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TiTULO

Avances en citometria de masas y aplicabilidad
en patologia digital para estudios
clinico-traslacionales en oncologia.
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Imagenes obtenidas por citometria de masas
(IMC); imagenes por haz de iones multiplexados
(MIBI); oncologia.

RESUMEN

El desarrollo de la citometria de masas y
posteriormente su adaptacion para el analisis de
secciones histologicas ha revolucionado Ia
forma de caracterizar a nivel espacial multiples
componentes de manera simultanea,
permitiendo la correlacion genotipica 'y
fenotipica de la célula y su entorno durante
estudios clinicos-traslaciones. En este trabajo,
hemos revisado los hitos mas relevantes en el
desarrollo, implementacion y aplicabilidad del
analisis de imagenes de componentes multiples
para el estudio de cancer y otras dolencias, y
enfocado nuestro interés que aquellos autores
que utilizan imagenes obtenidas mediante
citometria de masas o bien haz de iones. Esta
revision tiene como objetivo que el lector se
familiarice con las estrategias técnicas de
verificaciéon de la herramienta y las mudltiples
posibilidades de uso abordadas por diferentes
autores, y ademas, poder proyectar sus propias
investigaciones hacia la utilizacion de imagenes
obtenidas por citometria de masas (IMC), o
imagenes por haz de iones multiplexados (MIBI)
en cualquiera de los campos de investigacién
biomédica.

Introduccion

Muchos esfuerzos se han realizado para integrar
las distintas fuentes de informacion conocida
sobre la biologia tumoral, desde aspectos
genéticos hasta morfoloégicos [1-4]; sin
embargo, éstos aun no han podido integrar los
multiples biomarcadores que han resultado ser
prometedores en la estratificacion de pacientes
0 bien como herramienta para la asignacion de
una terapia en particular, y su posterior
correlacion con el desenlace clinico esperado.

El microambiente tumoral se entiende como el
entorno extracelular y los componentes
celulares propios del 6rgano afectado que rodean
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a las células tumorales. Este ambiente consiste
de células neoplasicas y no neoplasicas como,
fibroblastos, linfocitos, macréfagos y otras
células inmunes, asi mismo componentes
vasculares, y la matriz extracelular propiamente
tal, considerando sus fluidos y moléculas
disueltas tales como citoquinas secretadas,
quimioquinas, metabolitos y  vesiculas
extracelulares  [5-7]. Actualmente, existe
abundante literatura para sugerir que las células
no neoplasicas y que residen en el vecindario
tumoral pueden jugar un rol activo en el proceso
neoplasico e incluso facilitar la evasion del
sistema inmune por parte de la célula tumoral
[7]. En cuyo escenario, el microambiente tumoral
puede promover procesos de transformacion y
progresion maligna, metastasis e incluso
resistencia a terapias convencionales y
emergentes [6, 8].

Con el paso de los afios, los problemas de salud
en paises desarrollados han cambiado, la
poblacion ha envejecido y por tanto son cada
vez mas frecuentes las condiciones cronicas
multi-patoldgicas, asi mismo el cancer.

La investigacion basada en la evidencia y los
adelantos tecnologicos, han permitido que los
centros de salud modernos evolucionen hacia
modelos mas holisticos en el cuidado de la
salud, priorizando la atencion centrada en el
paciente [9] y promoviendo una estratificacién
de pacientes basada en mejores estrategias
diagndésticas o mejores herramientas predictivas
de éxito terapéutico, en particular en pacientes
oncolégicos.

Segun la Sociedad Americana de Oncologia
Clinica (ASCO), pan-6émica (“pan-omics”, en
inglés), es conocida como la integracién de
datos clinicos con aquellos provenientes de
diferentes plataformas analiticas u émicas [10].
Esta estrategia de integracion ha sido
identificada como uno de los impulsores clave
que moldearan el futuro de la atencion en cancer
para el 2030 [11].

La implementacion de ciencias “Omicas” en
oncologia [12, 13], ciencia de datos en registros
clinicos electréonicos [14] y mas recientemente,
la integracion de “radiémica”, patologia digital,
bioinformatica e inteligencia artificial [15], entre
otros avances tecnolégicos en medicina, han
permitido que hoy sea posible, la estratificacién
de poblaciones de pacientes en subpoblaciones
que difieren, en la susceptibilidad a una
patologia o en la respuesta a un tratamiento en
particular.

Imagenes de multiples componentes y
espectrometria de masas

Recientemente, avances en el analisis espacial
unicelular y multiplexado de tejidos nos permite
observar la complejidad de la biologia del cancer
con una resolucion sin precedentes [16]. Hoy es
posible identificar diferentes tipos y estados
celulares en un tumor y su ubicacién espacial
exacta dentro de éste. Todo esto, junto con la
biologia computacional, permitiria entender de
mejor manera la evolucion y heterogeneidad
tumoral dentro de su microambiente, construir
modelos que abarquen la complejidad de los
datos panémicos en distintos pacientes con la
promesa de perfeccionar el diagndstico y la
terapéutica [11, 17, 18].

La heterogeneidad en las respuestas de los
pacientes con cancer a las inmunoterapias ha
hecho evidente que es necesaria una mayor
comprensién del microambiente tumoral [19] y
las interacciones celulares que los constituyen.
Esto representa una oportunidad para el
desarrollo de nuevas tecnologias y métodos que
permiten obtener datos Omicos e imagenes
multiplexadas de muestras de tejido [20] y
descubrir potenciales blancos terapéuticos [17,
21, 22].

A todas luces, la continua utilizacion de la
inmunohistoquimica (IHQ) a nivel clinico, junto
con diversas herramientas de captura de
imagenes disponibles, enfatizan la importancia
de la informacidon espacial para una patologia
digital capaz de rendir a las demandas vy
necesidades de la investigacion
clinico-traslacional. En la practica clinica, el
protocolo estandar recomendado para el
diagndstico de muchos tipos de cancer incluye
un examen microscopico de una muestra
histopatolégica fijada y tefdida utilizando
métodos inmunohistoquimicos en un
portaobjetos [23, 24].

