquima ganglionar. (d) Detalle del contacto
entre una célula muscular lisa y una célula del endotelio vascular de una arteriola.




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
caracteristica principal la presencia de cilio primario (Figura 4.56 b). Su citoplasma es mas 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).
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Figura 4.57. Pericito en un capilar del ganglio linfatico. (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 plasmatica, EC: célula endotelial, MSC: célula mesenquimal). (b) Seccidn longitu-
dinal de un cilio primario del pericito (ax: axonema, cp: bolsillo ciliar, mc: centriolo madre, dc:
centriolo hijo).

4.3. Evaluacion de los vectores de
marcaje en animal de experimentacion

4.3.1. Desarrollo de los estudios experimentales
in vivo

Una vez descrito el modelo de investigacion utilizado en esta Tesis, en este apartado se describen los
resultados obtenidos de las experiencias in vivo.

4.3.1.1. Procedimiento quirirgico para la administracion de los vectores

Los animales fueron colocados en posicién decibito supino (Figura 4.58 a). Se practicé una la-
parotomia media amplia (Figuras 4.58 b-c) para exponer las visceras abdominales se aislaron los
ganglios mesentéricos de interés (Figuras 4.58 d-f). Una vez expuestos, los ganglios fueron etique-
tados para su identificacion posterior utilizando diferentes patrones de puntos de seda (Figura 4.58
2). Los vectores fueron cargados en dosis de 0.2 ml en jeringas de 1mly se colocaron agujas 21G (Fi-
gura 4.58 h). Se realizd puncién directa en los ganglios de la raiz de la arteria esplénica, de la raiz de
la vena porta y de los ganglios del leon distal (Figura 4.58 i). Una vez se administraron los marcajes
en los ganglios establecidos (Figuras 4.58]j-k), se cerr6 la pared abdominal del animal (Figura 4.58
1) y se procedio a su estabulacion durante el periodo predefinido (de 1a 16 semanas).
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Figura 4.58. Procedimiento quirdrgico paso a paso para la administracion de los vectores

de marcaje en los animales de experimentacion.
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4.3.1.2. Procedimiento quirargico para la diseccion ganglionar

Para las cirugias de diseccién ganglionar de nuevo se practicé una laparotomia media amplia (Fi-
guras 4.59 a-f) para exponer el lleon distal (Figuras 4.59 g-h). Los ganglios marcados fueron
identificados macroscopicamente al mostrar una pigmentacién oscura caracteristica del vector ad-
ministrado (Figuras 4.59 i-j). Los ganglios marcados fueron resecados junto a los puntos de identi-
ficacion (Figuras 4.59 k) y separados para su posterior procesamiento (Figuras 4.59 ).

a. b. c. d.

Figura 4.59. Procedimiento quirGrgico paso a paso para la diseccién ganglionar en los ani-
males de experimentacion.

4.3.2. Relacion de vectores y ganglios linfaticos
administrados

En total, se marcaron 112 ganglios linfaticos en los animales de experimentacion. En los cerdos A, By 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, |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 CEI0 en los estudios a largo plazo, n=5 ganglios con CS10 en los
estudios a largo plazo y n=9 con MIO, 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.
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Figura 4.60. Fotografias de ganglios linfaticos marcados con vectores CS10, CS20, M10, M20, CE10, CE20

y control (C-NPs).
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Tabla 4.7. Namero de ganglios marcados por vector de marcaje en los animales de expe-
rimentacion.

Grupo a corto plazo Grupo a largo plazo

(0]
I

CS20

CE20

M20

CE10

CS10

M10

CS20-CQ
CS10-CQ
CS20-P858
CS10-P858
CS20-P858-CQ
CS10-P858-CQ
Control (C-NPs)

- X X X X X X X X X NNND>
— X X X X X X X X X dNNMNNND
- X X X X X X X X X NDNNMNNO
— X X X X X X X X X DM DdMO
— X X X X X X W T wNNNdDDND T
— X X X X X X W T WONNDNC

X NN NWNMNMDNDX 7 X X X wmn
X X X X X X X W~ WNNW

X NNNWNMNDNDX — X X X W

Cs20 CS20-P858 Cs20-CQ CS20-P858-CQ

4 meses

Cs10 CS10-P858 Cs10-CQ

4 meses

Figura 4.61. Fotografias de ganglios linfaticos 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 identificacion y facilidad
de identificacion intraoperatoria

4.3.3.1. Efecto del tipo del marcaje en lafacilidad de identificacion

En ninglin caso observamos migracion del tatuaje a otros ganglios linfaticos, por lo que la correlacion
entre GLT y GC corresponde al 100 %. No obstante, en los marcados con C-NPs, en ocasiones no se
encontrd tatuado ni el ganglio inicial ni otros ganglios cercanos, lo que sugiere que existe migracion
hacia tejido adyacente pero no a través de la via linfatica.

La tasa de identificacion 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 CSI0, CS10-P858 y CS20-P858-CQ
(75 %). Se identificaron adecuadamente el 69.2 % de los ganglios marcados con CS20 y el 667 % de
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los marcados con CS20-P858. Los vectores MIO y CEIO mostraron tasas de identificaron del 556
%, mientras que solo se detectd el 50 % de los ganglios tatuados con los vectores CS20-CQ), CSIO-
P858-CQ y CE20. Ninglin ganglio marcado con las C-NPs de control fue identificado (O %) tras este
tiempo. Sin embargo, como se muestra enla Figura 4.62 b, los ganglios marcados con CSI10, CSI10-
CQ, CS20-CQ y CS20 mostraron la mayor facilidad en la identificacion. Por otro lado, los ganglios
tatuados con MIO, CS20-P858-CQ y M20 mostraron identificaciones moderadas. El resto de los
vectores fueron identificados con menor precision. Dado que la puntuaciéon promedio de facilidad
de identificacién no se correlaciona con la tasa de identificacion, los resultados en la identificacion
parecen estar sujetos al procedimiento o técnica del marcaje, pudiendo no ser precisa en todas las
inoculaciones. Para estudiar la variable "facilidad de identificacion” dentro de los grupos definidos por
el tipo de marcaje (CS, CE y M) se realizd la prueba de Kruskal-Wallis y no se encontraron diferencias
significativas.

b. Control 1
Cs10-P858-CQ{15 |
Cs20-cQ{2.3 —
cszo-Pess_E
cszo-Pase-co-E
cs1o-Pasa_Z
cs10-25 e
csto-cafz2
20 40 60 80 100 00 05 10 15 20 25 30 35
Tasa de identificacion (%) Facilidad de identificacién

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

4.3.3.2. Efecto del tiempo en la facilidad de identificacion

En general, la tasa en la identificacion se redujo conforme mayor fue el tiempo de estabulacion (Figu-
ra 4.63 a). En los ganglios marcados con CS20 y CE20 se reduijo la tasa de identificacién un 30.8 y
23.3 %, respectivamente. En el tatuaje de control la reduccién fue del 50 %, hasta alcanzar una tasa del
0 %. Sin embargo, los vectores tatuados con M20 mantuvieron tasas de identificacion similares en los
estudios a corto y largo plazo. Asi mismo, los ganglios marcados con CS20 y CE20 mostraron menor
facilidad de identificacion a largo plazo, siendo mas evidente en el caso del vector CE20 (Figura 4.63
b). Se utilizé la prueba de la U de Mann-Whitman para estudiar la diferencia en los grupos a largo y
corto plazo (utilizando Gnicamente los marcajes con datos a corto y largo plazo, es decir, CS, CE y M).
Se encontr6 que la facilidad de identificacion se reduce con el tiempo (p<0001) (Figura 4.63 c).
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Figura 4.63. Tasas de identificacion (a) y facilidad de identificacion (b) de los ganglios mar-
cados con CS20, CE20, M20 y C-NPs (control) en funcién del tiempo.



4.3.3.3. Efecto de la concentracion en la facilidad de identificacion

El estudio estadistico realizando la prueba de la U de Mann-Whitman no mostré diferencias signifi-
cativas en la facilidad de identificacion entre los grupos de marcaje (10 mg/ml'y 20 mg/ml) conside-
rando Unicamente los estudios a largo plazo, dado que a corto plazo no se marcaron los ganglios a
concentracion 10 mg/ml (Figura 4.64).
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Figura 4.64. Tasas de identificacion y facilidad de identificacién de los ganglios marcados en
funcién de la concentracién de particulas del vector de marcaje.

4.3.3.4. Efecto del tamaiio de particula en la facilidad de identificacion

Para valorar el efecto del tamafio particula se agruparon los marcajes CS10-CS20 (tamafio ~100 nm)
y CE10-CE20 (~1pum). Aunque los resultados fueron similares, la tasa de identificaciéon (Figura 4.65
a)y lafacilidad de identificacion (Figura 4.65 b) fueron ligeramente superiores en el caso de las NPs
de menor tamario (CS). Para analizar estadisticamente si la facilidad de identificacidon varia entre am-
bos grupos (CS y CE) se utilizé la prueba de la U de Mann-Whitman y no se encontraron diferencias
significativas.

4.3.3.5. Efecto del cambio de polimero en la facilidad de identificacion

Para valorar el efecto del polimero base de la sintesis (PLGA RG504H o PLGA RG858S), se tomaron
los grupos de ganglios marcados con CSIO/CS20 y CSI0-P858/CS20-P858. Se encontrd, prelimi-
narmente, una mayor tasa y facilidad de identificacion en los vectores basados en el polimero PLGA
RG504H (Figura 4.65 c-d). El tipo de polimero (de PLGA RG504H a PLGA RG858S) se estudio uti-
lizando dos grupos diferenciados: CS y CS-P858. El analisis por la U de Mann-Whitman no concluy6
diferencias significativas.

4.3.3.6. Efecto de la coencapsulacion de CQ en lafacilidad de identificacion

El efecto de la incorporacion de CQ en las NPs se valord a través de la comparacion de los grupos
de ganglios marcados con CS10/CS20 y CSIO-CQ/CS20-CQ. Preliminarmente, los resultados en la
tasa de identificacion y en la facilidad de identificacion fueron similares y ligeramente superiores en
el grupo de ganglios sin CQ, por lo que la CQ no mostré un efecto beneficioso en los estudios expe-
rimentales a largo plazo (Figura 4.65 e-f). Los estudios estadisticos (U de Mann-Whitman) en los
grupos cony sin CQ (CS y CS-CQ) no mostraron diferencias significativas.
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4.3.3.7. Efecto del cambio de polimero adicion de CQ
en lafacilidad de identificacion

Para explorar el efecto del polimero (PLGA RG504H o PLGA RG858S) y la incorporacion de CQ en las
NPs, se tomaron los grupos de ganglios marcados con CS10/CS20 y CSIO-P858-CQ/CS20-P858-
CQ\. Se observaron menores tasas y facilidad de identificacion en los ganglios marcados con el se-
gundo grupo de vectores, por lo que la CQ y el polimero no mostraron mejor rendimiento en estos
parametros (Figura 4.65 g-h). Estadisticamente, la comparacién entre el grupo CS y CS-P858-CQ
no muestra diferencias significativas entre grupos utilizando la U de Mann-Whitman.
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Figura 4.65. Tasas de identificacién y facilidad de identificacién de los ganglios marcados en
funcion (a-b) del tamano de las particulas del vector de marcaje, (c-d) del polimero utilizado
en la sintesis, (e-f) de la coencapsulacion de CQ y (g-h) del polimero utilizado en la sintesis
y la coencapsulacion de CQ.

4.3.3.8. Correlacion de la facilidad de identificacion con otras variables

Como se observa en la Tabla 4.8, la facilidad de identificacion correlaciond positivamente con el
area marcada y la inflamacion, e inversamente con el tamario de los cimulos. Es decir, la identifica-
cién fue mayor conforme aumenté el drea marcada y la inflamacion, aunque la correlacién es mode-
rada. La correlacion entre la facilidad de identificacion y el tamario de los cmulos es leve.

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

Area Localizacién Inflamacién Tamaio caGmulos

Facilidad identif. Coeﬁcientg ) 0,344*** 0,065 0,435%** -0,175**
de correlacién
Significacion 0,000 0,498 0,000 0,044
n 83 80 72 82



4.3.4. Determinacion del area marcada

4.3.4.1. Efecto del tipo del marcaje en el area ganglionar marcada

El &rea marcada en el estudio a largo plazo fue similar en todos los marcajes (Figura 4.66).Los vec-
tores que mayor extension ganglionar tatuaron fueron M20, CS10-P858-CQ y CS20. Sin embargo,
el marcaje de control de C-NPs Unicamente marc el 25 % de la superficie del ganglio, seguido de
CE20, CS20-P858-CQ y CS20-CQ. El efecto del tipo de marcaje fue estudiado estadisticamente
utilizando tres grupos de muestras independientes (CS, CE y M) por Kruskal-Wallis, no encontrando
diferencias significativas en el area marcada.

cs20-p8s8-cals [ 1]
CS10-P858-CQ (11,8 | : |
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CS20-P858 |95 | } =
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———————————————————
0 5 10 15 20 25
Areamarcada (%)

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

4.3.4.2. Efecto del tiempo en el area ganglionar marcada

Como se representa en la Figura 4.67 a, el area marcada se reduce en los estudios a largo plazo
respecto a los de corto plazo. En el estudio estadistico por la U de Mann-Whitman realizado con
los marcajes CS, CE y M (por tener muestras en ambos plazos temporales) se encontré que el area
marcada se redujo con el tiempo de manera significativa (p<000T1) (Figura 4.67 b). Unicamente
se realiza el estudio estadistico con los marcajes agrupados (y no por separado) dado el reducido
tamario muestral en este (ltimo caso.
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Figura 4.67. Area marcada promedio en los ganglios linfaticos en funcién del tiempo. El “con-
trol” se refiere al marcaje con C-NPs.
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4.3.4.3. Efecto de la concentracion en el area ganglionar marcada

Como se ilustra en la Figura 4.68 a, la concentracion de particulas en el marcaje no muestra un
efecto claro en la extension ganglionar marcada. En los vectores CS y M, la concentracion a 20 mg/
ml mostré mayor area tatuada, mientras que en el resto de los casos mostrd mayor rendimiento en el
marcaje la concentracion a 10 mg/ml. En el estudio estadistico (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 concentracion incrementd el area marcada (p=0019) (Figura 4.68 b).
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Figura 4.68. Area marcada promedio en los ganglios linfaticos en funcién del tiempo. El “con-
trol” se refiere al marcaje con C-NPs.

4.3.4.4. Efecto del tamaiio de particula en el area ganglionar marcada

Para valorar el efecto del tamafio de particula se compararon los resultados de los ganglios tatuados
con CSy CE. Como se representa en la Figura 4.69 a, el tamarfio de las particulas no parecié influir
en el &rea marcada en el ganglio. Estadisticamente, no se encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos.

4.3.4.5. Efecto del cambio de polimero en el area ganglionar marcada

Se observé cierto efecto en el cambio de polimero (PLGA RG504H/PLGA RG858S), mostrando mayor
area marcada en el caso del polimero PLGA RG504H (Figura 4.69 b). Sin embargo, el andlisis por la
U de Mann-Whitman no report6 diferencias significativas en las distribuciones de la variable del area
marcada para ambos grupos (CS y CS-P858).

4.3.4.6.Efectodelacoencapsulacionde CQenelareaganglionarmarcada

Se identificaron ligeras diferencias en los grupos de ganglios marcados con CS10/CS20 y CSIO-CQ/
CS20-CQ. Se observo mayor area ganglionar marcada con los marcajes CS (Figura 4.69 c). Sin
embargo, los estudios estadisticos no concluyeron diferencias significativas.

4.3.4.7. Efecto del cambio de polimero adicion de CQ en el area
ganglionar marcada

Como se muestra en la Figura 4.69 d, las NPs sin CQ y con el polimero original (PLGA RG504H)
mostraron preliminarmente mayores areas de marcaje en el ganglio linfatico. Sin embargo, estas dife-
rencias no fueron significativas en los estudios estadisticos.

4.3.4.8. Correlacion del area marcada con otras variables

El area marcada correlacioné positivamente con la facilidad de identificacién y con la extension de
la inflamacion (Tabla 4.9). Es decir, conforme mayor fue el area marcada, mayor fue la facilidad en la
identificacion y la respuesta inflamatoria. No obstante, en el caso de la extension de la inflamacién la
correlacién es leve, y moderada en el caso de la facilidad en la identificacion.
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Figura 4.69. Area marcada promedio en los ganglios linfaticos en funcién (a) del tamafio de
las particulas, (b) del polimero utilizado en la sintesis, (c) de la coencapsulacién de CQ y (d)
de la coencapsulacion de CQ y el cambio de polimero.

Tabla 4.8. Correlaciones entre el area marcada y el resto de las variables utilizando la Tau
de Kendall (p<01 (*), p<0.05 (**) y p<0.01 (***)).

Localizacion Inflamacion Identific. Tamafio camulos

Area Coeficiente
marcada de correlacion ~0:008 0166** 0,344%** -0,077
Significacién 0,926 0,043 0,000 0315

4.4.Valoracion histopatologica
4.4.1. Hallazgos histopatologicos

En todas las muestras de los estudios experimentales a corto plazo se identificd una inflamacién
granulomatosa de tipo reaccion a cuerpo extrafio asociada a la presencia de las particulas. El proceso
inflamatorio se caracterizd por la presencia de macréfagos y células gigantes multinucleadas (CGM)
que fagocitaron y aislaron las particulas administradas desde la primera semana tras la inoculacién.
También se encontraron particulas extracelulares (Figura 4.70).

Y

»~ S

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

En algunos ganglios se observaron focos necréticos (Figura 4.71) asociados a la reaccion inflamato-
ria de tipo cuerpo extrafio por la administracion de las particulas.
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Figura 4.71. Focos necréticos asociados a la reaccién inflamatoria de tipo cuerpo extrafio
en el ganglio en ganglios tatuados con el vector M20.

4.4.2. Localizacion de las particulas

La evaluacion histopatologica de los ganglios linfaticos marcados reveld que las particulas se lo-
calizan principalmente en la region 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).

Interna Pericapsular Adyacente

CNPs (control)

Figura 4.72. Localizaciones de las C-NPs en los vectores de control. En el marcaje de
control la localizacion de las particulas fue mixta: en caso de la interna, la distribucidn es
pericapsular e interna, mientras que en el caso de la pericapsular también se localiza en la
regidn interna como en la adyacente.



Pericapsular

Adyacente

Figura 4.73. Localizaciones de las particulas de los vectores CS20, CS10, CE20 y CE10
(en ocasiones mixtas).

Interna

Pericapsular

Adyacente

-:f:/‘?‘.’ / i : A ‘.?"‘m
Figura 4.74. Localizaciones de las particulas de los vectores M20, M10, CS20-P858 y
CS10-P858 (en ocasiones mixtas).
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CS20-CQ CS10-CQ CS20-P858-CQ CS10-P858-CQ

Interna

Pericapsular

No encontrado No encontrado

Adyacente

P

Figura 4.75. Localizaciones de las particulas 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 localizacion de las particulas

Como se representa en la Figura 4.76, en los estudios a largo plazo (16 semanas) predomina una
presencia de particulas en la regién pericapsular. Sin embargo, no se observa una tendencia clara. En
todos los marcajes se encontraron las tres localizaciones de particulas, a excepcién de los vectores
CS-P858-CQ), que no estuvieron presentes en el tejido adyacente al ganglio linfatico.

4.4.2.2. Efecto del tiempo enla localizacion de las particulas

No se encontré una relacién entre la localizacion de las particulas en el ganglio en funcién del tiempo
tras la inoculacion de los vectores (Figura 4.77). No obstante, en los estudios a corto plazo predomi-
na la localizacién en tejido adyacente y regién pericapsular, mientras que en los estudios a largo plazo
es mas frecuente la region pericapsular.
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Figura 4.77. Localizacion de las particulas en los ganglios linfaticos en funcién del tiempo.
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4.4.2.3. Efecto de la concentracion en lalocalizacion de las particulas

En general, de nuevo predominé la localizacién pericapsular de las particulas en ambas concentra-
ciones (Figura 4.78). Sin embargo, no se encontro relacion entre la concentracién del vector y las
localizaciones ganglionares predominantes de las particulas.

4.4.2.4.Efecto del tamaiio de particula enlalocalizacion de las particulas

La localizacion ganglionar de las particulas de ~100 nm (CS) y de ~1um (CE) fue similar (Figura 4.79
a). Por tanto, se descartd la relacion entre el tamaro de particulas y su localizacion en los rangos de
tamanio estudiados.

4.4.2.5. Efecto del cambio de polimero en lalocalizacion de las particulas

Se observd mayor localizacién interna en los vectores basados en PLGA RG858S, mientras que las
particulas de PLGA RG504H se encontraron con mayor frecuencia en la region del tejido adyacente.
En ambos vectores, las NPs permanecieron predominantemente en la region pericapsular (Figura
4.79 b).

4.4.2.6. Efecto de la coencapsulacion de CQ enla localizacion
de las particulas

La incorporacién de CQ no parecié mostrar efectos significativos en la localizacion de las particulas,
aunque se observo mayor presencia en la regién interna (Figura 4.79 c).

4.4.2.7. Efecto del cambio de polimero y de la coencapsulacion de CQ en
lalocalizacion de las particulas

En linea con lo anterior, la incorporacion de CQ en particulas basadas en PLGA RG858S aument? la
presencia de las particulas en la region interna y redujo la componente en tejido adyacente (Figura
4.79 d). Sin embargo, la prueba de la U de Mann-Whitman no mostr6 diferencias significativas.
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Figura 4.79. Localizacion de las particulas en los ganglios linfaticos en funcién en funcién (a)
del tamario de las particulas, (b) del polimero utilizado en la sintesis, (c) de la coencapsula-
cion de CQ y (d) de la coencapsulacién de CQ y el cambio de polimero.

4.4.2.8. Correlacion de lalocalizacion y el resto de las variables

Agrupando los marcajes segln la localizacion de las particulas en el tejido ganglionar, se encontrd
correlacion significativa entre la localizacion de las particulas y el tamaro de los cimulos (p=004),
siendo esta leve y directa (Tabla 4.9).



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

Area Inflamacién Identificacién Tamafo camulos
Localizacion Coeficiente
de las partic. de correlacién -0.008 0,031 Uit Qe
Significacion 0,926 0,728 0,498 0,057
n 78 70 80 79

4.4.3 Morfometria de los cmulos de particulas

La morfometria de los cimulos formados por las particulas fue caracterizada seglin su dimensién
méaxima para n=50 en cada ganglio linfatico (Figura 4.80).

Figura 4.80. Morfometria de los cimulos de particulas. (a) Ejemplo de camulos de 1-25 pm,
con predominancia de cimulos de 5-10 pm. (b) Ejemplo de cimulos de 10-65 pm, con pre-
dominancia de cimulos de 25-30 pm. (c) Ejemplo de cimulo de >60 pm.

4.4.3.1. Efecto del tipo del marcaje en el tamaiio de los cimulos

Los cimulos de Mel-NPs de M20 formaron, con diferencia, los agregados de mayor tamario. Por el
contrario, las C-NPs (control) y las MPs de CE20 y CEIO se organizaron en estructuras de menor ta-
marnio. En el resto de los vectores el tamario promedio de los cimulos varié entre 21y 609 um (Figura
4.81). Para estudiar estadisticamente el efecto del tipo de marcaje se trabajo con tres grupos de
muestras independientes (CS, CE y M) utilizando Kruskal-Wallis.
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4.4.3.2. Efecto del tiempo en el tamaino de los cimulos

En los vectores basados en NPs (CS20 y M20), se observé una tendencia a la formacion de agregados
de mayor tamario con el tiempo. En los vectores de MPs (CE20), el tamario de los agregados se man-
tuvo constante. Por Ultimo, los vectores de C-NPs no encapsuladas mostraron una reduccion del ta-
mario de cimulo formado (Figura 4.82 a). Utilizando la prueba de la U de Mann-Whitman (agrupa-
cion de marcaje CS, CE y M) se determinaron diferencias significativas en la distribucion de la variable
en los grupos a largo y corto plazo de tamario de los cimulos (p=0007), mostrando un aumento del
tamario conforme aumento el tiempo de estabulacion de los animales (Figura 4.81 b). Sin embargo,
el tamario de los cimulos fue muy variable en los marcajes CS20 y M20 en los estudios a largo plazo.
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Figura 4.82. Tamafo de los cimulos de particulas en los ganglios en funcién del tiempo.

4.4.3.3. Efecto de la concentracion en el tamano de los cGmulos

En los vectores basados en NPs (CS y M), los tamarios de los cimulos formados disminuyen con la
concentracion. En las MPs (CE) el tamario de los agregados se mantiene estable independientemente
de la concentracién. De la misma manera, aunque menos evidente, este mismo efecto se observa
tras la administracién de NPs con CQ y basadas en PLGA RG858S, con amplia variabilidad (Figura
4.83). Estadisticamente, los grupos de 20 y 10 mg/ml no mostraron diferencias significativas en las
distribuciones de la variable. Ademas, se observd una variabilidad sustancial en los tamarios de cl-
mulos observados especialmente en M20 y CS10-P858.
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4.4.3.4. Efecto del tamafio de las particulas en el tamaiio de los cimulos

Como se representa en la Figura 4.84 a, las NPs de menor tamario forman cimulos de mayor ta-
mario 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 polimero en el tamaiio de los cimulos

El cambio de PLGA RG504H a PLGA RG858S no parecié mostrar efecto sobre el tamarfio de cimulos
formados una vez administrados los vectores (Figura 4.84 b). De nuevo, para analizar estadistica-
mente el efecto del cambio de polimero (la U de Mann-Whitman), se compararon los datos de los
grupos CS y CS-P858, encontrando que las NPs con el polimero PLGA RG858S generaron cimulos
de mayor tamario (p=0.046).

4.4.3.6.Efecto de la coencapsulacion de CQ en el tamaiio de los cGmulos

El tamario de los cimulos no resulté afectado por la coencapsulacién de CQ enlas NPs (Figura 4.84
c). Utilizando el modelo de la U de Mann-Whitman, no se encontraron diferencias significativas en la
distribucién de la variable entre ambos grupos.

4.4.3.7. Efecto del cambio de polimero y de la coencapsulacion de CQ en
el tamafio de los cmulos

Como en los dos apartados anteriores, el cambio de polimero y la coencapsulaciéon de CQ no pare-
cieron mostrar un efecto claro en el tamario de cimulos formados (Figura 4.84 d). De nuevo, los
estudios estadisticos no demostraron diferencias significativas entre ambos grupos.

a. b. c. d.

80 100 100 100
*k

80 80 A 80 4

D
(@)
1

60 - 60 H 60

40

40 H 40 4

|
l

0 T T 0 T T 0 T T 0 J T
cs CE cs Cs-P858 cs cs-ca cs Cs-P8s58-ca

N
o
1

20 4 20 4 20

Tamaiio de los cimulos (um)
N
o
1
Tamaiio de los cimulos (um)
Tamaiio de los cimulos (um)
Tamaiio de los ctimulos (um)

Figura 4.84. Tamano de los cimulos de particulas en los ganglios en funcion (a) del tamafio
de las particulas, (b) del polimero utilizado en la sintesis, (c) de la coencapsulacién de CQ vy
(d) de la coencapsulacién de CQ y el cambio de polimero.

4.4.3.8. Correlacion del tamaino de los ciimulos y el resto de las variables

El tamario de los cimulos correlacioné negativamente con la facilidad de identificacion (Tabla 4.10).
Es decir, conforme mayor fue el tamario de los cimulos, menor fue la facilidad en la identificacion,
aungue es una correlacion leve. Esto puede deberse a que la formacion de cmulos de mayor tamario
limita la distribucién del marcaje en el ganglio, pudiendo pasar desapercibido durante la cirugia.

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

Area Inflamacién Identificacién Localizacién
Tamano de  Coeficiente

los camulos de correlacion 9977 -0,007 -0175* 0158
Significaciéon 0,315 0,929 0,044 0,057
n 80 79 82 79
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4.4.4. Reaccion inflamatoria

La intensidad de la reaccién inflamatoria se cuantificé dependiendo de la extension de tejido infla—-
mado en el ganglio linfatico.

4.4.4.1. Efecto del tipo de marcaje en lareaccion inflamatoria

Todos los vectores administrados mostraron reaccion inflamatoria granulomatosa de tipo cuerpo
extrafio en mayor o menor medida (Figura 4.85 a). A largo plazo, se observé menor inflamacién en
los ganglios tratados con el marcaje de control (C-NPs) y los marcajes CS20-CQ, CS10-P858 y CSIO.
Por el contrario, la mayor inflamacion se observé en los ganglios marcados con M20, seguidos de los
marcados con CEI0, CE20 y MIO. El estudio estadistico de los grupos de muestras (CS, CE y M) utili-
zando Kruskas-Wallis report6 diferencias significativas en la distribucién de la variable entre grupos,
siendo esta mayor en los marcajes basados en melanina (p=0.041). Comparando CE-My CS-M con
la U de Mann-Whitman, se encontraron diferencias entre CS y M (p<0001) (Figura 4.85 b).
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Figura 4.85. Extensién de la reaccién inflamatoria en funcién del tipo de marcaje.

4.4.4.2. Efecto del tiempo en la extension de la reaccion inflamatoria

A excepcion del marcaje basado en Mel-NPs, en el resto de los casos la extensién del tejido inflama-
torio se redujo en el tiempo. En el caso del vector CS20, se cuantificd una reduccién de la inflamacion
de ~3 veces respecto a los estudios a corto plazo, mientras que en CE20 la extension de la inflama-
cién se redujo ~16 veces y en el control (C-NPs) ~20 veces (de 540 +245 pm a 27 +0O pm) Sin em-
bargo, la inflamacién en los ganglios tratados con M20 aument6 ~1.3 veces (Figura 4.86 a-87). Se
determinaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de la variable de extensiéon
de lareaccion inflamatoria en los grupos a largo y corto plazo. La extensién de la inflamacion se redujo
conforme aumenté el tiempo tras la inoculacién de los vectores (p=0002) (Figura 4.86 b).
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Figura 4.86. Extension del tejido inflamatorio en funcién del tiempo en los ganglios marcados
con los vectores CS20, CE20, M20 y C-NPs (control).
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Figura 4.87. Extension de la reaccidn inflamatoria en los estudios experimentales a cor-
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137



138

4.4.4.3. Efecto de la concentracion en lareaccion inflamatoria

Como seilustraenlaFigura 4.88,los marcajes CS20, M20 y CS20-P858 mostraron mayor reaccion
inflamatoria que sus homologos a baja concentracion (CS10, M10 y CS10-P858). El marcaje basado
en MPs (CE) mostr6 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 estadisticamente significativa.
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Figura 4.88. Extensién del tejido inflamatorio en funcién de la concentracion de particulas.

4.4.4.4. Efecto del tamaiio de particula en la reaccion inflamatoria

Las MPs (CE) produjeron mayor inflamacion que las NPs (CS) en el ganglio linfatico (Figura 4.89 a).
Se estimé una inflamacién ~3 veces mayor en CE que en CS. Esta diferencia entre grupos fue esta-
disticamente significativa (p=0044) utilizando la U de Mann-Whitman.