La IHQ convencional, ademas de mostrar
resultados con una alta variabilidad
inter-observador [25], posee una limitacion
técnica importante, ya que sélo permite tefir una
seccion de tejido con dos o tres marcadores a la
vez. Esto implica que el estudio de multiples
biomarcadores generalmente requiera el
analisis de multiples secciones mediante cortes
histologicos seriados, algo complejo en biopsias
con pequefas cantidades de material disponible
[24]. Ademas, esta estrategia limita la
posibilidad de generar una vision global de un
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Tabla 1

Resumen de caracteristicas de plataformas con tecnologias de deteccion multiplexada (>10 blancos)

Método/ Autoria  Tipo de Analito  Técnicade Multiple- Resolu- Ventajas Debilidades Descripcion

tecnologia tejido deteccion  xado cion

Microsco- No Tejido FFEP  Proteinas FIIuorescen- 61 ’ Subcelular, Generacién de Realineamien-t Método de microscopia de

pia de privada  [31] y ARN cia [32] proteinas  ~1pm [32] imagenes o de imagenes fluorescencia multiplexada

fluorescen-  [31] [32] [31, 32] multiplexadas [32] obtenidas por  (MxIF) para la

cia cada ronda de  caracterizacion cuantitativa,

multiplexada adquisicion de  unicelulary subcelular de

(MxIF) imagenes [32]  multiples analitos en tejido
FFEP. La inactivacion
quimica de los tintes
fluorescentes despuis de
cada ronda de adquisicion
de imagenes en ciclos
iterativos de tincion e
imagen [31]

) Método que combina el

Expresion 10X Tejido FFEP  ARN [19] ADN con Dece.nas Celular Transcriptoma Sin resolucion  analisis de expresion génica

génica Geno- o congeladas codigo de de mlle-_s de [19] completo [19] bidimensional  unicelular, con la deteccién

unicelar mics [19] barrasy transcritos [19], no hay decientosde protefnasde la

(10X NGS [19] generacion de  superficie celulara alta

Chromium) iméagenes resolucion para una

multiplexadas  citometria multiomica (hoja
) de producto)

Expresion 10X Tejido FFEP  ARN[19] ARN con Decenas Celular, Transcriptoma Diferentes La tecnologia Visium

génica Geno- o congeladas codigo de de miles de 55-100p completo [19] tipos celulares  combina el analisis de

espacial mics [19] barrasy transcritos  m [19] Generacionde  pueden ser expresion genica con tincion

10X Visium) fluorescen-ci imagenes captados en e imagenes por

a[19] multiplexadas una region con  inmunofluorescencia para

codigode  obtener una caracterizacion
barra [19]. Baja multidmica dentro de un
resolucion contexto espacial (hoja de
» ) producto)
InsituPlex Ultivue  Tejido FFEP Proteinas ADN con 16 Subcelular  Generacion de No compatible  La tecnologia InsituPlex
o congeladas Y ARN codigo de proteinas  [19] imagenes con scanners  utiliza amplification y
19] [20] barrasy ~ [20] multiplexadas [19] auto- codigosde barras deADN
fluorescen-ci matizados de  conjugados con anti-

a[19] laminas [19] cuerpos primarios para
proporcionar imagenes
bidimensionales
multiplexadas en

» portaobjetos completos [19]
Codetec-  Akoya Tejido FFEP  Proteinas ADN con 50 Subcelular Generaciénde  Puede Anticuerpos conjugados con
cion por o congeladas [19] codigode  proteinas  ~260 nm  imagenes consumir secuentias de
indexacion [19] barrasy ~  [16,33] [20] multiplexadas [19] mucho tiempo  oligonucleotidds Unicas se
(CODEX) fluorescenci [19] detectan de forma ciclica

a[19] mediante extension
secuencial del cebador con
nucleétidos marcados con

) ) . fluorescencia [16]
Perfilamient Nan oSt Tejido FFEP Proteinas ADN con 40 Celular, Transcriptoma  Sin generacion  Método que etiqueta
o espacial  ring o congeladas Y ARN codigo de proetinas o ~10 um completo y alto  de imagenes anticuerpos osondas deARN
digital (DSP) [19] [19,32] barrasy Luz masde 90 [19, 32] nivel de multiplexadas  con oligonucledtidos de ADN
ultra violeta ARN [16, automatizacion ~ [19] Consume  fotoescindibles que se
[20, 32] 32] 19] mucho tiempo  liberany contabilizan
y baja después de la exposion
resolucién [16, ultravioleta en regiones de
28] interés espetificos del tejido
10, 16
Imagenes  lonPath  Tejido FFEP Proteinas Metales 36 Subcelular - Generacion de Costosoy {\/Iétodg que combina
multiplexa-d [34] y ARN Lantanidos y proteinas  ~200 nm  imagenes consume anticuerpos conjugados con
as con haz [32] espectromet  [32, 35] [32] multiplexadas con mucho tiempo  isétopos de lantanidos y
de iones ria de masa alta resolucion [16] deteccion a través de un
(MIBI) [32] [16] espectrometro de masas
equipado con una fuente de
» iones de oxigeno [16, 35]
Imagenes  Fluidigm Tejido FFEP Proteinas Metales 32 Subcelular Generacion de  Costosoy Tecnologia que utiliza un
con o congeladas YARN Lantanidos y proteinas [19], ~um  imagenes consume laser pulsado para realizar la
citometria [19] [32] espectro- [32] [32] multiplexadas [36] mucho tiempo  ablacion de una seccidn
de masas metria de [16, 36] detejido. Anticuerpos
(IMC) masa [32] conjugados a isétopos de
lantanidos se detectan a
través de un espectrémetro
) e de masas [16, 37]
Inmunotin- No Tejido FFEP  Proteinas ADN con 10 Subcelular  Compatible con  Dilucién de las  Multiples anticuerpos
cion con privada o [30] codigo de proteinas ~ ~160 nm  varias muestrasy sefiales de primarios con cédigos de
amplifica- (BO) congeladas. barrasy 0] combinan- plataformas. fluorescencia  barras de ADN, se hibridan
cién de sefial Preparacio- fluorescenci do Generacion de al combinar con ADN
por reactién nes celulares a [30] Microsco-  imagenes con monocatenariosgenerados
de intercambio [30] piade ~ multiplexadas con microscopia de mediante reacciones de
(Immuno-SAB expansién  alta resolucién expansion [30] intercambio de cebadores
ER) [30] [30] [16].
Slide-seq No Tejido FFEP  ARN [38] ADN con Decenas Celular, Transcriptoma Baja resolucion Método que transfiere ARN
privada o congeladas codigo de de miles de  ~10 um completo de las secciones del tejido a
(38) [38] barrasy transcritos  [38] asociado a una superficie cubierta de