4.4.4.5. Efecto del tamaiio de particula en la reaccion inflamatoria

El cambio de polimero en la sintesis de NPs (PLGA RG504H o PLGA RG858S) no produjo ningln efec-
to en la extension de la reaccion inflamatoria, aunque se encontré mayor reaccion 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 tamaiio de particula en la reaccion inflamatoria

La CQ tampoco mostrd un efecto claro, aunque algunos ganglios marcados con CQ coencapsulada
mostraron mayor reaccion 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 polimero y de la coencapsulacion de CQ en
la extension de la reaccion inflamatoria

La incorporacion de CQ y el cambio al polimero PLGA RG858S, en conjunto, mostraron preliminar-
mente mayores reacciones inflamatorias que sus homélogos basados en PLGA RG504H sin cloro-
quina coencapsulada. Este aumento de la extension 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.
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4.4.4.8. Correlacion del extension inflamatoria y el resto de las variables

Como se muestra en la Tabla 4.11, la variable de extensién de la inflamacion correlacioné positiva-
mente con el area marcada (mayor inflamacién conforme aumenta el &rea marcada) y con la facilidad
en la identificacion. Como se ha mencionado anteriormente, la correlacion entre la extension de la
inflamacion vy la facilidad de identificacion con el &rea marcada son leves y directas.

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

Area Localizacion ldentificacion Tamafio cimulos
Extension Coeficiente

. .l .. 0Oleo6** 0,031 0,435*** -0,007
inflamacién de correlacion
Significacion 0,043 0,728 0,000 0,929
n 70 83 72 71

4.5. Estudio ultraestructural

4.5.1. Fagocitosis de las particulas y efectos en
los macréfagos

Los macrofagos fagocitan todas las particulas inoculadas, tanto las C-NPs como las particulas sinteti-
zadas. Los macréfagos inician la fagocitosis con la formacion de filopodios y lamelipodios para captu-
rar las particulas del medio extracelular (Figura 4.90). Una vez captadas, los macrofagos internalizan
las particulas en su citoplasma dentro de vesiculas conocidas como “fagosomas”. Una semana tras
la inoculacion de los vectores, es posible diferenciar los diferentes tipos de particulas en el interior de
los fagosomas, ya que presentan diferencias de tamario, morfologia y densidad electronica (Figura
4.91). Las C-NPs libres tienden a agregarse en estructuras de 42 +17 nm (n=50), mientras que el ta-
marfio medio de las particulas MPs cargadas de C-NPs (CE) en las imagenes 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 agregacion de particulas, generando
cUmulos de mayor tamario.
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Figura 4.90. Macréfagos con numerosos lamelipodios y filopodios para la fagocitosis de las
particulas. (a) Detalle de la formacion de filopodios (flecha) y lamelipodios (cabeza de flecha)
en un macréfago. (b) Tres macréfagos con numerosos filopodios englobando C-NPs.
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En ocasiones, los fagosomas/fagolisosomas se fusionan en vesiculas de mayor tamario y liberan las
particulas en su interior para intentar degradar el contenido extrafo (Figura 4.92). Las C-NPs libres
tienden a agregarse en estructuras de 42 +17 nm (n=50), mientras que el tamario medio de las particu-
las MPs cargadas de C-NPs (CE) en las imagenes 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 agregacion de particulas, generando cimulos de mayor tamario.
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Figura 4.92. Dos fagosomas con particulas en su interior se fusionan con un fagosoma de
mayor tamano vy liberan las particulas 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 macréfago (Figura 4.93). Este fendmeno ocurre con més frecuencia en los ganglios
marcados con el vector de C-NPs, ya que consisten en C-NPs libres que no estan protegidas por
matriz polimérica.
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Figura 4.93. Detalle de la membrana de un fagolisosoma rota por el contacto con las C-NPs.



En el caso de las Mel-NPs, los residuos de melanina cristalizada tuvieron el mismo efecto, rompiendo
la membrana de los fagolisosomas de los macréfagos (Figura 4.94).
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Figura 4.94. Detalle de fagolisosoma con melanina cristalizada en su interior y un macréfago
con las membranas de los fagolisosomas rotas por el contacto con las aristas de la melanina
cristalizada.

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

Figura 4.95. Lisis de la membrana plasmatica y derrame de orgénulos al espacio extracelular.
(a) Membrana plasmatica de un macréfago lisada por hidrolasas derramadas. Se observa la
ruptura de la membrana del fagosoma (puntas de flecha) y de la membrana plasmatica (fle-
chas). (b) Tras la ruptura de la membrana plasmatica, las C-NPs permanecen intactas en el
medio extracelular (flecha). (c) Los organulos derramados en el espacio extracelular conser-
van su estructura.
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Los restos celulares de los macréfagos lisados son fagocitados por nuevos macréfagos (Figura
4.96), que también tratan de digerir nuevamente las particulas de carbono y melanina. Se presume
que los restos celulares y las particulas liberadas por la ruptura de las membranas de los macréfagos
son fagocitados por nuevos macréfagos y asi sucesivamente.
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Figura 4.96. Macréfagos fagocitando restos celulares de macréfagos lisados.



Aunque las particulas se encuentran principalmente en los macréfagos, en ocasiones son aisladas e
internalizadas en el citoplasma de CGM, formadas por la fusion de macréfagos (Figura 4.97).

Figura 4.97. C-NPs aisladas en células gigantes multinucleadas.
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En los estudios experimentales a largo plazo, la degradacion de los polimeros base de las particulas
por el efecto de las enzimas lisosomales hace indistinguibles unas particulas de otras (Figura 4.98).
Ademés, a partir de las 6 semanas es posible encontrar mas C-NPs y melanina libres, lo que sugiere
que son liberadas (Figura 4.99).
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Figura 4.98. Particulas CS, CE y M fagocitadas en estudios experimentales a largo plazo.
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Figura 4.99. Particulas C-NPs liberadas de las NPs en los estudios a largo plazo.



Tras 16 semanas, el tamario de las particulas (excluyendo agregados) para n=50 fue de 47 +20 nm en
las particulas 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 particulas CE y 43 +13 nm en M (Figura 4.100). Por tanto, respecto a los es-
tudios a corto plazo, el tamafio de particula se ha reducido ~21veces en el caso de CS, ~4.2 veces en
CE y ~34 veces en M. En relacién con las CS, las CS-P858 mostraron un tamafio ~16 veces superior,
las CS-CQ un didmetro promedio ~1.8 veces superior y las CS-P858-CQ ~1.7 veces superior.

CS-P858 Cs-CQ CS-P858-CQ

Figura 4.100. Particulas 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 macréfagos altamente cargados de particu-
las y restos de éstas en la region pericapsular, aislados dentro de una matriz de fibras de coladgeno en
el tejido conjuntivo (Figura 4.101).
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Figura 4.101. Macréfagos cargados de C-NPs en los estudios experimentales a largo plazo. (a)
Macréfago altamente cargado de C-NPs. (b) Macréfago cargado de C-NPs aislado en fibras
de colageno en el espacio pericapsular.
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4.5.2. Reclutamiento de células inmunitarias
circulantes para enfrentar lainflamacion

Uno de los mecanismos de extravasacion de células inmunitarias circulantes es la migracién tran-
sendotelial (MTE) asociada a la activacion del endotelio vascular como respuesta a la inflamacién. En
este apartado, se ha reconstruido secuencialmente el proceso de MTE transcelular como respuesta
a la inflamacién crénica asociada a la inoculacién de particulas en el ganglio linfatico para ilustrar el
proceso.

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

I

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



Para rastrear el endotelio y adherirse en el sitio de inicio de la MTE, los linfocitos no sélo establecen
contactos a través de uniones adherentes (Figura 4.103 a,b), sino que también emiten multitud de
pequenas extensiones (conocidas como podosomas) para contactar entre si. 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).

Figura 4.103. Linfocito con morfologia aplanada, para aumentar los puntos de contacto con el
endotelio, establece uniones con las células endoteliales. (a) Micrografia panoramica. (b) De-
talle de la unién adherente (flechas). (c) Detalle de un pequerio podosoma (cabeza de flecha).
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Una vez establecidas las uniones adherentes y basadas en podosomas, las células endoteliales emi-
ten prolongaciones citoplasmaticas para formar copas transmigratorias y englobar las células circu-
lantes. En la Figura 4.104 se ilustra el inicio de la formacién de la copa transmigratoria para engullir
un linfocito. En esta reconstruccion 3D, se observa la presencia de numerosos organulos vesiculo-va-
cuolares (VVO, del inglés Vesiculo-Vacuolar Organelles) individuales, que se fusionan entre si en luga-
res cercanos a los podosomas y las podoprints de las células endoteliales.

a. .

Uniones basadas

en podosomas

Copa
transmigratoria

Prolongaciones citoplasméaticas

Podosoma Podoprint

Uniones Cilio primario

endoteliale

Vesicle

Figura 4.104. Las células endoteliales emiten prolongaciones citoplasmaticas para englobar
una célula inmune en la copa transmigratoria. (@) Reconstruccién 3D de un capilar a partir de
12 secciones ultrafinas (0.6 um). (b) Micrografia de referencia de la reconstruccion. (c) A tra-
vés de podosomas (flecha) y pequefas protuberancias similares a podosomas (cabezas de
flecha) las células endoteliales contactan con la célula circulante. (d) EI PC emite pequenas
prolongaciones para contactar con las células endoteliales.



Las copas transmigratorias (Figura 4.105 a-b) evolucionan a cUpulas endoteliales cuando las pro-
longaciones de las células endoteliales reestablecen sus uniones en la region luminal y el linfocito esté
completamente dentro del endotelio (Figura 4.105 c-d). Estos domos endoteliales forman poros
endoteliales que evitan la fuga al exterior y guian a los linfocitos durante la migracion a su través.

Figura 4.105. Formacién 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 cUpula transmigratoria (flechas). (c) El linfocito es totalmente englobado por el
domo endotelial, que ya estd completamente formado. (d) Detalle de las uniones de las células
endoteliales (unién adherente: flecha negra, ausencia de unién: flecha blanca). Er: eritrocito, L:
linfocito, EC: célula endotelial, Im: [amina basal.

Para abrir las células endoteliales en la region del parénquima linfatico, de los linfocitos emergen uno o
mas podosomas invasivos que abren espacio en el endotelio (Figura 4.106 a-b).Hasta este paso de
la migracién, la membrana basal permanece intacta y los linfocitos mantienen las uniones adherentes
con el endotelio (Figura 4.106 c-d). Los podosomas de mayor tamaro parecen generar aberturas
més grandes en las células endoteliales (Figura 4.106 e-f). La salida de los linfocitos es posible gra-
cias a la separacion de las células endoteliales. Aunque las células endoteliales estan separadas en la
region parenquimatosa para la salida del linfocito, restablecen sus uniones en la regién del lumen de
los vasos (Figura 4.106 f).
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1 B

Figura 4.106. Formacion de clpulas endoteliales y proyeccién 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, Im: lamina 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 fisicamente el endotelio. (¢) En el interior del domo endotelial un linfocito exhibe un
gran podosoma (flecha blanca). (f) La lamina basal permanece intacta y la célula endotelial
se abre (puntas de flecha). El endotelio reestablece sus uniones en el lumen (flecha negra).



El poro que crean en el endotelio a través de los podosomas sirve como via de escape en la Ultima
fase del MTE. La cambiante morfologia de los linfocitos sugiere alta plasticidad de estas células du-
rante el MTE. Durante su salida del endotelio, los linfocitos reorganizan sus prolongaciones citoplas-
maticas 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.

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 unién
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 estd completamente abierto en el lado del parénquima del ganglio
linfatico, permitiendo la salida del linfocito. (d) Las uniones de las células endoteliales estan
completamente restablecidas (flecha negra). No se observa membrana basal.
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Incluso cuando el domo endotelial estéd completamente abierto para la extravasacion celular, algunos
linfocitos producen pequerias extensiones para facilitar la salida (Figura 4.108).

® Linfocito
©® Célula endotelial

Figura 4.108. Los linfocitos adaptan su morfologia para facilitar la extravasacién. Reconstruc-
cion 3D a partir de 8 secciones ultrafinas y micrografias de referencia de la reconstruccion.

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

Figura 4.109. Migracién transcelular de neutréfilos y eosinoéfilos. (a) Un neutréfilo con nicleo
multilobulado exhibe un gran podosoma para separarse de las células endoteliales y salir de
la cpula endotelial. (b) Un eosindfilo se encuentra en el interior del domo endotelial.

Una vez que los leucocitos han atravesado el endotelio, pueden infiltrarse en los tejidos circundantes,
donde participan en la respuesta inflamatoria cronica, contribuyendo a la formacién de granulomas y
a la respuesta frente a la inflamacién.
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El marcaje del GC mediante el tatuaje con suspensiones de carbono es cada vez mas utilizado en
pacientes de cancer de mama previa QTNA. Hasta el momento, se han tatuado mas de 800 GC en
diferentes ensayos clinicos,20720922227127812-214216-29221 | quie sugiere que, a pesar de sus aparentes ven-
tajas frente a otros métodos, todavia no se ha extendido su uso en la gran mayoria de los centros. Esta
estrategia es de bajo coste, aumenta las tasas de identificacion en relacién a otras técnicas,?® 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 cirugia oncolégica.° Sin
embargo, los materiales disponibles para el tatuaje del GC se limitan a suspensiones de carbono uti-
lizadas en la clinica con otros propositos. Por tanto, se requiere el desarrollo de materiales especificos
para la optimizacion de la técnica. En esta Tesis, pretendemos aportar una nueva forma de tatuar los
GC, asi como estudiar el efecto de diferentes vectores de marcaje en animales de experimentacion
para preseleccionar materiales candidatos aplicables en futuros ensayos clinicos.

Para los estudios experimentales utilizamos los ganglios linfaticos mesentéricos de cerdos de raza
White Landrace por la similitud en el tamafio de los ganglios linfaticos porcinos y humanos. En otros
mamiferos de pequerio tamario, como ratones o conejos, no hubiera sido posible evaluar la dosis de
marcaje, ni habria sido posible simular la identificacion intraoperatoria. Sin embargo, la mayor limita-
cién de este modelo animal es que en los ganglios linfaticos porcinos la corteza y la médula presen-
tan una organizacién parcialmente invertida en comparacién con los humanos?® En la corteza se
encuentran principalmente agregados de linfocitos y células dendriticas.?>%5'% Bajo el microscopio
dptico y electrénico, los linfocitos son facilmente 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 linfaticos
estructuran la arquitectura del ganglio, promoviendo un entorno especifico de sitio que favorece y
regula las interacciones y funciones de las células inmunitarias.?® En nuestro estudio ultraestructural,
encontramos ambos tipos celulares en el ganglio linfatico. De hecho, observamos pequefios contac-
tos entre linfocitos cercanos, asi como con otros tipos celulares, lo que implica una cooperacién acti-
va. Ademas, observamos células reticulares con caracteristicas similares a las de FRC, DRC y FDC. Sin
embargo, dado que estos subtipos celulares han sido escasamente descritos a nivel ultraestructural,
su identificacion inequivoca solo es posible con técnicas inmunohistoquimicas.

Se ha propuesto que las células estromales derivan de las MSC presentes en el ganglio linfatico, cuya
presencia ha sido recientemente descrita en el ganglio linfatico*62%? Ademas, dada la funcién inmu-
norreguladora atribuida a las MSC, actualmente se acepta que funcionan como reguladoras de las
células inmunes en el ganglio linfatico.2#283 En nuestro estudio ultraestructural encontramos células
mesenquimales caracterizadas por la presencia de cilio primario, ademas de nlcleos voluminosos,
escasos organulos y abundantes polirribbosomas en su citoplasma. Las células similares a MSC (o
ICC-like) las encontramos en todas las regiones del parénquima ganglionar y en la region de la cap-
sula, por lo que podria contribuir a diferentes funciones dependiendo de su localizacién en el ganglio.

En la regiéon de la médula, los linfocitos se encuentran menos organizados y menos empaquetados
que en la region cortical %5126 Sin embargo, aunqgue 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 pequefias prolongaciones de su citoplasma, lo que sugiere una coordinaciéon
funcional bien establecida entre ellos. Ademas de linfocitos T y B, la médula es rica en células plas-
maticas, macrofagos, y células dendritico/reticulares, asi como granulocitos (neutréfilos, eosindfilos
y baséfilos) y mastocitos.”>?5?6 En nuestro estudio ultraestructural encontramos numerosas células
plasméticas, macréfagos (y monocitos, sus precursores). Sin embargo, la presencia de granulocitos
se limit a eosindfilos y neutréfilos, siendo estos primeros los mas predominantes. No observamos
basofilos ni mastocitos, por lo que son menos frecuentes en la médula del ganglio linfatico.

La capsula del ganglio linfatico consiste es tejido conjuntivo denso irregular, compuesto por elastina,
colégeno y fibroblastos.?* En nuestro estudio ultraestructural, observamos numerosos fibroblastos
y capilares rodeados de fibras de coldgeno/elastina, aunque también encontramos otros tipos ce-
lulares menos caracterizados en el ganglio linfatico, incluyendo las CMM. En todas las regiones del
ganglio aparecen diferentes estructuras vasculares y linfaticas. En los vasos sanguineos, 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 poblacién celular hete-
rogénea,“® aunque se ha propuesto que las MSC pueden diferenciarse a partir de PCs*® En nuestros
estudios, observamos la presencia de células similares a MSC cerca de PCs ambas mostrando cilio
primario, lo que es compatible con esta hipbtesis.
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Los estudios clinicos donde marcan el GC con tatuajes de carbono utilizan suspensiones con parti-
culas de carbono, aprobadas por la FDA para otros propdsitos quirdrgicos y principalmente distribui-
das bajo las marcas comerciales Spot®, CARBO-REP® y Black Eye®207209212-24216-218277278 Sin emioargo,
todavia no hay estudios que analicen el efecto biologico de las variables fisico-quimicas de las par-
ticulas 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 encapsulacion de nanoparticulas de carbono en matrices
poliméricas, del tamario de particula, de la concentracién de particulas inoculadas, de la sustitucion
de carbono por melanina, de la cinética de degradacién del polimero base y de la incorporacién de
cloroquina en las particulas.

La encapsulacion de farmacos/particulas en matrices poliméricas reduce su potencial citotoxici-
dad.* Por tanto, inicialmente planteamos que la encapsulacién de C-NPs, similares a las utilizadas en
los estudios clinicos, en matrices poliméricas de PLGA podria reducir la citotoxicidad en el GC ademas
de prolongar su permanencia reduciéndose su lavado. Para analizar este efecto, sintetizamos nano-
particulas de PLGA con C-NPs encapsuladas para compararlas con las inoculaciones de C-NPs sin
encapsular. Para la sintesis de NPs de PLGA encapsulando C-NPs (CS) se utiliz6 el método de emul-
sién simple de tipo o/w previamente utilizado en el grupo de investigacion. En esta Tesis optimizamos
la concentraciéon de PLGA RG504H (5, 10,15 y 20 mg/ml) durante la sintesis de CS para estudiar su
efecto en el tamario de particula final. Otros autores han demostraron que el aumento de la concen-
tracion de PLGA provoca una disminucion del tamario de las particulas, atribuyendo este fenbmeno
a la actividad superficial del PLGA y a la elevacion de la viscosidad, donde concentraciones mas altas
dan lugar a tamafios de particula mas pequerios.®2% Sin embargo, no observamos diferencias sig-
nificativas en el didmetro de particula. Por tanto, continuamos el proceso de optimizacion utilizando
PLGA a una concentracion de 10 mg/ml, dado que minimiza el uso de polimero y mostré coloides mas
homogéneos en tamarios de particula (130 +26 nm, DSR: 20.2 %). Asi mismo, para optimizar la sintesis
y maximizar la intensidad “negruzca” de las particulas realizamos diferentes emulsiones variando la
concentracion de C-NPs (01, 0.2, 0.5 y 1mg/ml). Dado que no se observaron diferencias significativas
en la morfologia y tamafio de las particulas sintetizadas, se continudé a concentracién 1 mg/ml por
mostrar mayor intensidad negruzca a nivel macroscopico. Bajo estas condiciones se mantuvo el ta-
mafio (123 +32 nm), la morfologia y la dispersion de tamarios del coloide (DSR: 25.9 %). En los estudios
de citotoxicidad, observamos que las C-NPs no encapsuladas eran citotoxicas (viabilidad 46-70 %)
en las lineas MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama) y J774 (macréfagos) las dosis a 005 y 01 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 encapsulacion de C-NPs en polime-
ros reduce su citotoxicidad in vitro.

La proporcién de lacticogliclico (LA:GA) del PLGA afecta a la velocidad de degradacién del polimero,
siendo ésta mas lenta cuanto mayor sea la proporcion de lactico.227-2%° Para valorar el efecto de la ve-
locidad de liberacion de las C-NPs, sintetizamos las NPs con dos polimeros diferentes: PLGA RG504H
y RG858S, con una composicion LA:GA de 50:50 y 8515, respectivamente. Con el PLGA RG858S se
realizd la misma optimizacion que con el RG504H, obteniendo particulas de un tamario promedio de
121 +35 nm (DSR: 215 %), similar al de las particulas basadas en PLGA RG504H. No obstante, la carga
inicial de C-NPs fue mayor en en las NPs de PLGA RG858S (375 % en peso) en relacion con las de
RG504H (125 % en peso). Para estudiar la liberacion de las C-NPs sobre ambas NPs realizamos es-
tudios de liberacion in vitro. Como era esperable, las NPs de PLGA RG858S liberaron las C-NPs ~1.3
veces mas lento que las de RG504H (06 +01y 0.8 +0.5 % tras 4 semanas, respectivamente). Estas
diferencia en la velocidad de liberacion fue inferior a lo descrito por otros autores, donde el PLGA
85:15 muestra una tasa de degradacion un 40 % mas lenta que la del PLGA 50:502%% Teéricamente, la
degradacion 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.?* En esta Tesis observamos liberaciones de C-NPs mas lentas,
en ambos casos inferior al 1% tras 4 semanas. La reducida tasa de liberacién en relacién con la de
otros farmacos puede deberse al gran tamario de C-NPs cargadas, lo que requiere de altas tasas
de degradacién de polimero para liberar completamente la particula y a la naturaleza hidréfoba del
C-NPs. No obstante, la ratio polimero/farmaco (o carga) afecta a la tasa de liberacion 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 degradacion y la cinética de liberacién no Unicamente sea dependiente
de la proporciéon LA:GA.2°



El efecto del tamario de particula afecta a la biodistribucién de las particulas. En el ganglio linfatico,
se recomienda la inoculacién de particulas con un tamario >100 nm para maximizar la estabilidad y
la persistencia*®?¥232 No obstante, existe mayor probabilidad de diseminacion linfatica de particulas
en el rango nanométrico en relacion al micrométrico® Por tanto, en esta Tesis sintetizamos NPs (en
el rango nanométrico) y MPs (en el rango micrométrico) para analizar la influencia del tamario. Las
MPs fueron obtenidas por electrosprayado y mostraron un tamario de 11+ 0.4 pm (~8-9 veces mas
grandes que las NPs). Estas MPs Gnicamente fueron sintetizadas utilizando PLGA RG504H, dado que
la sintesis con el PLGA RG858S redujo la pigmentacion negruzca de las MPs y fue descartada. Este
efecto pudo deberse a que la proporcion LA:GA afecta la cristalinidad del polimero, pudiendo afectar
a sus propiedades 6pticas.? Ademas la potencial formacién de agregados en el interior del PLGA
favoreceria su observacion visual. El PLGA RG858S al tener mayor proporcion del componente mas
hidréfobo (LA) puede inducir una mejor interaccién y dispersion de C-NPs en su interior reducién-
dose la formacion de agregados y dificultdndose su observacion visual. A pesar de que se utilizaron
diferentes técnicas de sintesis para la produccion 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 12.5-875 % en las NPs). Ademas, 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 sustitucion de las C-NPs, dado
que al tratarse de un pigmento enddgeno podria potencialmente reducir la citotoxicidad.?*? Ademas,
la melanina presenta propiedades biolégicas antioxidantes, fotoprotectoras, antiinflamatorias y an-
titumorales en melanomas.2®® Para la sintesis de NPs de PLGA encapsulando melanina utilizamos el
método de emulsion doble de tipo w/o/w y optimizamos la sintesis de NPs variando la concentracion
(015,0.3,05 y 10 mg/ml) de melanina. Unicamente variamos la concentracién de melanina dado que
el estudio del efecto de la concentracién de polimero en la sintesis ya habia sido estudiado en las
sintesis de NPs anteriores y se mantuvo a 10 mg/ml. También utilizamos Unicamente PLGA RG504H
para la sintesis dado el alto coste de la melanina y la necesidad de reducir variables en etapas pos-
teriores de la investigacion. De nuevo, no observamos diferencias morfolégicas significativas en las
NPs sintetizadas utilizando diferente concentracion de melanina, por lo que se selecciond la sintesis
de mayor concentracién de melanina para maximizar la coloraciéon macroscopica 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 liberacién de melanina de NPs de
PLGA (LA:GA 50:50) se han descrito liberaciones del 85 % tras 25 dias utilizando condiciones de en-
sayo similares.2®* La tasa de degradacién del polimero esté sujeto a las caracteristicas fisico-quimicas
de las NPs y a las condiciones del ensayo.2®® Sin embargo, las NPs sintetizadas en esta Tesis liberaron
bajas tasas de melanina en relacion a lo publicado por otros autores. De acuerdo con lo descrito en
trabajos anteriores,*? las NPs cargadas de melanina no mostraron citotoxicidad en las lineas celulares
MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario), fibroblastos y J774 (macréfagos), con viabilidades de en-
tre el 79 y el 100 %. Sin embargo, solo fueron menos citotdxicas que las NPs cargadas con C-NPs en
la linea celular J774 (macréfagos), mientras que en la linea MDA-MB-231y de fibroblastos mostraron
una citotoxicidad ligeramente superior.

En paralelo, planteamos la coencapsulacion de CQ y C-NPs en las NPs y MPs de PLGA con el objetivo
de reducir/inhibir la internalizacion celular de las NPs/MPs y asi reducir su degradacion intracelular y
potenciar su durabilidad extracelularmente para que perdurase el marcaje. Se ha descrito que la CQ
produce la acidificacion de los lisosomas, lo que conduce a la inhibicién de varios procesos celulares,
incluyendo la inhibicién/reduccién de la fagocitosis y de la endocitosis dependiente de clatrina.2%62%
En la sintesis de NPs por emulsion simple, la CQ simplemente se afiadié en la fase acuosa, mientras
que en las MPs la produccién se optimizd 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 polimero base) una coloracién de baja intensidad (visualmente grisacea), por lo que se descartd
Su uso para esta aplicacion. La coencapsulacion de CQ en las NPs de PLGA RG504H y PLGA RG858S
no produijo diferencias en su morfologia ni en su tamario (112 +24 nmy 135 +26 nm, respectivamente).
Al igual que en el caso de la melanina, la CQ mostrd tasas de liberacion 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 lineas celulares a todas las dosis, excepto a 001 mg/ml. Estos resultados de
citotoxicidad estan en linea con los reportados por otros autores.?%82%
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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 administracion en el ganglio linfatico.

Para estudiar el efecto de los vectores de marcaje en animales de experimentacion, 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 selecciond para que fuera equivalente a la du-
racion 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 realizd 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, CEIO,
CE20, M10,M20 y C-NPs (control), y otros 3 para realizar estudios de “optimizacion” con el objetivo de
analizar el efecto del cambio de polimero y la incorporacion de cloroquina a largo plazo. Por tanto, en
este grupo de animales se administraron CSIO, CS20, CSI0-P858, CS20-P858, CSI0-CQ, CS20-CQ,
CS10-P858-CQ y CS20-P858-CQ.

En los estudios experimentales practicamos una laparotomia media amplia e inoculamos intragan-
glionarmente 0.2 ml de vector de marcaje en cada ganglio linfatico mesentérico, a concentracion
variable (10 0 20 mg/ml). En otros estudios clinicos se han utilizado dosis promedio de 0.7 +0.8 ml (en
un rango de O1a 3 ml).207209212-214216-218277278 En gl estudio clinico multicéntrico TATTOO, los ganglios lin-
faticos se tatuaron con 3 ml de suspension de carbdn comercial Spot® o 06 ml de CARBO-REP®.214
Goyal et al?” tatuaron el GC con 2 ml de Spot® o Black Eye®. Natsiopoulos et al*’ inyectaron 0,3-0,7
ml de Spot®. Allweis et al2®°® inocularon 0,2-0,5 ml de Spot®. Patel et al?® utilizaron O1-1ml de Spot®.
Dostalek et al#® tatuaron con 01-0.5 ml de Carbosorb® Choy et al’® emplearon O1-0.5 ml de Spot® y
Park et al?? 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 asi el material
extrafio en el organismo.

Tras el tiempo de estabulacion de cada grupo animales, simulamos el proceso de DAD para la exéresis
selectiva de cada ganglio linfatico. En los estudios a corto plazo (1-6 semanas, n=36 ganglios tatuados)
la tasa de identificacion intraoperatoria varié del 77.8 al 100 % dependiendo del vector utilizado (CS20,
CE20 o0 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 identificacién vario
del 66.7 al 83.3 % en los vectores CS20, CE20 y M20. Sin embargo, en los estudios a largo plazo ningdn
ganglio tatuado con C-NPs de control fue identificado. Por tanto, en nuestro estudio, la encapsulacion
con C-NPs mejoré sustancialmente la persistencia del tatuaje en el ganglio linfatico. No obstante, se
trata de estudios preliminares que deben ser confirmados con un mayor niUmero de muestras. En los
vectores de optimizacion (CSI10, CS20, CS10-P858, CS20-P858, CS10-CQ, CS20-CQ, CSI0-P858-
CQy CS20-P858-CQ) la tasa vari6 del 50 al 100 %. Estos resultados coinciden con los reportados en
otros estudios clinicos y preclinicos, con una tasa de identificacioén promedio del 91.2 +11.7 % (64-100
%).207209222277278212-24216-219221. Asf mismo, encontramos que la facilidad de identificacion de los ganglios
tatuados se reduce de manera significativa con el tiempo (p<0001). Sin embargo, no encontramos
diferencia entre las concentraciones a 10 y 20 mg/m, lo que sugiere que esta primera es suficiente
para el marcaje del ganglio. En otro estudio se observé mayor diseminacion del tatuaje a medida
que aumentaba el tiempo entre el tatuaje v la cirugia, mientras que el mismo estudio sugiere que la
concentracion de particulas no afecta a la facilidad de identificacion.?” Sin embargo, una mayor carga
de particulas en el ganglio linfatico reduce necesariamente los tiempos de tratamiento/eliminacion el
material extrafio por parte del organismo, por lo que la mejora en la identificacion visual del ganglio
tatuado es razonable. En los estudios a largo plazo, el &rea marcada fue similar en todos los marcajes
(entre el 77 y el 129 %) a excepcion de las C-NPs de control, que Gnicamente marcaron un promedio
del 2.5 % de la superficie ganglionar. Encontramos que el &rea marcada se reduce con el tiempo de
manera significativa (p<000T1), lo que concuerda con la reduccion de la tasa de identificacion anterior.
Ademas, como era esperable, el aumento de la concentracion incrementé el area marcada (p=0.019).