NGS[38]  [38] coordenadas en perlas con codigos de barras

tejido [16] de ADN en posiciones

conocidas del portaobjetos,
lo que permite inferior
laubicacién del ARN
secuenciado [38].

ADN, acido desoxirribonucleico; ARN, acido ribonucleico; FFEP, tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina.
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microambiente inmunolégico complejo. Por ejemplo,
subtipos de células T CD8 positivas que infiltran el
nido tumoral y que presentan niveles funcionales
diferenciales (apoptéticas, proliferativas, citotdxicas,
de memoria, etc.), o bien identificar la diversidad de
poblaciones linfocitarias en una misma regién de
tejido tales como CD8, CD4, y CD20 [24, 26]. Por
otra parte, la expresion de ciertas moléculas, como
PD-L1 en la superficie de células tumorales es
comunmente utilizado para la asignacion de terapias
modernas en multiples neoplasias [27, 28], y la
presencia de infiltrado inflamatorio de tipo linfocitico
asi como la abundancia de PD-1 en la superficie de
las células T CD8 positivas, han sido fuertemente
demostradas por predecir la capacidad de respuesta
a tratamientos inmuno-oncoldgicos que bloquean la
uniéon PD-L1 / PD-1 [22]. Todos estos marcadores
pueden ser predictivos individualmente o en
combinacion, y algunos casos ya se plantea la
necesidad de considerarlos en su conjunto por el
valor pronostico en varios tipos de cancer [20, 22].

Diferentes técnicas basadas en IHQ han sido
desarrolladas para poder tefiir y visualizar un mayor
numero de moléculas en la misma muestra, éstas
técnicas se conocen comunmente como IHQ
multiplexada y si bien en combinacién con
anticuerpos secundarios unidos a reporteros
fluorescentes, han sido un gran aporte al
conocimiento, éstas técnicas tienen importantes
inconvenientes como la interferencia espectral al
usar varios marcadores, la reactividad cruzada entre
los anticuerpos, el fotoblanqueo o pérdida de sefal
fluorescente, y la auto-fluorescencia inherente del
tejido [29].

Varios métodos recientes logran una mayor
complejidad analitica en la deteccién de multiples
componentes, pero a menudo con menor
sensibilidad, rendimiento o accesibilidad [30]. En la
Tabla 1, se presenta un resumen de diferentes
tecnologias y procedimientos aplicados
mayormente a tejidos fijados y que permiten la
obtencién de imagenes de componentes multiples.

Algunos de estos nuevos métodos estan basados
en inmunofluorescencia ciclica [31], el uso de
oligonucledtidos como codigos de barra
[19,30,32,33,38,39], espectrometria de masas
combinada con técnicas histolégicas clasicas vy
alternativamente, espectrometria de masas dirigida
basada en anticuerpos conjugados [34, 37]. Estas
nuevas aplicaciones tecnoldgicas permiten obtener
resultados con una mayor resolucién fenotipica en
comparacion a métodos inmunohistoquimicos
clasicos. Ademas, permiten la optimizacién de la
muestra disponible, mediante la deteccion
simultanea de multiples marcadores utilizando una

misma seccion de tejido; e incluso, aumentar la
sensibilidad de un método al combinar mas de un
marcador para un mismo tipo celular especifico.

Respecto de las imagenes de citometria de masas,
éstas son obtenidas a través de un analisis de
tiempo de vuelo de elementos metalicos poco
abundantes que han sido conjugados a un
anticuerpo especifico, de este modo utilizando el
principio descrito para la citometria de masas, cada
anticuerpo utilizado actia como detector y reportero
simultaneamente [40] (Figura 1).

La deteccion de multiples blancos es posible dada la
existencia de isétopos estables derivados de la
familia de los lantanidos, los cuales son quelados
mediante un polimero sintético que contiene los
grupos funcionales 1,4,7,10-tetraazaciclododecano
-1,4,7,10-tetraacetico (DOTA) o dietileno triamino
pentaacetico (DTPA), los cuales se con~jugan a la
cadena pesada de la Inmunoglobulina G (IgG) a
través de grupos sulfhidrilos activados. Cerca de 40
isotopos han sido ampliamente utilizados corriente,
los cuales se resuelven con una precision de una
unidad de masa atdomica en mas del 95% de los
casos y para los cuales existe un protocolo de
conjugacion optimizado [41].