En ensayos clinicos anteriores describen una correlacion entre el GLT y el GC del 819 +186 % (479-
100 %) 207209222277278212-24216-219221 Ademis, describen una diseminacion no deseada del tatuaje por via
linfética en hasta el 174 % de los casos.2'?° En nuestro estudio, no encontramos diseminacién a otros
ganglios linfaticos en ninglin caso, por lo que el 100 % de los GC hubiera correspondido al GLT. Por tan-
to, el tamario minimo de 100 nm parece adecuado para asegurar la estabilidad (y reducir la migracion)
de las NPs en el ganglio linfatico, tal y como sugieren otros autores.2232

En los estudios de microscopia éptica, encontramos que las particulas se localizan tanto en la region
interna del ganglio, como en la zona pericapsular y en el tejido adyacente al ganglio, aunque en la
mayoria de los casos las particulas aparecen simultdneamente en varias zonas. No obstante, en los
estudios a largo plazo (16 semanas) predomina la presencia de particulas en la region pericapsular
de los ganglios. En linea con lo anterior, anteriormente se han descrito patrones de diseminacion del
marcaje con el tiempo,2” lo que podria explicar la menor presencia de las particulas en la regién interna
del ganglio. En los estudios a corto plazo, observamos con frecuencia marcaje en la region del tejido
adyacente, lo que podria estar asociado a la retencién de las particulas en esta zona por la difusion
del vector por el canal de la inyeccién durante el tatuaje del ganglio. De acuerdo con lo anterior, en al-
gunos estudios preclinicos han descrito la difusién de particulas de carbono al tejido adyacente en el
10.7-13.0 % de los casos.2727278 Curiosamente, el tamario de las NPs y las MPs no mostrd ningln efecto
sobre la localizacion de las particulas en el ganglio.

Los tatuajes basados en melanina generaron cimulos de particulas de mayor tamario en el ganglio
(p=0039). Ademas, en los marcajes CS20 y M20 observamos que los agregados aumentaban de ta-
mario con el tiempo (p=0007), mientras que los cimulos formados por el marcaje CE20 mantuvieron
su morfologia en los estudios a corto y largo plazo. Dentro de los marcajes basados en CS20, las NPs
de PLGA RG858S generaron cimulos de mayor tamario (p=0046), lo que puede ser debido a una
menor tasa de degradacion del polimero.

En todos los ganglios disecados, en mayor o menor medida, se encontrd reaccion inflamatoria de tipo
cuerpo extraio caracterizada por la presencia de macréfagos y CGM que fagocitaron y aislaron las
particulas inoculadas en el ganglio. Este tipo de inflamaciones asociadas a las particulas inoculadas
se han descrito previamente en tatuajes en la piel3°°3°" De hecho, aunque algunos autores sugieren
que las particulas de carbono son inertes y no citotdxicas, otros autores han observado reaccio-
nes inflamatorias en diversos grados.3°2-3% Ademaés, en algunos casos encontramos pequerios focos
necréticos asociados a la inflamacion. Sin embargo, en tatuajes de la piel Unicamente se han des-
crito necrosis extendidas principalmente asociadas a infecciones3%*%” Un aspecto importante en
esta aplicacion es garantizar que los tatuajes de carbono no interfieran con el examen patolégico del
ganglio linfatico. Sin embargo, en otros estudios, los patélogos no consideraron que la administracion
de C-NPs complicara la evaluacién histologica.2°*2-24 En nuestro estudio, los marcajes basados en
melanina fueron los que mayor reaccién inflamatoria provocaron (p=0041). De hecho, la inflamacién
aumento con el tiempo, lo que puede deberse a que los agregados de melanina libre producen mayor
dario a nivel celular. A excepcion de estos marcajes, en el resto de los casos la extension del tejido
inflamatorio se redujo en el tiempo (p=0002). De hecho, se redujo ~3 y ~16 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 particulas y, por
tanto, la inflamacién. En este sentido, observamos mayor reaccion inflamatoria conforme menor fue
el tamario de las particulas de los vectores de marcaje (NPs de ~100 nm o MPs de ~1pum) (p=0044).
Este efecto puede estar asociado a una mayor cantidad de C-NPs en estas particulas. Ya que, aun-
que la proporcién de PLGA y C-NPs sea equivalente en ambos casos, las MPs son de mayor tamario
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 macréfagos, lo que conduce a una mayor tasa de muerte celular. De hecho,
también esté en linea 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 citotéxicas que las NPs en la
linea celular de macréfagos (J774).

Todavia no se ha descrito el efecto celular del tatuaje de carbono en ganglios linfaticos. Kréger et al3%®
demostraron la presencia intracelular de particulas de carbono en células de la epidermis (queratino-
citos, células dendriticas y células basales) y en la dermis (macréfagos, mastocitos y fibroblastos). Sin
embargo, en nuestro estudio ultraestructural Gnicamente observamos la internalizacion de particulas
en macrofagos y CGM, ademas de en el espacio extracelular. Se sabe que la fagocitosis de particulas
exégenas por los macréfagos es uno de los principales mecanismos de defensa inmunitaria inna-
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1a.24030930 Se sabe que los macréfagos desemperian un papel crucial en la persistencia de los tatuajes,
ya que son las Unicas células capaces de capturar y retener las particulas del tatuaje. Slater et al®"y
Baranska et al®? publicaron micrografias electronicas de transmisiéon de macréfagos con particulas
del pigmento del tatuaje internalizadas. Lea et al®® realizaron un estudio ultraestructural donde de-
mostraron que las particulas en tatuajes frescos de tinta negra son internalizadas por células fago-
citicas, mientras que a largo plazo son captadas principalmente por fibroblastos dérmicos. En este
sentido, estudios in vitro también han demostrado mayor captacion de las particulas de tinta negra
por parte de macréfagos que por queratinocitos o fibroblastos3* En nuestro estudio, observamos la
fagocitosis de las particulas desde la primera semana tras la inoculacién. 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 liberacién de las particulas y restos celulares al medio extracelular, nuevos macréfagos
se encargan de fagocitar los restos, y asi sucesivamente. Por tanto, la renovaciéon de los macréfagos,
en lugar de su longevidad, es lo que sustenta la persistencia a largo plazo de los tatuajes en la piel 32

Enlos estudios a largo plazo, se encuentran més C-NPs y melanina no encapsuladas en fagolisosomas
de nuevos macréfagos. De hecho, observamos que las particulas de los vectores CS, CE y M reducian
su tamario ~21, ~4.2 y ~3.4 veces en relacion con los estudios a largo plazo. Aunque in vitro la libera-
cioén era inferior al 1% tras 4 semanas, la velocidad de degradacién del polimero es dependiente del
pH del medio*® por lo que la degradacion 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 degradacion
del PLGA se estima cercana al ~40 % tras 4 semanas, lo que concuerda con nuestras observaciones
in vivo3®

Asociado a este proceso inflamatorio, estudiamos secuencialmente por microscopia electronica el
proceso de MTE transcelular de linfocitos en el sitio de la infeccion. Ademas, reconstruimos en 3D
algunos eventos celulares del proceso utilizando cortes ultrafinos seriados para mejorar la compren-
sidn 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 linfaticos normales o infectados bacteriologi-
camente de ratas y cerdos® 3" piel inducida a inflamacién aguda en cobayas3% in vitro utilizando
la linea celular HUVEC (via paracelular)?? y en placas de Peyer intestinales de cobayas.??? Asi mismo,
algunos estudios mas se han centrado en procesos concretos, especialmente en la diapédesis323-32°
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 reinterpretacion del proceso.

En los ganglios linfaticos mesentéricos, sélo observamos la via transcelular de acuerdo con otros es-
tudios ultraestructurales, realizados en ganglios linfaticos inguinales y toracicos de cerdo#¥*°No obs-
tante, también se ha descrito la migracién paracelular en tejidos linfoides, aunque ocurre con menos
frecuencia® En las primeras fases de la MTE, durante el reclutamiento de las células inmunitarias,
encontramos numerosos linfocitos con mdltiples pseuddpodos capaces de contactar a larga distan-
cia con el endotelio y las células vecinas, como habian observado previamente Sasaki et al*®, Azzali et
al322 y Kogushi et al*%. 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
adhesién involucradas han sido bien descritas.3¥-3%° Sin embargo, los contactos celulares basados en
podosomas se han basado casi exclusivamente en estudios de microscopia. De hecho, se han deno-
minado alternativamente como “microvellosidades”, protrusiones “finger-shaped” y prolongaciones
similares a pseuddpodos 9322323331332 Racientemente, Carman et al** 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 morfologica que muestran estas uniones, siendo similares a
las de tipo peg-and-socket y, en ocasiones, mostrando morfologias en forma de “gancho”. Reciente-
mente se ha descrito que los organulos vesiculo-vacuolares (VVO) se han encontrado con una fre-
cuencia 4 veces mayor en las regiones proximas a los podosomas. Esto, unido a la expresion de mar-
cadores como caveolina-1vy las proteinas fusogénicas (incluidas las SNAREs VAMP2/3) en las células
endoteliales durante la adhesion de los linfocitos y los podosomas, sugiere que poseen un papel clave
durante el reclutamiento.324333334 - Asi mismo, se ha propuesto que la fusion de VVO puede aumentar



la superficie de la membrana plasmatica para permitir que los podosomas penetren progresivamente
(o fusionarse directamente para la formacion del “poro de migraciéon”) y que, ademas, las VVO pueden
transportar receptores de adhesién y quimioquinas (en un proceso conocido como “podo-sinapsis”)
para comunicarse directamente con las células diana y facilitar el proceso de MTE33%-33% En nuestra
reconstruccion 3D, observamos numerosos VVO (y VVO fusionados entre si) cerca de los podoso-
mas, mientras que no los observamos en otras células endoteliales en la misma micrografia 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 citoplasméticas 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 rapidamente 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 unién endotelial, por lo que este mecanismo ocurre rapidamente. De acuerdo con
nuestras observaciones, los estudios realizados por Marchesi et al®” y Balcan et al**' también demos-
traron la encapsulacion de la célula en cUpulas endoteliales. Sasaki et al®® no mostraron los linfocitos
en las cUpulas endoteliales, pero ilustraron la formacion 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 tamaiio y se vuelven "invasivos” para generar “poros” endoteliales como camino de
salida del endotelio vascular3**%¥’ De acuerdo con lo anterior, en nuestro estudio observamos nume-
rosos eventos de apertura del endotelio a través de grandes e invasivos podosomas. Ademas, descri-
bimos que los linfocitos modifican de manera dindmica su morfologia para cumplir los requisitos de
cada paso. Por ejemplo, durante la salida del endotelio, los linfocitos forman grandes protuberancias
citoplasméticas que utilizan para el "empuje” durante la extravasacion, y en la reconstruccion 3D ana-
lizamos cémo los linfocitos generan pequerias extensiones de membrana de manera estratégica en
direcciéon opuesta a la salida para facilitar la migracion.

En conclusion, en este trabajo hemos desarrollamos diferentes vectores de marcaje para evaluar in
vitro e in vivo el efecto biologico de diversas propiedades fisicoquimicas de las particulas, incluyendo:
el tamafio de particula, de la concentracion de particulas inoculadas, el uso de diferentes elementos
“colorantes” (C-NPs y melanina), de la cinética de degradacién del polimero base y de la incorpo-
racion de CQ en las particulas para su liberacion sostenida en el ganglio. Dado que las variables de
mayor interés clinico son la tasa de identificacion intraoperatoria del GC y la intensidad de la reaccion
inflamatoria, el uso de MPs en lugar de NPs puede ser mas ventajoso ya que (1) las MPs han mostra-
do una tasa de identificacién ligeramente superior y (2) las NPs se han asociado a mayor reaccion
inflamatoria. La encapsulacion de C-NPs en lugar de melanina para proveer de contraste en el mar-
caje resulta méas adecuado por presentar menor reaccién inflamatoria. Asi mismo, los vectores con
particulas concentradas a 20 mg/ml en lugar de 10 mg/ml aumentan las tasas de identificacién y no
suponen un aumento significativo de la reaccion inflamatoria. Finalmente, deberia considerarse el uso
de particulas con PLGA con degradaciones mas lentas para reducir la liberacién de C-NPs, ya que en
esta aplicacion no se busca la liberacion sostenida sino mantener retenidas las C-NPs en la matriz
polimérica para reducir la citotoxicidad local en el ganglio linfatico. Ademas, en esta Tesis proporcio-
namos un estudio ultraestructural detallado de los eventos celulares que se desencadenan como
respuesta a la inoculacién del vector de marcaje, lo que puede resultar de utilidad para el disefio de
nuevas estrategias de marcaje ganglionar.

Las principales limitaciones de este estudio han sido:

* El reducido tamafio muestral, tanto de los animales utilizados como de las inoculaciones en cada
animal. Se ha utilizado sdo el minimo posible de animales de experimentacioén con arreglo alas normas
europeas de experimentacién animal.

« La localizacién de los ganglios seleccionados para el marcaje (ganglios mesentéricos vs. ganglios
axilares) podria enmascarar alglin efecto sobre la axila, aunque por el nimero de ganglios necesarios
y la cercania de los ganglios axilares, resultoé imposible utilizar la axila como zona de puncién.

El presente estudio ha permitido cribar entre los marcajes propuestos y seleccionar vectores candi-
datos. Por tanto, antes de plantear un ensayo clinico resultaria 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 clinicos actualmente, son menos efi-
cientes para la identificacion del GC y generan mayores reacciones inflamatorias en el ganglio linfatico.
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Los tatuajes realizados en el ganglio linfatico con los vectores utilizados en este trabajo
demuestran ser una técnica eficaz y sencilla para el marcaje del ganglio linfatico durante
al menos 4 meses desde la inoculacién, mejorando las propiedades de los sistemas utili-
zados actualmente.

La encapsulacion de las nanoparticulas de carbono (C-NPs) en sistemas poliméricos re-
duce la citotoxicidad local, aumenta la perdurabilidad del tatuaje y facilita la identificacion
visual intraoperatoria del ganglio linfatico a largo plazo.

Todas las particulas estudiadas producen una reaccién inflamatoria granulomatosa de tipo
cuerpo extrafio, siendo ésta dependiente del elemento “colorante” encapsulado, del ta-
mafio de particula y del tiempo. La reaccion inflamatoria fue mayor en los ganglios tatua-
dos con particulas basadas en melanina en relacién con las C-NPs. Ademas, el tamario de
la particula (NPs de ~100 nm o MPs de ~1m) también afecta a la intensidad de la reaccién
inflamatoria, siendo mayor en los tatuajes basados en NPs. En todos los casos a excepcion
de los ganglios tatuados con melaning, la intensidad de la reaccién inflamatoria se redujo
conforme aumento el tiempo tras la inoculacién del vector de marcaje.

Los macrofagos fagocitan todos los tipos de particulas 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 identificacién intraoperatoria de los ganglios linfaticos tatuados depende de
la concentracién de particulas en el vector de marcaje, aunque se reduce hasta un 30 %
cuatro meses después de la inoculacién. Los vectores con particulas a concentracion de
20 mg/ml mostraron tasas de identificacion similares que los vectores concentrados a 10
mg/ml, por lo que ésta Ultima dosis de NPs/MPs resulta suficiente para tatuar los ganglios.

La eleccion de microparticulas en lugar de nanoparticulas (aumento de la tasa de identifi-
cacion y reduccién de la reaccién inflamatoria), encapsulando C-NPs en lugar de melanina
(menor reaccion inflamatoria) y en concentraciones iguales o superiores a 10 mg/m, asi
como el uso de polimeros con mayores periodos de degradacién para minimizar la libera-
cién de C-NPs, puede representar una estrategia prometedora para minimizar los efectos
de la intervencion y tatuar mas eficientemente los ganglios linfaticos centinela.
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Abstract

Background. Selective sentinel lymph node biopsy (SNLB) is the standard method for detecting regional
metastases in breast cancer patients. Identifying affected axillary lymph nodes before neoadjuvant treat-
ment is crucial, as such treatment may alter drainage pathways and lymph node morphology, hindering
the identification of sentinel lymph nodes. The use of carbon-based tattooing on sentinel lymph nodes
(SLN) has been employed as a permanent tattooing method in clinical studies of Targeted Axillary Dissec-

tion (TAD), aiding in the SLN identification during surgery.

Results. Our study introduces a new method of lymph node tattooing based on poly lactic-co-glycolic
(PLGA) particles with encapsulated carbon. This strategy substantially improves tattooing efficiency over
single carbon suspensions currently used in clinical studies. We synthesized and characterized carbon-
loaded PLGA micro- and nanoparticles, experimentally assessing their biological impact on porcine lymph
nodes. The effect of particles’ size and concentration was evaluated over time (from 1 to 16 weeks). Light
and electron microscopy studies were conducted to characterize the cellular effects induced by the pres-

ence of these particles.

Conclusions. Our findings reveal that the diverse physicochemical parameters of the particles interact
differently with the lymphatic tissue, influencing their biodistribution within the lymph nodes and the

intensity of the inflammatory response.

Keywords: targeted-axillary dissection; sentinel lymph node biopsy; nanoparticles; carbon; ultrastructure;

breast cancer; carbon-tattooing

1. Introduction
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At the time of diagnosing all cases of breast cancer (BC), it is essential to determine whether the
axillary nodes are affected by the tumor. The current standard procedure to avoid Axillary Lym-
phadenectomy (AL) and its significant sequelae is the selective sentinel lymph node biopsy
(SLNB). According to the experience on sentinel nodes, if the sentinel node is not affected, the
likelihood of another axillary lymph node being affected is remote. Therefore, SLNB is sufficient
to ascertain the status of the axillary nodes [1,2]. Traditionally, it has been stated that if axillary
involvement is confirmed by ultrasound and biopsy at the time of diagnosis, SLNB is contraindi-

cated, and AL is deemed mandatory. However, this paradigm has shifted in recent years.

The administration of neoadjuvant therapy (NAT) can be so effective that it leads to the disap-
pearance, even complete, of tumor cells in both the primary tumor and the axillary lymph nodes.
Detecting the sentinel lymph node (SLN) in patients who have undergone NAT poses significant
challenges, as the treatment can alter lymphatic drainage pathways. Consequently, the tech-
nique exhibits a superior percentage of false negatives, wherein the SLN may not show tumor
cells, while other non-sentinel lymph nodes might. This has profound implications, as it may
leave a chemoresistant tumor in the axilla and underestimate the lesion, potentially resulting in
suboptimal treatment for the patient [3—6]. Furthermore, previously metastatic nodes may not
coincide with the sentinel node due to the blockage of lymphatic circulation. To decrease the
rate of false negatives compared to conventional SLNB, it becomes necessary to macroscopically

identify the nodes previously affected.

The ACOSOG 7107 [3], SENTINA [4], and SN FNAC [5] studies demonstrated that, under certain
conditions, performing SLNB after NAT in patients with metastatic lymph nodes was feasible and
safe. The difficulty lies in identifying nodes that, when metastasized, were easily visible by ultra-
sound. However, after NAT, they can become unrecognizable due to their reduced size and the
absence of ultrasound signs of infiltration. To address this challenge, Targeted Axillary Dissection
(TAD) was introduced, involving the preoperative placement of a metallic clip after NAT. Alt-
hough TAD is a promising concept, the preoperative placement of the metallic clip is not straight-
forward and necessitates an X-ray for guiding lymph node removal [7-9]. To avoid these limita-
tions, various techniques have been described, including magnetic seeds [10,11], radioactive

seeds [12—14], radar reflectors [15,16], and carbon-based tattoos [17-26].

Carbon-based tattoos could serve as an alternative to the described localization methods, as
they are inert and can remain in the lymph nodes indefinitely, easily visible at a glance. Carbon
tattoos in the TAD technique have gained popularity in recent years. Carbon does not interfere

with the pathological assessment of nodal tissue and provides a distinct macroscopic staining
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compared to the tissues of the organism, making it suitable for the application.[20] Commercial
charcoal-based suspensions in doses of 0.1-1 ml (carbon black 0.01-1 %w/v) has been the most
widely used in clinical and preclinical trials, reporting nodal detection rates after NAT of 60-95
% and false negative rates of 9.1-22 % [17,18,20-22,24]. However, its adherence to the receptor
tissue is compromised by the low viscosity of the substance itself, leading to its predominant
distribution in the cortex of the lymph node and the surrounding fatty tissue. This results in non-
homogeneous staining, as well as undesired dissemination via the lymphatic pathway, occurring

in approximately 18 % of cases [18,27].

The use of polymeric nanostructured systems for sustained, localized, and extended release of
active principles has been widely adopted in clinical practice for various therapeutic purposes,
improving conventional delivery approaches. In this study, we evaluate the in vivo response af-
ter the administration of novel biodegradable sustained-release polymeric systems with the aim
of easily detect with the naked eye the tattooed nodes. An exhaustive histopathological study

of the effect of these carriers on the lymphatic tissue was also performed.

The aim of the study is to develop a tattooing method for its potential use in metastasized axil-
lary lymph nodes in patients suffering from advanced breast cancer. This procedure will be con-
ducted before NAT, facilitating the detection of those tagged lymph nodes during subsequent
surgeries. We synthesized poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nano- and micro-particles to en-
capsulate tiny carbon nanoparticles by various approaches. We experimentally analyzed the
lymph node tattooing in a total of 7 pigs to study the biological behavior and tattooing efficiency
over time of each type of particle. The effect of the inoculated particles over time (1, 2, 4, 6, and
16 weeks), concentration (10 or 20 mg/ml), and size (micro- and nanoparticles, denoted as CE

and CS, respectively) was assessed through histological and ultrastructural studies.
2. Materials and methods

2.1. Synthesis, characterization and in vitro studies of micro- and nanoparticles

2.1.1. Materials

Poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA Resomer® RG504H) was purchased from Evonik Industries
AG, Poly(ethylene glycol)-block -poly(propylene glycol)-block-poly(ethylene glycol) (Pluronic® F-
68), chloroform (CHCIs), ethyl acetate, dichloromethane (DCM), and polyoxyethylenesorbitan

monolaurate (Tween® 20) were purchased from Sigma Aldrich (Merck KGaA; Darmstadt, Ger-
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many). The synthesis of the Carbon nanoparticles (C-NPs) was carried out by laser pyrolysis tech-
nology at the Unit 9 of the ICTS NANBISIS. The continuous gas flow reactor system and experi-

mental protocol have been described elsewhere [28,29].

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 human breast adenocarcinoma cell line MDA-MB-231 were kindly donated by Dr.
Alberto Jiménez Schumacher (IIS Aragdén). These cell lines were used to determinate the subcy-

totoxic dose of the nanoparticles used.
2.1.2. Synthesis of nanoparticles with encapsulated carbon

To evaluate the biological behavior of two different particle sizes, approximately in the order of
100 nm and 1000 nm, it was considered the use of well-known particle production approaches:
1) emulsion-solvent evaporation to produce submicrometric particles and 2) electrospraying to

generate micrometric particles. The optimized protocols are briefly described below.

The oil-in-water (o/w) single emulsion-solvent evaporation method was used for the encapsula-
tion of the previously prepared C-NPs in the PLGA nanoparticles (Figure 1 a). Briefly, the organic
phase was composed of 10 mg/ml of PLGA and 30 mg/ml of surfactant (Pluronic F-68) dissolved
in 5 ml of ethyl acetate containing 5 mg/ml of C-NPs previously prepared by laser pyrolysis. 10
ml of Milli-Q water were added as the aqueous phase. The emulsification of both immiscible
phases (organic and aqueous) was performed by an ultrasonic sonotrode (Branson Digital 450
Sonicator) under 40 % amplitude and for 25 seconds. The resulting emulsion was left to evapo-
rate on a stirring plate at 600 rpm for 3 h to evaporate the organic solvent and precipitate the
particles. The particles were washed and recovered by centrifuging for 15 minutes at 15 °C and

7500 rpm.

Microparticles were synthesized with an electrospinner (Yflow Electrospinner 2.2.D-500) using
the uniaxial technique (Figure 1 b). Briefly, a solution of dichloromethane and chloroform was
prepared (DCM:CHCl; (4:1)) containing 50 mg/ml of PLGA and 5 mg/ml of C-NPs previously pre-
pared by laser pyrolysis, and stabilized with 10 mg/ml of Tween® 20. After optimization, a 15 cm
distance between the collector and the needle and a dissolution flow rate of 0.5 ml/h were set.
The Taylor cone was stabilized using a voltage of +13 kV and -3.9 kV corresponding to the tip of
the needle and the collector plate, respectively. The synthesized materials were collected on

aluminum foil, placed on a flat collector.

2.1.3. Preparation of tattooing vectors
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The synthesized nano- and microparticles were resuspended in a methylcellulose hydrogel for
the preparation of injectable suspensions (Figure 1 c). The criterion for their optimization was
to obtain sufficient viscous media to avoid the spread of the tag through the injection channel
and in the tissue. Briefly, methyl cellulose was dissolved at a concentration of 1.0 % (w/v) in
water by alternately changing the temperature from 80 to 0 °C while the sample was subjected
to magnetic stirring at 600 rpm. After optimization, the previously prepared carbon-encapsu-
lated nano- and microparticles were resuspended at the selected concentrations (10 and 20

mg/ml) in 1.0 % (w/v) methylcellulose.

As a result, 4 different vectors loaded with tiny C-NPs were obtained: CS10 (emulsified nanopar-
ticles, at a concentration of 10 mg/ml), CS20 (emulsified nanoparticles, at 20 mg/ml), CE10 (elec-
trosprayed microparticles, at 10 mg/ml) and CE20 (electrosprayed microparticles, at 20 mg/ml).
Additionally, a non-encapsulated carbon nanoparticle suspension at 20 mg/ml was used as pos-

itive control (C-NPs).

(a) Emulsion method

PLGA
10 mg/ml Pluronic F68
30 mg/ml

Aqueous
phase

nanoparticles

5mg/ml .
Emulsification

—

Evaporation ‘ /‘} \l @-

_——
ShatESOOrpm/ = S

—_—

Sonication .
Amplitude; 40% m L ‘-~
Time: 25 s - H S

Centrifugation
. 15 min at 7500 rpm
Organic phase and15°C

(b) Electrospraying method (c) Vector preparation

DCM:CHCI, Nano and microparticles

PLGA e ‘
suspension Colloidal

5 % {w/v) Flux:
0.5mi/h /_\ marker
Tween
Carbon 10 mg/ml +13 kV ) e e—"
nanoparticles =

5mg/ml —

= - r Homogenlzatlon

é \\ U\trasound bath

\
- — \/
Polymer disolution ———3.9kv Methyl-cellulose
medium

Figure 1. Brief outline of the methods used for the synthesis and preparation of the vectors. (a) Emulsion-
solvent evaporation method. (b) Electrospraying method. (c) Dispersion of the resulting vectors in methyl-

cellulose medium.

2.1.4. Scanning and transmission electron microscopy of nano- and microparticles
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The morphological characterization and size distribution of the resulting particles was per-
formed by scanning electron microscopy (SEM Inspect F50) at an acceleration voltage of 5-10
kV. The particles were prepared on carbon tape on an aluminum slide. The samples were coated
with an Pd layer using a high vacuum coater (Leica EM ACE200, Wetzlar, Germany). Diameter
distributions were obtained from manual measurements with the free Image-J software (v1.52;

National Institutes of Health, 2019) for a sample of n=100.

Particle morphology and dimensions were also characterized using a T20-FEI transmission elec-
tron microscope (FEI Company, Hillsboro, OR, USA) at 200 kV. TEM samples were prepared by
depositing 50 ul of the corresponding colloids dispersed in Milli-Q water on a formvar-coated

copper grid and dried for at least 2 h.
2.1.5. Quantification of encapsulated carbon

Quantification of the carbon encapsulated in the polymeric particles was performed by thermo-
gravimetric analysis (Mettler Toledo TGA/STDA 851e, Mettler Toledo; Columbus, OH, US) using
the degradation temperatures of the materials used during the emulsification and electrospray-

ing ranging from 30 to 800 2C with a N, flow rate of 50 ml/min.
2.1.6. Carbon release study

To obtain the carbon release profiles of the carbon-loaded nano- and microparticles, they were
dispersed in an aqueous medium and kept for 28 days at 37 °C under continuous agitation. Ali-
qguots of the supernatants were taken every day during the first week, and once a week for the
rest of the month, i.e.ondays 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 14, 21 and 28. The amount of carbon released
was quantified by UV-Vis spectroscopy (Jasco V670), with the maximum absorbance at 218 nm

attributed to the electronic transition of the carbon backbone from m-mt*.
2.1.7. Cell viability assay

The cytotoxicity of the nanoparticles synthetized in this work was investigated using the Blue
Cell Viability Assay (Abnova, Taiwan) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the
cells were seeded at concentration of 6,000 cells/well for fibroblast and 1774 cells and 18,000
cells/well for MBA-MD-323 cell line and were incubated for 24 h at 37 eC and 5 % CO,. Subse-
quently, carbon nanoparticles (C-NPs), electrosprayed carbon loaded microparticles (CE) and
emulsified carbon loaded nanoparticles (CS) 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 2C and 5 % CO; and fluorescence was read at 530/590 ex/em in a Vari-
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oskan LUX microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S.). Cytotox-
icity was evaluated by comparing the values obtained for the treated cells with the ones re-
trieved from untreated cells, considering these controls as 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,

US). Statistically significant differences were considered when p < 0.05.
2.2. In vivo studies

2.2.1. Animals

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 which were housed for 1, 2, 4 and 6 weeks, and the “long-term study”
included 3 animals which were housed for 16 weeks. The study was carried out in the facilities
of the Institute of Health Sciences (lIS Aragdn, Spain), in accordance with the Spanish Policy for
Animal Protection RD53/2013 which meets the European Union Directive 2010/63. The experi-
mental procedure was approved by the Animal Research Ethics Committee of the University of

Zaragoza under reference P109/20.
2.2.2. Surgical procedure, lymph node tattooing and sampling

In all animals, injections of the pigments were performed in the selected peritoneal lymph nodes
from the splenic artery root, portal vein root and distal ileum regions. In each animal, 2-3 and 2-
4 lymph nodes were tattooed per animal using both CE20 and CS20 vectors in the “short-term
study” and the “long-term study” groups, respectively. In the “long-term study” group, 3 and 6
peritoneal lymph nodes were also tattooed with CS10 and CE10 vectors respectively to assess
the effect of the particle’s concentration. A control node using carbon nanoparticles (C-NPs) not
encapsulated in the polymeric PLGA-based matrix was tattooed per experimental animal mim-
icking the conventional carbon-based pigments currently used in the clinic. The surgical proce-
dure was performed under general anesthesia with oral intubation, mechanical ventilation and
neuromuscular blockade. Animals were premedicated with zolazepam (Zoletil, Virbac, 0.05
mg/kg) and intramuscular dexmedetomidine (Dexmopet, Fatro Iberica SL, 0.08 ml/kg). Anaes-
thetic induction was performed with disopropylphenol (Propofol 1 % MCT, Fresenius Kabi La-
boratories Spain, 6 mg/kg) and sevofluorane 1.9 % (Baxter SL) was used for maintenance. Muscle
block was induced with pancuronium bromide (Pavulon, Organon Espafiola SA, 4 mg/ml). In-

traoperative analgesia consisted on the continuous infusion of fentanyl (Fentanest, Aurovitas
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Espafia, 10 pug/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. Once exposed, the nodes were tattooed for
subsequent identification using different silk stitch patterns. Vectors were loaded in 0.2 ml doses
(10 or 20 mg/ml) into 1 ml syringes and 21G needles were attached. Direct puncture was per-
formed in the lymph nodes of the splenic artery root, portal vein root and distal ileum. After
surgery, the animals were housed in special conditions in heated cages. We used buprenorphine
(Buprenodale, Dechra, 0.05-0.1 mg/kg/day) during the first 72 h after surgery, and antibiotic
prophylaxis with enrofloxacin (Enroflox, Agrovet Market SA, 2.5 mg/kg) until lymph node dissec-
tion surgery performed after 1, 2, 4, 6, or 16 weeks. For lymph node dissection surgeries, a wide
median laparotomy was also performed. Tattooed lymph nodes were identified macroscopically
by showing a dark pigmentation characteristic of the vector administered. The tattooed lymph
nodes were resected next to the identification sites and separated for further processing. At the
end of the experiment, the animals were euthanized by a single injection of potassium chloride

(1 mEqg/kg) intravenously, preventing depolarisation of the heart muscle and causing it to stop.
2.2.3. Macroscopic studies

Before dissection surgery, the tattooed lymph nodes were photographed in situ and the ease of
their visual identification was qualitatively scored on a scale from 1 to 3, with 1 being 'indistin-
guishable' (tagged with the silk stitch but no optical signal to the naked eye of the vector was
present), 2 “moderate” (tagged with the silk stitch and having a moderate optical signal of the
vector present) and 3 “optimal” (tagged with the silk stitch and having a clear optical signal at-

tributed to the vector present) identification (Figure 2 a).