Del punto de vista de la adquisicion de las
imagenes, la tecnologia imagenes obtenidas por
citometria de masas (IMC) permite la ablacion del
tejido o células inmovilizadas sobre un cristal de
silicato convencional mediante un pulso de laser de
213 nm y con un foco de 1 Jim de diametro. La
muestra es vaporizada en cada pulso y conducida al
detector de masas del citémetro mediante un flujo
de plasma de un gas inerte. Cada pulso de laser
genera ademas de la nube de atomos, un set de
coordenadas que permiten la reconstruccion del
tejido y su asociacion con las abun—~dancias de los
reporteros en cada evento [40].

Por otro lado, imagenes por haz de iones
multi-plexados (MIBI) es otra alternativa que
permite la caracterizacion de secciones histologicas
basado en anticuerpos marcados con metales [34].
El principio es muy similar al IMC, con la diferencia
en las condiciones de ablacion, en ese sentido, el
MIBI utiliza un haz de iones de oxigeno en una
camara al vacio, al contrario del sistema IMC que
utiliza un laser en una camara a presion
atmosférica. En términos muy generales, ambas
tecnologias parecen ser homologables vy
comparables en resultados de sensibilidad,
resolucion, complejidad de resultados [42]. Estos
métodos, en algunos casos complementados con
otras tecnologias como ftranscriptémica de
resolucion celular, podrian permitir obtener valiosa
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Sistema de captura de imagenes IMC™
Hyperion™ + CyTOF
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citometria de masas A=
Ablacién del tejido  y tiempo de vuelo

Multi-superposicién y
andlisis de imagenes

|
-»!

. - MCD“" viewer
- u otros softwares

Reportero metélico

Flujo de trabajo de imagenes obtenidas por citometria de masa (IMC™).

Cortes histologicos de tejidos o células inmovilizadas son inmunodetectados simultaneamente con mudltipes
anticuerpos conjugados con isotopos diferentes (reporteros). La ablacion del tejido mediante pulso de laser
ocurre en Hyperion™ y la muestra vaporizada es conducida al detector de masas del citometro de masas
(CyTOF®) mediante un flujo de plasma de gas inerte. Un set de coordenadas permite la reconstruccion del
tejido y su asociacion con las abundancias de cada reportero. Diferentes herramientas permiten analisis y
superposicion de sefiales (imagenes). Figura disefiada por https://app.biorender.com/.

informacion de la complejidad bioldgica presente en
el microambiente tumoral.

En la siguiente seccion revisaremos los principales
hitos en la evolucion tecnoldgica de la captura de
imagenes de multiples componentes tanto IMC vy
MIBI, y su aplicacion en investigacion clinico-
traslacional.

Cronologia en el andlisis de imagenes de
componentes multiples

El andlisis de imagenes obtenida mediante
espectrometria de masas ha aportado con
informacién suficiente para proponer modelos
terapéuticos e incluso diagndsticos que podrian
permitir la segregacion de pacientes de acuerdo a
patrones genotipicos y fenotipicos de la célula
tumoral, o bien mediante las caracteristicas
arquitecténica del entorno peritumoral. En la
actualidad, diferentes grupos de cientificos,
académicos y clinicos trabajan con herramientas
para segmentacion de tejido y tipificacion del
fenotipo celular en muestras histolégicas, tanto al
diagnostico, como al inicio de un tratamiento, e
incluso a distintos momentos de la ruta terapéutica
del paciente (Tabla 2).

Citometria de masas para histologia

En 2014, Giesen y colaboradores reportan la utilidad
de la citometria de masa acoplado a tiempo de vuelo
(CyTOF) utilizada para el andlisis de muestras en
suspension, como herramienta para la recolecciéon de
imagenes multipara-métricas utilizando la misma
tecnologia de CyTOF. Este primer trabajo, se realizd
en lesiones malignas de mama y sus respectivos
controles no-tumorales, donde cada anticuerpo fue
marcado covalentemente al isotopo metalico de
deteccion, permitiendo analizar 32 proteinas
individualmente a resolucion  subcelular. La
construccion de una imagen de alta dimensién
(high-dimensional image) comprende la
superposicion de los tiempos de vuelo de cada
reportero y los registros de coordenadas del laser de
ablacion. De esta manera se logra una composicion
multidimensional y multiparamétrica con resolucién
espacial suficiente para llevar a cabo estudios de
segmentacién y fenotipo a nivel de tejido [36].
Previamente los autores evaluaron mediante
inmunodeteccion clasica, la concordancia entre los
patrones e intensidades de tincion para cada
anticuerpo, asi también establecieron las variaciones
obtenidas entre anticuerpos conjugados con el metal
reportero y aquellos no conjugados.
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Tabla 2
Resumen de estudios basados en imagenes multiplexadas mediante reporteros metélicos y citometria de
masas.
Tipo de estudio Primer autor Patologia/tejido de interés Nimero de Objetivo
marcadores
Optimizatién de la Angelo, Michael [34]  Cancer de mama 10 Validacién de MIBI en muestras de FFEP con
técnica aplicacién clinica.
Gerdtsson, Erik [43];  Diferentes tipos de 18a32 Validacién de la técnica IMC para la dife-
Bath, Izhar [61]); Gie-  tumores renciacidn de tipos celulares especificos.
sen, Charlotte [37]
Martinez-Morilla, San-  Melanoma 26 Validacién de la plataforma “AQUA” para ana-
dra [57] lisis de IMC Identifiacion de 10 candidatos a

biomarcadores que responden a inmunotera-
pia. Confirmacién de B2M como bianco aso-
ciado a supervivencia.
Schulz, Daniel [45] Céncer de mama 3 ARNm, 16  Valdicacién de deteccidn simultanea de

proteinas nucedtidos y proteinas mediante IMC en
ensayos de célula individual. Determinatién de
una alta correlacién entre los niveles de ARNm
y proteina para HER2 pero no para CK19.
CXCL10 se expresa en agrupacion en celulas
del estroma y cuya expresion se correlaciona
con la presencia de células T.