After sampling, lymph nodes were fixed in 4 % formalin for 3-5 day. Lymph nodes were dissected
away from the adjacent tissue and the largest tattooed face of the nodes was photographed.
The photographs were used to calculate the percentage of the tattooed lymph node area based
on a histogram analysis (Figure 2 b). The background of the image was colored white to subse-
quently remove these pixels and delimit the extent of the lymph node. The image was converted
to greyscale and image correction parameters were manually adjusted to achieve an acceptable
contrast between the untattooed lymph node tissue and the tattooed area. The histogram of
the image was extracted using Imagel software [30] and the percentage of the tattooed area
was calculated by quantifying the number of pixels with the darkest 30 % of greys, taking into
account the entire pure non-white area. This system was validated by manually calculating the

area of 3 lymph nodes. An error of £3 % in the tattooed area selected was estimated.
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2.2.4. Microscopic studies

The formalin-fixed lymph nodes were cut into approximately 3 mm thick tissue slices and the
most pigmented slice was selected for histological processing. Samples were processed accord-
ing to standard procedures and stained with hematoxylin and eosin (H&E) for light microscopy
examination. Histological processing and staining were carried out by the Scientific Technical

Services - Microscopy and Pathology at IIS Aragon.

Histologic slides were evaluated by light microscopy to determine the presence and location of
the pigment and to assess the histological changes after the administration of the different pig-
ments. In addition, the size of clusters formed by particles agglomerates and the intensity of the

histological changes were evaluated based on a histogram analysis.

The size of the clusters formed by the inoculated particles were measured from micrographs of
each tissue section using Imagel software [30] (Figure 2 c). Six size ranges were established: <5
pum, 5-15 pum, 15-30 um, 30-45 um, 45-60 um and >60 um. A total of 50 clusters were counted

in each tattooed node (n=50).

Finally, 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 ImageJ software [30] (Figure 2 d).

a. Ease of identification scale
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Figure 2. Macroscopic variables analyzed: (a) Ease of identification scale. (b) Estimation of the tattooed
nodal area. (c) Morphometry of the particles clusters. (d) Extension measurement of the inflammatory

response.
2.2.5. 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 ace-
tone (30 %, 50 %, 70 % with 2 % uranyl acetate, 90 %, 100 %), cleared in propylene oxide and
embedded in araldite (Durcupan, Fluka AG; Buchs SG, Switzerland). An RMC MT-XL ultramicro-
tome was used for obtaining semi-fine and ultra-fine slices. Semi-thin (1.5 um) and ultra-thin
(0.05 um) 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 operating at 80 kV.
2.14. Statistical analysis

Statistical analyses were performed with IBM SPSS Statistics (SPSS Inc.; lllinois, USA). C-NPs-tat-
tooed lymph nodes was only used as control and was not included in the statistical studies. To
study whether the data came from a normal population, they were analyzed using the Shapiro-
Wilk test. The variable of tattooed area showed a normal distribution. According to that, the
corresponding tattooed area was analyzed using the t-Student test and the remaining variables
were assessed using nonparametric tests. Independent groups were then established according
to time (“short-term study” (1-6 weeks) and “long-term study” (16 weeks) groups), type of tat-
tooing (CS10, CE10, CS20 and CE20, considering only data from the “long-term study” group),
concentration (CS10-CE10 and CS20-CE20, considering only data from the “long-term study”
group), and particle size (CS10-CS20 and CE10-CE20). In these groups, the data analysis was per-
formed using the Mann-Whitney U test. Significant differences were considered when p <0.05.
Correlation studies between variables used Kendall's rank correlation coefficient. Statistically

significant correlations were considered when p < 0.05.
3. Results

3.1. Characterization of nano- and microparticles
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The optimized particle morphology and size distribution histogram were characterized using
scanning electron microscopy (Figure 3 a,g). Figure 3 (m,n) depicts the morphology and size of
the C-NPs here considered as a cargo in PLGA nano and microparticles. C-NPs have a mean par-
ticle size of 12.4 +3.1 nm (Figure 3 0). An average nanoparticle size (emulsion, CS, Figure 3 b) of
123 £32 nm was estimated, which increased to 1.07 £0.41 um in the case of microparticles (elec-
trospray, CE, Figure 3 h). The heterogeneity in particles size was determined with the polydis-
persity index (PDI), which was 0.07 for CS and 0.15 for CE, considering a PDI value lower than
0.25 as a narrow size distribution of the sample [31,32]. Therefore, the CE were more polydis-
perse in size than the CS. Transmission electron micrographs revealed the presence of carbon
nanoparticles (dark contrast dots of approximately 12-20 nm) encapsulated inside the nano- and
microparticles for both synthesis (Figure 3 c,i, respectively) although for the CE microparticles
some C-NPs were localized not only in the core but also attached on the surface of the micro-

particles.

TGA analysis of the CS obtained by single emulsion-solvent evaporation revealed an average
PLGA content of 87.5 wt.% and an average carbon content of 12.5 wt.% (Figure 3 d). The TGA
curves indicate a remaining weight between 6.1 and 23.5 wt.% (associated to carbon), so the
carbon encapsulation performance results may be slightly underestimated. These results were
similar to those of CE, with an average PLGA content of 86.7 wt.% and carbon content of 12.3

wt.% (Figure 3 j).
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Figure 3. Characterization of the polymeric particles containing C-NPs synthesized (a-f) by emulsion (CS)
and (g-1) by electrospraying (CE), and (m-p) carbon nanoparticles (C-NPs). (a,g.m) Scanning electron mi-
crographs of the particles. The carbon nanoparticles have been artificially coloured in blue to make them
more visible in the micrographs. (b,h,0) Histograms of the size distributions. (c,i,n) Transmission electron
micrographs of the particles, where carbon is clearly distinguished by its higher electron density. (d,j)
Thermogravimetric curves. The solid blue line represents the mass loss of the micro and nanoparticles,
the dashed black line represents the weight loss of empty PLGA, the solid black line represents the weight
loss of carbon and the dashed blue line represents the weight loss of the stabilizer, in the case of the
nanoparticles obtained by emulsion. (e, k) Curves of the release kinetics of the encapsulated carbon nano-

particles from the polymeric nano- and microparticles in PBS 1x medium. (f,l,p) Cell viability in the fibro-
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blast (NHDF-Ad), macrophages (J774), and human breast adenocarcinoma (MDA-MB-231) cell lines. Un-
treated control cells were assigned as 100% viability. Statistical analyses are referred to untreated control

cells (* p<0.05, **p <0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).

The carbon released in vitro was less than 1 wt.% during the first month for both nano- and
microparticles (Table 1, Figure 3 e, k). The reduced carbon release rate can be explained by (1)
the large hydrophobicity of the carbon nanoparticles, which does not disperse or solubilize into
the PBS medium and were not released from the PLGA encapsulating mixed matrices and (2)
because the particles to be released were large enough (12.4 + 3.1 nm, Figure 3 o) and would
require an extensive degradation of the PLGA-based polymeric matrix in order to be released.
This represents a positive outcome considering that the longer the permanence of the carbon
nanoparticles within the polymeric particles, the better the intensity of the tattooing. It is im-
portant to point out that according to the manufacturer the degradation timeframe of the PLGA

used (PLGA Resomer® RG504H) is less than 3 months.

Table 1. Percentage of carbon released in vitro in nano and microparticles.

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 0.3110.0 0.37 £0.0 0.53 0.0

The cytotoxic effects of the C-NPs, CE and CS are depicted in Figure 3 (f,I,p) compared with the
untreated cells (100% viability). Following the recommendations of the ISO 10993-5 for medical
devices, viability below 70 % is considered cytotoxic. Accordingly, no cytotoxic effect was ob-
served for fibroblast and MDA-MB-231 cell lines for CE and CS particles at any of the concentra-
tions assayed, yielding viability values higher than 75 and 95 %, respectively. For macrophages
a slight increase in the cytotoxicity was observed when cells were treated with CE at the higher
doses assayed. When both, fibroblasts and MDA-MB-231, were treated with C-NPs no cytotoxic
effect was observed but, conversely, high concentrations of C-NPs (0.05 and 0.1 mg/ml) exerted
cytotoxicity for macrophages. These results revealed the significant toxicity reduction when tiny

C-NPs were encapsulated in biocompatible polymeric NPs.

3.2. Macroscopic studies

Both vectors studied were identifiable intraoperatively from 1 to 16 weeks after injection. CE20
tattooed lymph nodes were more easily identified than CS20 were (p=0.053). Compared to the
silk stitch label, 100 % of the lymph nodes were tattooed when using the CE20 vector. In the
case of the CS20 vector, 62.5 and 37 % of the lymph nodes were tattooed in the "short-term"

and "long-term" groups, respectively (Figure 4 a-b). The ease of identification decreased with
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statistical significance over time (p=0.005). In the “long term” study, 42.9 and 25 % of the lymph
nodes were tattooed with CE10 and CS10 vectors, respectively. The results show that the in-
crease of concentration in CE-tattooed nodes positively correlated with the ease of identifica-

tion (p=0.02). However, no correlation was found for the CS-tattooed nodes.

As expected, a significant positive correlation was found between the ease identification and
the percentage area of the lymph nodes tattooed (p=0.003). For both vectors, the percentage
area of the lymph nodes tattooed was larger in the “short-term study” than in the “long-term
study” group (Figure 4 c). The reduction of the tattooed area over time was statistically signifi-
cant (p=0.014). From the first to the 16™ week, this reduction was ~2.2 and ~1.9 fold for CE20
(22.0 £2.2 %) and CS20 (20.5 +11.4 %), respectively. Additionally, the long-term study group
showed a reduction in the percentage of tattooed area related to the decrease in particle con-
centration in the case of CS vectors (€S20 11.0 +4.4 % - CS10 7.4 5.7 %) but not in CE vectors
(CE209.9 5.6 % - CE10 11.1 3.6 %) (Figure S1).
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Figure 4. Macroscopic and microscopic variables analyzed. (a) Identification rates of CE20 (colored in blue
and purple) and CS20 (colored in shades of green) tattoos. (b) Frequency of dissected lymph nodes show-
ing difficult (1), moderate (2) or easy (3) identification. (c) Percentage of tattooed area over time for CS20

and CE20 vectors.

In the C-NPs-tattooed lymph nodes (control) of “short-term study” group, 66.6 % of lymph nodes
were properly identified. Nevertheless, in the “long-term study” group, no lymph node was eas-
ily identified. In the “short-term study” group, C-NPs vectors tattooed the 15.5 £0.2 % of the
surface, which was reduced to 2.5 £3.5 % in the “long-term study” group. This preliminary data
suggests a ~6.2-fold reduction. Therefore, conventional carbon-based markers based on nano-
particles provided a reduced contrast in the tissue compared to our vectors that contain in the
interior of a polymeric matrix those carbon nanoparticles. C-NPs (control) samples were not in-

cluded in the statistical study since the number of lymph nodes obtained after this tattooing was
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reduced. However, we use these results descriptively in the light and electron microscopy stud-

ies.

3.3. Microscopic studies

Histopathologic evaluation of the lymph nodes revealed that CE20 and CS20 vectors were lo-
cated mainly in the inner, in the pericapsular area or/and in the soft tissue adjacent to the node

(Figure 5 a). The main location was pericapsular and/or adjacent in all cases (Figure 5 b).

The polymeric particles rearranged themselves into different microscopic structures, giving rise
to clusters of varied dimensions. Clusters of 5 to 15 um were most frequently observed (Figure
S2). In the “short-term study” group, average cluster sizes were 14.5 +4.0 (CS20) and 19.1 £10.2
um (CE20). In the “long-term study” group, clusters measured 44.5 +44.1 (CS20), 14.1 +8.3
(CE20), 21.0 5.6 (CS10), 15.7 +6.6 um (CE10) (Figure 5 c). Although not statistically significant,

a reduction in cluster size was observed as stabling time increased.

In all samples from the “short-term study”, a foreign body reaction associated with the presence
of the pigments was observed. The inflammatory process was characterized by the presence of
macrophages and giant multinucleated cells (GMC) that engulfed the particles since the first
week. Extracellular particles were also present (Figure 5 e-g). Small foci of necrosis associated
with foreign body reaction were observed occasionally for both vectors. CE vectors induced a
larger inflammatory response than CS vectors did (p=0.029). Additionally, the extent of the in-
flammatory response positively correlated with the tattooed area (p=0.051). A statistically sig-
nificant reduction in the intensity of the inflammation was observed over the weeks (p=0.04).
After 16 weeks of stabling, the presence of inflammation was substantially reduced and almost
all lymph nodes showed mild or no inflammation. The reductions of the extension of the inflam-
matory tissue from the “short-term study” group to the “long-term study” group were from 223
+174 to 104 +57 um (CS20) and 413 +250 to 278 +207 um (CE20) (Figure 5 d). Thus, ~2.1 and
~1.5-fold reductions were identified. A foreign body reaction associated with low particle con-
centration vectors was also observed. The inflammatory reaction was higher in the CE10 (239

4151 um) than in CS10 vector (75 +16 um) probably attributed to the larger sizes of the former.
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Figure 5. (a) Particles localization in the three different nodal regions (pericapsular region, adjacent tissue
and inner region). (b) Particle’s location in CS20 and CE20 tattooed nodes. (c) Clusters size in C520 and
CE20-tattoed nodes. (d) Extension of the inflammatory tissue in CS and CE20 tattooed nodes. (e-g) Inflam-

matory reaction associated with (e) CE20 and (f-g) CS20 vectors.