Guo, Nannan [62] Tejido intestinal de fetosy 34 Desarrollo y validacién de panel de 34 anti-
adultos cuerpos para andlisis por IMC de muestras
congeladas.
Caracterizacién del Carvajal-Hausdorf, Céncer de mama 3a18 Caracterizacidn de los niveles yfunciones de
microambiente Daniel [52]; Rost, San- HER-2 en Céncer de mama.
tumoral dra [63)
Keren, Leeat [35]; Pta-  Diferentes tipos de 15a36 Expresion y localizacién de diversas proteinas
cek, Jason [60] tumores inmuno reguladoras en diferentes tipos de
tumores
lisselsteijn, Marieke E  Cdncer colorectal 40 Descripcién de panel de anticuerpos para
[47] monitoreo del microambiente inmune del tu-
mor mediante IMC.
Li, Ran [64) Carcinoma de células 21 Infiltracién en el tumor de células T
escamosas (pulmén) CD45R0+CD8+. Descripcién de una nueva

poblacion de células TCD3-CD4&+ en el
microambiente inmuno tumoral (TIME).

Misceldneo patologia  Singh, Nikhil [49] Rifién 23 Desarrollo de un Atlas de marcadores de tejido

digital de rifién. Identificacién de posibles nuevos
tipos celulares que permiten diferenciacién de
tejido normal y anormal.

Theil, Diethilde [48] Nddulos linfoides de 11 Caracterizacién de subpoblaciones linfocita-
monos cynomolgus rias. Tratamiento con ofatumumab genera una

poblacidn rara de células T que son CD3+,
CD8+, CD20+, localizada en la periferia de
folfculos de células B.

Wang, Chong [65] Pulmén, intestino, bazo, 23 Infiltracién de macréfagos CDllb+y células
higado y rifidn de pacientes dendriticas CDllc+en pulmones e intestinos.
fallecidos de COVID-19 Altos niveles de de IL-10 en pulmones e intes-

tinos; Sobreproduccién deTNF-a en pulmén,
intestino, rifién y bazo.

B2M, beta2-microglobulin; CK19, citoqueratina 19; FFEP, fijados en formalina y embebidos en parafina.




En general, se observd un rango entre 2-27% de
variabilidad en la sefal, pero no en el patrén de la
marca, esta diferencia fue atribuida a las
variaciones propias de tinciones histologicas en
secciones seriadas no idénticas [37]. Mediante
analisis computacional y bioinformatico, las
imagenes obtenidas por citometria de masas (IMC)
probaron ser altamente sensibles, reproducibles y
analogas a las obtenidas por herramientas clasicas
de inmunohistoquimica, inmunocitoquimica e
inmunofluorescencia, e incluso permiten distinguir
estructuras y caracteristicas celulares individuales
y del tejido completo.

El uso de IMC para el analisis de células
individuales tuvo su revolucién con el trabajo de
Gerdtsson y colaboradores [43], quienes integraron
al anadlisis de célula unica de alta definicién
(HD-SCA) [44] junto con las imagenes procedentes
de la citometria de masas, permitiendo el analisis
morfoldgicos y fenotipico de células raras unicas,
de células tumorales circulantes e incluso células
tumo-rales diseminadas y enfermedad minima
residual. Mediante lineas celulares derivadas de
canceres humanos (LNCap en prostata y
MDA-MB-231 en mama), los autores establecieron
las condiciones de sensibilidad, especificidad y
linealidad de las detecciones de estas fracciones
celulares dentro de una matriz de sangre humana
entera. La identificacién de la célula tumoral dentro
del extendido leucocitario, se realiza mediante
tincion fluorescente con CD45 y Citoqueratina, y
posteriormente se realiza el mar-caje con los
metales reporteros y la bateria de anticuerpos
establecida. Basado en las coordenadas de
localizacién espacial tomadas previamente, los
autores realizaron capturas de imagenes en una
region de interés de 400 x 400 um y una resolucion
de 1um2 por pulso de laser de 200 Hz. Sin la
necesidad de un panel de anticuerpos muy
extenso, la calidad de imagen obtenida por IMC
permiti6 a los autores, individualizar células
neoplasicas en una abundancia relativa de 1 por
cada 10.000 células sanguineas nucleadas. Es
relevante destacar que las con—diciones de sefial
versus ruido y limite de deteccidn establecidos por
los autores, les permitid reanalizar muestras
historicas y comparar con hallazgos previamente
reportados con un alto nivel de concordancia [43].

La versatilidad de los reporteros para IMC permitio
que esta herramienta, haya sido utilizada para la
deteccion de oligonucledtidos y acidos nucleicos.
Ya previamente se podian evaluar componentes
nucleares a través de moléculas intercalantes del
ADN o bien, la deteccién de alguna histona; sin
embargo, los resultados de Schulz y colaboradores
[45] plantean la posibilidad de estudiar de manera
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simultéanea los niveles de ARN mensajeros (ARNm)
y proteinas en muestras histologicas. La pr|n0|pal
innovaciéon de estos autores fue la modificacion
sobre el protocolo de RNAscope® [46] para
hibridacion in situ, remplazando la sonda de
deteccidn por un oligonucledtido conjugado con un
metal reportero para IMC.

Para la validacién de la nueva aplicacion, se
considerd concordancias entre hibidracion in situ
fluorescente (FISH) y la sefial procedente del
reportero metalico de la sonda, considerando la
deteccién de los ARNm de genes de expresién
constitutiva (POLR2A, PPIB y UBC) en células
HelLa embebidas en parafina. La correlacion entre
métodos de deteccidn estuvo entre 0,89 y 0,8 [45].