In C-NPs samples, samples at short times show the formation of large carbon clusters within the
lymph node. In “short-term study” group, the average of cluster’s size was 25.0 £24.4 um, while
in the “long-term study” group was 5.8 £0.4 um. There is a tendency for them to disintegrate
into smaller, more dispersed clusters as the weeks go by. In nodes tattooed with C-NPs (control)

inflammation was highly variable and reduced from 541 +245 to 14 +19 pum (~40-fold reduction).
3.4. Ultrastructural study

Inoculated particles were mainly found internalized in macrophages, isolated by or in the cyto-

plasm of GMC, or recruited into the connective tissue surrounding the lymph node.
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In the early stages of the particle uptake process, in all cases macrophages internalize the parti-

cles through the formation of filopodia and lamellipodia (Figure 6).

Figure 6. Structure and ultrastructural features of macrophages. (a) Macrophage with numerous lyso-

somes (arrows) in its cytoplasm. (b) Lamellipodia (arrowhead) and filopodia (arrow) emerging from the

surface of a macrophage.

Macrophages phagocytosed all three types of particles. They are easily distinguished by their
ultrastructural characteristics: carbon microparticles (CE) (Figure 7 a-b), carbon nanoparticles
(CS) (Figure 7 c-d) and non-encapsulated carbon particles (C-NPs) (Figure 7 e-f). The average size
of phagocytosed CE particles retrieved from the ultrastructural images is 911.6 +547.9 nm
(n=50). CS particles show an average size of 99.6 +43.2 nm (n=50). Finally, C-NPs tend to aggre-
gate into structures of 41.9 +16.6 nm (n=50). The phagolysosomes observed inside macrophages
presented differences in size, morphology and electron density. The membrane of CE and CS
loaded phagolysosomes is physically bounded to the surface of the microparticles, which gener-
ates regular and re-rounded morphologies (Figure 7 b-c). However, the morphology of C-NPs

phagolysosomes is more irregular (Figure 7 e).
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Figure 7. Different types of particles phagocytosed by macrophages. (a-b) Microparticles (CE). (c-d) Nano-

particles (CS). (e-f) Non-capsulated carbon nanoparticles (C-NPs).

After particle uptake by macrophages (Figure 8 a), the carbon particles cause disruption of the
phagolysosome membrane in all three cases (Figure 8 b-c). As a result of membrane rupture,
the lysosomal hydrolases are released into the cytosol, which cause lysis of the cell membrane
itself with subsequent release of the cell organelles into the extracellular space (Figure 8 d-e),

with the carbon particles remaining intact (Figure 8 d).
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Figure 8. Effect of particles on macrophages. (a) Detail of the cytoplasm of a macrophage showing lyso-
somes with carbon particles (C-NPs) inside. (b) Carbon particles rupture the membrane of phagolyso-
somes (arrowheads), releasing lysosomal hydrolases that rupture the cell plasma membrane (arrows). (c)
Plasma membrane of a macrophage lysed by spilled hydrolases. The rupture of the phagosome membrane
(arrowheads) and the plasma membrane (arrows) is observed. (d) After rupture of the plasma membrane,
the carbon particles remain intact in the extracellular medium. (e) The organelles spilled into the extra-

cellular space preserve their structure.

Although the particles were mainly found in macrophages, particles were also observed in GMC
which are formed by the fusion of macrophages and can isolate the pigments in the extracellular

space or within the cytoplasm. (Figure 9 a).

The cellular debris and particles released by the rupture of the macrophage membranes are
phagocytosed by new macrophages and so on. Thus, macrophages with numerous phagolyso-
somes with carbon in their interior were found (Figure 9 b). After 4 weeks, the polymer de-
graded, and more free carbon particles were found (Figure 9 b-d). Isolated high-carbon macro-

phages were observed within a matrix of collagen fibers in the adjacent tissue (Figure 9 d).
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Figure 9. Particle isolation in GMC and particle interaction with macrophages in the long term. (a) Carbon
particles (C-NPs) internalized in a GMC. (b) Highly particle-laden macrophage (after 16 weeks). (c) The
polymer of CS and CE particles is degraded, and free C-NPs appear inside macrophages. (d) Particle-laden

macrophage is isolated within a matrix of collagen fibers.

4. Discussion

The tattooing of lymph nodes is increasingly employed in clinical trials to tattoo SLN in breast
cancer patients before NAT. This strategy is low cost, does not require preoperative localization
procedures and minimizes additional discomfort for the patient, making it promising for lymph
node tattooing in oncologic patients [33]. Carbon-based tattoos are beginning to be validated in
clinical studies. In our experimental study, we have developed two carbon-based vectors based
on C-NPs encapsulated within a biodegradable polymeric matrix and inoculated in pig lymph
nodes. The identification rate (moderate-optimal visibility on the identification scale) in the
"short-term study" group (1-6 weeks) was high in lymph nodes tattooed with both vectors (62.5-
100 %). In the "long-term study" group (16 weeks), the rates were lower (25.0-66.7 %). Our re-
sults are in line with other clinical studies performed, which reported a positive identification

rate of 69-100 % [18-25,34,35].
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Lymph nodes tattooed with 0.2 ml of CE20 vectors were adequately identified in node resection
surgeries. It was possible to identify 100 % of the nodes in both the "Short-term study" and in
the "Long-term study" groups. In the TATTOO multicentric clinical study, lymph nodes were tat-
tooed with 3 ml of Spot® commercial carbon suspension or 0.6 ml of CARBO-REP®. They found
83.6 % of the lymph nodes [22]. Goyal et al.[24] tattooed the SLN with 2 ml of Spot® or Black
Eye® reporting an intraoperative identification of 75-82 %. Natsiopoulos et al.[18] successfully
identified 93.3 % of nodes injected with 0.3-0.7 ml of Spot®. Allweis et al.[20] injected by ultra-
sound guidance 0.2-0.5 ml doses of Spot® with an identification rate of 95 %. Patel et al.[21]
reported a 100 % identification rate after injection of 0.1-1 ml Spot®. Dostalek et al.[25] tattooed
with 0.1-0.5 ml of an activated carbon dispersion (Carbosorb, IMUNA PHARM, Slovakia) report-
ing an intraoperative detection rate of 81 %. Kim et al.[34] reported a 98 % detection rate using
activated charcoal (Charcotrace™). Choy et al.[35] used 0.1-0.5 ml of Spot® to tattoo the nodes
with an identification rate of 93.7-94.6 %. Park et al.[19] tattooed the nodes with 0.5 ml of Spot®
reporting an identification rate of SLN of 100 %. In another recent clinical trial (NEOTARGET), 69

% of carbon tattooed nodes (Sterimark®) were optimally localized intraoperatively [23].

In the present study we explored the effect of factors such as time (1 to 16 weeks), particle size
(range ~100 nm and ~1 pm) and concentration (10 and 20 mg/ml), on the tattooing of the
lymph nodes and the tissue reaction. Studies on tissue response in the different time periods
after injection of carbon-based markers are scarce. The cytotoxicity of carbon nanostructures is
still a matter of debate. Although some authors report that carbon particles are inert and non-
cytotoxic, others reported inflammatory reactions to varied degrees [36—39]. In our study, all
tattoos tested in this work induced foreign body inflammatory reactions. This type of inflamma-
tion is normal after the inoculation of nano- and micro-particles into the body as previously re-
ported [40]. We demonstrate that the pigment particles remaining in the lymph node or in the
adjacent soft tissue are mainly located within inflammatory tissue. As time goes by, the inflam-

matory reaction decreases and the intensity of the tattooing also decreases.

Some preclinical studies revealed the diffusion of carbon-based particles to extranodal lymphoid
tissue in 10.7-13.0 % of cases [18,24,35]. They also observed greater dissemination of the tat-
tooing as the time between tattooing and surgery increased [24]. In this work, the statistical
studies do not conclude an evident correlation between the adjacent location of the particles
and the stabling time of the animals. However, some lymph nodes could not be identified in the
lymph node dissection surgery. Therefore, these non-tattooed lymph nodes could have lost the

tattooing by dissemination to adjacent tissue and this study may underestimate this possibility.
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To study particle size, we synthesized nanoparticles (by emulsion, CS) in the ~100 nm range,
and microparticles (electrosprayed, CE) in the ~1 um range. For both particles, the final ratio
between PLGA and C-NPs loaded was very similar, so variations in the biological effects were
associated with particle size. Lymph nodes tattooed with larger particle sizes (CE) showed easer
identification than smaller particles (CS) did. The tattooed areas were similar in CE and CS-tat-
tooed lymph nodes. We also found that particle size had a significant effect on the intensity of
the inflammatory reaction, with inflammation increasing with particle size. This could be associ-
ated with a higher amount of carbon in these particles. Nonencapsulated C-NPs show large in-
flammatory reactions and increased breakdown of macrophage phagolysosomes (associated
with free C-NPs), leading to a higher rate of cell death according with our ultrastructural studies.
These experimental results were like those obtained in the in vitro cytotoxicity assays, where we

found that polymer-encapsulated C-NPs reduce carbon toxicity.

The concentration of particles was explored at 10 and 20 mg/ml, only effects on the identifica-
tion rates were observed. The identification rate was higher in CE20 and CS20 nodes with re-
spect to CE10 and CS10, respectively. Additionally, CE20 significantly improved the identification
of lymph nodes compared to CE10. In CS samples, no statically significant conclusions were ob-
served. In contrast, other authors suggest that the administered volume (and, therefore, final

particle concentration) does not correlate with ease of identification [24].

The biological effect of tattooing lymph nodes with (nonencapsulated) carbon particles remain
deeply unknown. Using transmission electron microscopy, we were able to observe the interac-
tion of the particles with macrophages. We observed a dynamic process in which phagocyted
particles were released to the extracellular medium and re-uptaken by new macrophages as
part of a detoxification process. We found that particles were phagocytosed or isolated in GMC
from the first week. Phagocytosis of exogenous particles by macrophages is one of the main
mechanisms of innate immune defense [41-43]. Although particles were mainly found in mac-
rophages, large amounts of particles were also observed inside GMC. GMC formation associated
with foreign bodies (typically between 10-100 um) is a frequent phenomenon [44,45]. This is in
accordance with previous studies in skin which demonstrate that dermal macrophages consti-

tute the primary store of dermal tattoo pigment in mice [46].

An important aspect before progressing to clinical trials is to ensure that carbon-based tattoos
do not affect the pathological examination of the nodal tissue. However, in other studies
pathologists did not consider histologic evaluation to be complicated by the carbonaceous pig-

ment [18,19,21,22].
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In this preliminary study, all included variables showed greater efficiency for the synthesized
particles compared to the control tattoos (nonencapsulated C-NPs). In week 1, the inflammation
produced by the nonencapsulated carbon was more than double than that of the polymer-en-
capsulated carbon. Moreover, in the long-term study group, no C-NPs-tattooed lymph nodes
were easily identified. We could not detect nodes tattooed with C-NPs after long periods of sta-
bling (from 6 weeks onwards). Therefore, the encapsulation of C-NPs in polymeric systems im-

proves the efficiency when tattooing nodes.

In vitro release studies showed very slow-release rates of C-NPs from the polymeric systems
chosen. However, the degradation pattern of the polymers varies as a function of the pH of the
medium [47]. The lysosomal pH is estimated to be between 4.5-5, which accelerates PLGA deg-
radation [47,48]. Under recreated lysosomal conditions, PLGA degradation was estimated to be
close to ~40 % after 4 weeks [49]. These in vitro results could explain the higher release rate of
C-NPs in our in vivo studies since we found freer C-NPs as early as 4 weeks after inoculation. Our
results are in agreement with previous studies which have shown a faster PLGA degradation rate
in vivo compared to in vitro attributed to an autocatalytic effect of the acidic hydrolyzed byprod-

ucts [50].

At clinical level, ease of identification and a reduced inflammatory reaction are the most relevant
variables to grant subsequent clinical development. On the one hand, our preliminary results
indicate that polymer-encapsulated C-NPs smaller in size (nano over micron) show lower inflam-
matory reaction. In this sense, the use of polymers with larger periods of degradation could
reduce the inflammation since the lower release of C-NPs. On the other hand, polymer-encap-

sulated C-NPs greater in size (micron over nano) lightly improved the ease of identification.

5. Conclusions

In this preliminary study, CS20 and CE20 tattooing showed similar reduction in the thickness of
the inflammatory tissue (~2.1 and~1.5-fold, respectively). Likewise, the reduction of the tat-
tooed area was ~1.9-fold (CS20), and ~2.2-fold reduction (CE20) from short-term to long-term
study groups. CE20 showed superior positive identification rates (100 %) and similar tattooed
areas. Therefore, it represents the most efficient tattooing of the lymph node compared to the

other vectors studied. However, further studies are required to confirm these findings.
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AL: Axillary lymphadenectomy

ANOVA: Analysis of variance

BC: Breast cancer

C-NPs: Carbon nanoparticles

DCM: Dichloromethane

GMC: Giant multinucleated cells

NAT: Neoadjuvant therapy
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SEM: Scanning electron microscopy
SLN: Sentinel lymph node

SLNB: Selective sentinel lymph node biopsy
TAD: Targeted axillary dissection

TEM: Transmission electron microscopy
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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 thenium 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 (Fe304) 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/o0/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.

© O ) i o
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u: i CH, o ‘\ ‘
\ i ¥
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HO N Melanin PLGA P —
........... aomum choiate
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Figure 1. Schematic representation of the synthesis of melanin-loaded PLGA nanoparticles by the
water-in-oil-in-water (w/o/w) method.
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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-] 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 uL 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 N, 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 7-7* 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% CO,. 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% CO, 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 P109/20.

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 Espafiola SA, Jersey City, NJ, USA, 4 mg/mL). Intraoperative
analgesia consisted of the continuous infusion of fentanyl (Fentanest, Aurovitas Espafia,
Madrid, Spain, 10 pg/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.

e 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.

e  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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e  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 Image]
software 2024 [46].

(a) Ease of identification scale

(b) Location of the nanoparticles

Pericapsular region Adjacent tissue

Figure 2. Determination of the ease of identification and the location of the particles. (a) Ease of
identification scale. (b) Examples of location of the nanoparticles.

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 um) and ultra-thin (0.05 pm) 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.

5. 5.
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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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Figure 4. Characterization of the Mel-NPs. (a) Transmission electron micrographs of the particles,
where melanin is clearly distinguished by its higher electron density. (b) Thermogravimetric curves.
(c) UV-Vis absorbance spectrum of melanin, with a maximum of absorbance at 193 nm. (d) Curve of the
release kinetics of the encapsulated melanin from the Mel-NPs in distilled water. (e) Cell viability in the
human breast adenocarcinoma (MDA-MB-231), macrophages (J774), and fibroblasts (NHDF-Ad) cell
lines. Cytotoxicity is determined by assigning 100% cell viability to untreated control cells.

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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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).

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 pm, while in the ‘long-term studies’ it was 520 & 223 pum (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 um), 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).

Pericapsular region Adjacent tissue Inner region
S o . ’ s s

Mel-NPs (20 mg/ml)

Mel-NPs (10 mg/ml)

Figure 7. Location of Mel-NPs (10 and 20 mg/mL) in the adjacent tissue, the pericapsular region, and
the inner lymph node region.

Figure 8. Ultrastructural findings in the lymph nodes tattooed with Mel-NPs at 20 mg/mL. (a) Ac-
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.



Nanomaterials 2024, 14, 1149

12 of 16

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., Sp0t® (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
]774 (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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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).

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 (P109/20). The biopsies were routinely pro-
cessed to study them using a Transmission Electron Microscope (TEM).

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.

FIG.1. A) The nanoparticles obtained by emulsion (NPs) (100-150 nm). B) Microparticles resulting
from electrospinning reach larger sizes (1-2 pm) (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.

i 3 o ; e ] ¥ n. D
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.

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 Ill (IS-
CIll) project DTS20/00131. Authors would like to acknowledge the use of Servicio Gene-
ral de Apoyo a la Investigacion, Universidad de Zaragoza.

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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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).

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: P109/20).
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.

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).

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.

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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