En términos muy generales, la verificacion de
poder realizar el analisis simultaneo de acidos
nucleicos y proteinas, se realizé6 en 70 casos de
cancer de mama considerando 16 blancos
proteicos y 3 blancos de ARN. Para ello, se evaluo
la correlacion entre la abundancia de proteinas y
ARN mensajeros para el receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) vy
citoqueratina 19 (CK19); sin embargo, los
resultados no fueron concluyentes, pudiendo ser
atribuido a algun mecanismo regulatorio no
abordado en el disefio del experimento. De todos
modos, la estrategia reportada permite la deteccion
de ARNm y proteinas simultdneamente,
permitiendo una caracterizacion detallada a nivel
celular, fenotipico y funcional de células Unicas en
tejidos FFEP mediante IMC.

Finalmente, del punto de vista metodoldgico, varios
autores han compartido generosamente sus
experiencias 'y publicado sus resultados.
Recientemente, un articulo resume las condiciones
de tincién y manejo de anticuerpos para un panel
de 40 biomarcadores, enfatizando que las
caracteristicas de la recuperacion antigénica como
ele mento a considerar. Los autores comparan el
pH del tampon de recuperacion en condiciones
estandar de tem peratura y presion, indicando que
para los anticuerpos seleccionados, el pH bajo (10
mM Citrato pH=6) tendria un efecto favorable
respecto de utilizar un pH alto (10 mM Tris/1 mM
EDTA pH=9), basado en resultados de IHQ
individuales y deteccion con DAB. Después de
evaluar 65 anticuerpos, el aporte de ljsselsteijn y
colaboradores [47] corresponde a una seleccion de
40 anticuerpos mono clonales, sus conjugados,
sus condiciones de incubacion y diluciones de
trabajo. Desafortunadamente no se indican las
concentraciones de cada uno de los stocks, no
siendo posible homologar condiciones. No
obstante, lo didactico y explicativo del articulo, hace
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de éste, una pieza relevante al momento de
disenar un protocolo de IHQ para IMC.

MIBI, el nuevo en el barrio

Dentro de las herramientas para obtencion de
imagenes mediante espectrometria de masa, la
herramienta disefiada por Angelo y colaboradores
[34] y mejorada posteriormente con el
acoplamiento al analisis de tiempo de vuelo (TOF)
[35], ha demostrado ser altamente reproducible
y fiable para el andlisis de muestras histolégicas
frescas y embebidas en parafina. Las primeras
experiencias en imagenes por haz de iones
multiplexados (MIBI, multiplexed ion beam
imaging) fueron generadas a partir de células
mononucleares de sangre periférica humana
(CMSP), las cuales fueron marcadas en
suspension utilizando marcadores de superficie
clasicos, tales como CD3, CD4, y CD8 para
linfocitos T, CD14 princi—palmente para monocitos,
CD19 para linfocitos B, y como marcadores
genéricos de células inmunes CD45 y HLA-DR.
Dos fracciones idénticas fueron generadas, una
fraccion celular fue embebida en silicona para su
analisis por MIBI, y otra fue procesada para
citometria de masas. El analisis mostrd para
ambas herramientas, una alta correlacion en las
intensidades de sefial y recuento absoluto de
elementos detectados para cada categoria,
observando un rango dinamico de hasta 10.000
cuentas para el MIBI, y una varianza menor al 1%
entre la citometria de masa y el analisis de imagen.
Ademas, basado en la estrategia de tincién, MIBI
permitiria el analisis de células aisladas y/o
crecidas en suspension sin necesidad de realizar
un frotis o impronta, pudiendo ser estas células
centrifugadas y embebidas en silicona u otro
sustrato compatible. En ese contexto, tejidos FFEP
han sido también analizados mediante MIBI, para
ello, muestras de 5um de espesor han sido
marcadas directamente con combinaciones de 10
anticuerpos [34] incialmente, y luego aumentado
hasta 40 [35].

Cabe sefialar que los resultados de analisis
histolégicos  realizados  sobre  imagenes
obtenidas mediante MIBI fueron congruentes con
herramientas clasicas de IHQ. Angelo [34] probd
que la modificacién quimica del anticuerpo
primario no altera su especificidad, generando
sefiales en intensidad y ruido de fondo
comparables a una tincidon cromogénica. Por
otro lado, el andlisis automatizado y cuantitativo
de imagenes mediante herramientas
bioinformaticas resulté ser compatible, e incluso
existiria una alta concordancias con herramienta

actualmente disponibles y validadas para uso
diagndstico (por ejemplo QIA, quantitative image
analysis FDA-approved,en inglés), alcanzando
una puntuacion de H (H score) de 1,06.

De acuerdo a diferentes investigadores, las
ventajas de MIBI son multiples cuando se
compara con una técnica de IHQ convencional.
1) mas sensibilidad y mejor rango dinamico
analitico, aumentando entre 100 y 1000 veces la
razén sefal versus ruido comparado contra una
tincibn de fluorescencia 'y una tincidn
cromogeénica, respectivamente. 2) mas
especificidad, si bien depende del anticuerpo
primario usado, gracias a la alta resolucion
analitica dada por el analisis de masa (fraccion
de Dalton) no se observa una superposicion
espectral entre reporteros adyacentes y la
multiplicidad de dianas detectables. 3) un mejor
aprovechamiento del material biolégico escaso,
los reporteros son altamente estables en el
tiempo y las caracteristicas de MIBI, las
muestras pueden ser escaneadas en multiples
oportunidades con distintos niveles de resolucién
(entre 260 nmy 1um).

Mas recientemente, MIBI ha demostrado ser util en
el estudio de cancer de mama triple negativo con
un extensivo panel de 36 blancos proteicos,
permitiendo establecer que ciertas caracteristicas
fenotipicas de la célula estan relacionados con la
arquitectura del tejido, y su entorno adyacente [35].
Asi los autores describen una heterogénea
distribucion de células PD-L1 positivas, tanto
tumorales como no tumorales, la cual seria inter- e
intra- pacientes, y ademas observaron una alta
abundancia de células tumorales HLA-DR positivas
en los margenes del tumor y el estroma, lo cual
estaria vinculada con mayor supervi-vencia [35].

Aplicaciones innovadoras

Modelos no-humanos

IMC parece ser mas versatil de lo pensado, y ha
sido empleada no sélo en tejido humano, sino
también en tejido animal. Considerando todas las
recomendaciones de validacién de anticuerpos y
condiciones de inmunodeteccion discutidas antes,
Theil y colaboradores [48] establecieron un panel
de 9 anticuerpos para la caracterizacién de los
subgrupos linfocitarios en sangre y en tejido
linfoide en monos Cynomolgus sometidos a
regimenes de Ofatumu-mab a dosis equivalentes a
las utilizadas en humanos [48]. Es meritorio
reconocer la plasticidad de esta técnica y como
lentamente se va insertando en estudios con mayor



impacto en la salud humana. Ofatumumab es el
primer anticuerpo monoclonal humano anti-CD20
en fase 3 de estudio clinicos para el tratamiento
de la esclerosis multiple.

Fisiopatologia renal

La necesidad de recrear la complejidad del tejido
humano, normal y patoldgico, esta aun vigente, y
las iniciativas en esa direccibn han ido
aumentando  significativamente.  Singh vy
colaboradores [49] mediante un set de 23
anticuerpos y con una muy alta resolucion,
describid un atlas bidimensional del rifdn
humano, desde corteza a médula, y dada la
sensibilidad, especificidad y multiplicidad de
sefiales en el analisis, los autores fueron capaces
de describir en detalle estructuras tubulares
intermedias, no previamente estudiadas a ese
detalle [49]. Adicionalmente, este atlas considerd
el analisis de tejido patoldgico, y enfatizd en las
poblaciones de células inmunes infiltrantes en
condiciones de trasplante renal y nefritis. La
validacion de anticuerpos y protocolos fueron
compartidos en la pagina web (Re) Building a
Kidney (https://www. rebuildingakidney.org/) [50].

HER2 y trastuzumab

Del punto de vista de la investigacion del cancer,
IMC vy otras tecnologias han aportado
tremendamente al desarrollo de conocimiento, y
quizas mas al desarrollo de bio-marcadores.
Actualmente, trastuzumab es un anticuerpo
terapéutico ampliamente utilizado en cancer de
mama, y cuyo punto de union se ubica en el
dominio extracelular de HER2 [51]. Una de las
ventajas de IMC es que permite evaluar un mismo
marcador desde dos perspectivas, de este modo
[52], incluyé dos anticuerpos anti-HER2 en un
mismo panel, cuyas especificidades estan
orientadas hacia un epitope en el dominio
extracelular (ECD) y otro epitope hacia el dominio
intracelular (ICD). Tras evaluar retrospectivamente
biopsias de cancer de mama, los casos que
recurriecron después de adyuvancia con
trastuzumab fueron aquellos con indices de
positividad  reducidos para HER2 ECD.
Clinicamente, una razon ECD/ICD aumentada
tendria una correlacion con un tiempo libre de
recurrencia mayor a 5 afios, y una abundancia
significativa de linfocitos citotéxicos CD8 positivos
en la vecindad del tumor. Si bien los autores
consideraron otros 16 anticuerpos en su estudio,
ciertamente, la validacion ortogonal entregada por
Carvajal-Hausdorf y colaboradores, y la evidencia
previamente reportada por el mismo grupo sobre
el rol de los dominios de HER2 permiten sugerir
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que una inmuno deteccién convencional para uno
o dos marcadores simultdneos gana valor,
después de haber descartado aquellas otras
variables con menor significancia.

Estrategias de analisis

Respecto de las estrategias de anadlisis de
imagenes, previamente la mayor parte de los
autores han utilizado las herramientas de MCD™
viewer de Fluidigm [53], aplicacion que permite
identificar los niveles detectados por cada metal
reportero ademas de su ubicacién geografica en
el tejido; sin embargo, los principales analisis
primarios y secundarios han sido desarrollados a
través de las herramientas descritas por el grupo
del Dr. Bernd Bodenmiller de la Universidad de
Zurich en Suiza [54-56]. Estas aplicaciones estan
disponibles de manera abierta, y permiten
ademas de cuantificar la sefial, segmentarla en
areas de tejido, conferir atributos y definir el
fenotipo celular para un analisis de
multiparamétrico adecuado.

Recientemente, el grupo de David Rimm de la
Universidad de Yale en EE.UU., reporto el uso de
AQUA™ (Navigate BioPharma Inc) para el
andlisis primario de imagenes colectados
mediante IMC [57]. Este software ha sido
ampliamente utilizado por este grupo para el
andlisis cuantitativo de fluorescencia en contexto
de mascaras de segmentacion asociado a pixeles
[58,59]. En el trabajo de Martinez-Morilla vy
colaboradores se desarrolld en lesiones de
melanoma maligno, donde el software AQUA toma
los pixeles de las é&reas reactivas para el
Intercalador de ADN (M91/193) vy para
HMB45+S100 para la construccion de las
mascaras para tejido y tumor, respectivamente.
De manera similar, el perfilamiento digital del
tejido y otras células ocurre basado en la
densidad de pixeles con cuentas para cada uno
de los reporteros. Esta simplificacion en el analisis
permitid a los autores establecer a partir de un
panel con 26 anticuerpos, un numero de 12
marcadores con significativa asociacién con
sobrevida libre progresién, y de 7 anticuerpos
relacionados con sobrevida global. Luego de una
validacion mediante analisis de RNA mensajeros y
deteccion fluorescente simple,
beta-2-microglobulina result6 un prometedor
biomarcador relacionado con sobrevida en casos
de melanoma metastasico e inmunoterapia [57].

En la actualidad, otros actores privados han ido
contribuyendo en el desarrollo de herramientas
informaticas mas amigables con el usuario, tales
como Indica labs (HALO®) y Visiopharme.
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Herramienta Usode tejido Blancos posibles Reporteros
Ventaja Desventaja Ventaja Desventaja Ventaja Desventaja
Inmunohistoquimica  Preservala Miltiples lam- 1 a 2 blancos (mas Restringido nimero Mayormente depési- Umitado nimero de
clasica lamina para inas en estu-  contraste nuclear). de combinaaones, tos cromogénicos opciones (enzimas,
multiples dios complejos El marcador puede tanto por método de insolubles y esta- conjugadosy
lecturas ser analizado por detection como por bles en el tiempo cromdgenos)
mdltiples localization de
observadores lamarca
Immunadetectian Menar Laminas pue-  Hasta 9 hlancos Requiere validacian Miiltiples comhina-  Riesgo de foto-
fluorescente nimero de den ser pre- segln plataforma. exhautiva ycostosa ciones segin pro- blanqueo y super-
multiplexada laminas en servada para  Permite miltiples veedor. Permite uso position espectral de
estudios segundas senales en locali- de amplificadores de sefiales fluo-
complejos  lecturas zaciones similares senal rescentes cercanas
Immunodetection Menor Destruction del Hasta 60 blancos Requiere validacion Mailtiples combina-  Accesible comerdal-
multiplexada tipo IMC ndmero de tejido. Mayor- segin plataforma. exhautiva ycostosa ciones segin pro- mente o por prepa-
laminas en mente no per- Permite miltiples veedor. Limitado racién propia.
estudios mite segundas seifiales en locali- riesgo de superposi- Reactivo muy cos-
complejos  lecturas zaciones similares ciénde reporteros toso. Limitado uso

de amplificadores de
sefal

Figura 2.

Distribucién del nimero de determinaciones de T4L y T3L realizadas dentro del perfil de hormonas tiroideas en

los pacientes que no desarrollaron DT.

Validacion de multiples componentes

Recientemente, se evalud la capacidad de MIBI
para analizar multiples tipos de tumores solidos, en
su mayoria no relacionados del punto de vista del
organo o el tejido lesionado. El estudio considerd
15 neoplasias, incluyendo adenocarcinomas,
carcinomas €SCamosos y neoplasias
hematoldgicas [60]. De la misma manera que sus
precedentes, los autores evaluaron la especificidad
y sensibilidad de sus anticuerpos mediante IHQ,
considerando  controles de  positividad y
negatividad enddgenos dentro de la misma seccion
de tejido analizado. Un panel con 15 anticuerpos
fue utilizado para inmunodetectar secciones de 1
mm de tejido, y la captura de imagenes se realizo
en campos opticos de 0.25 mm2 (0.5 um por pixel).
Un mérito de este trabajo, fue incluir una
herramienta estadistica simple de tipo "dejar uno
fuera" (leave-one-out, LOO) para la verificacion de
las sefiales obtenidas y la no contaminacién entre
reporteros cercanos. Los autores realizaron
multiples tinciones excluyendo uno a uno cada
anticuerpo del panel principal, de ese modo
compararon los resultados obtenidos entre el panel
completo (15 anticuerpos) y sucesivos paneles
dejando uno de los anticuerpos fuera (14
anticuerpos). Tras 8 paneles de comparacion, se
realizaron analisis de regresion lineal con una
correlacion R2=0.99-1.00, indicando que no existia
interferencia entre fuentes de sefial. Bajo esa premisa,

los autores realizaron andlisis de segmentacion
tisular y fenotipo celular en cada uno de las
neoplasias seleccionadas, confirmando la alta
heterogeneidad del componente inmune infiltrante,
tanto en abundancia y distribucién que se observa
entre tipos tumorales y entre individuos con un
mismo tipo de lesion [60].

Conclusiones

Considerando las similitudes entre la tecnologia de
IMC (incluyendo MIBI) y la inmunohistoquimica
clasica, asi también, los fundamentos de las
detecciones multiplexadas, es necesario reconocer
las ventajas y desventajas genéricas que éstos
pueden presentar, y que seran determinantes al
momento de su implementacién y uso (Tabla 3).

No obstante, tanto IMC como MIBI, son
herramientas que permiten la coleccion de
imagenes complejas con resolucion espacial y la
cuantificacion de multiples componentes de
manera simultanea. Destacable es que ambas
estrategias son comparables con técnicas
histoldgicas clasicas en términos de especificidad y
sensibilidad. Del punto de vista de cuantificacién,
precisién y reproducibilidad, tanto IMC y MIBI han
probado ser comparables y robustos en distintas
matrices y distintos blancos de andlisis, no siendo
una dificultad la complejidad o simpleza del panel



de anticuerpos, salvo por
individualidad de cada reportero.

respectar la

Perspectivas

La compresion de los procesos fisiologicos en
condiciones normales y patoldgicas requiere
disponer de una vision general en la abundancia de
biomarcadores, asi como su distribucion en el
espacio. En condiciones patoldgicas complejas como
las neoplasias, la correlacion entre genotipo vy
fenotipo de los distintos componentes celulares y su
entorno son vitales para la asignacion de terapias,
medicion de beneficio, e incluso mitigar fracasos
terapéuticos. La captura de imagenes de
componentes multiples a través de IMC, MIBI u otra
herramienta ha sido ampliamente validada vy
verificada por diferentes investigadores, resaltando
siempre la necesidad de recurrir a una técnica de
referencia para anticipar desviaciones. Esta revision
pretende entregar al lector una vision panoramica de
las alternativas que puede implementar en su
investigacion, disponiendo de literatura seleccionada
para reducir la curva de aprendizaje y obtencion de
resultados.
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