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Abstract

El cAncer de mama es la principal causa de mortalidad
oncoldégica en mujeres, en gran parte debido a su alta
capacidad metastasica. Los fibroblastos asociados al
cancer (FAC) desempefian un papel clave en este
proceso, particularmente a través de la expresion del
inhibidor tisular de metaloproteinasas-2 (TIMP-2),
considerado un biomarcador de mal prondstico. En este
estudio, se desarrolld una metodologia mediante
ablacidn laser acoplada a espectrometria de masas por
acoplamiento inductivo (LA-ICP-MS) para cuantificar la
distribucién de TIMP-2 y FAC en tejidos mamarios. Se
emplearon anticuerpos marcados con neodimio (ax-SMA,
fibroblastos) y europio (TIMP-2), calculandose la razén
Nd/Eu como indicador de la expresién de TIMP-2 por
FAC. Dicha expresiéon fue claramente superior en
tumores metastasicos, tanto en el nicho tumoral como
en el estroma. Estos hallazgos destacan el potencial de
esta expresion como biomarcador prondstico de
metastasis, asi como la utilidad de LA-ICP-MS como
herramienta analitica en cAncer de mama.

1. Introduccion

El cancer de mama, con 2,3 millones de casos en 2022 y
una incidencia creciente, constituye un grave problema
de salud [1]. Para mejorar el prondstico y limitar la
diseminacién metastasica, resulta esencial no solo un
diagnéstico precoz, sino también la identificaciéon de
nuevos biomarcadores prondsticos.

Las investigaciones recientes muestran que el desarrollo
tumoral depende tanto de las células cancerigenas como
del microambiente tumoral (MT), formado por las
células no tumorales que rodean la masa tumoral y la
matriz extracelular [2]. En este contexto, las células
tumorales, mediante la secrecién de ciertas proteinas,
pueden transformar los fibroblastos del MT en
fibroblastos asociados al cancer (FAC), que adquieren un
papel pro-tumoral al favorecer la progresiéon y la
metastasis [3]. Estudios de expresion genética revelan
que los FAC sobreexpresan factores como el inhibidor
tisular de metaloproteinasas-2 (TIMP-2), relacionado
con mal prondstico [4].

Los métodos diagnésticos habituales, como los
inmunoensayos con enzimas o fluoréforos, ofrecen

informacién limitada por su baja sensibilidad y la
subjetividad en la interpretacion histopatologica. Como
alternativa, la técnica de ablacién laser acoplada a
espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (LA-ICP-MS) permite obtener imagenes
cuantitativas de biomarcadores en tejidos. Su
integracion con inmunohistoquimica, empleando
anticuerpos marcados con metales, amplia el alcance
hacia proteinas bioindicadoras [5]. Ademads, la
incorporacion de la espectrometria de masas con
analizador de tiempo de vuelo (TOF-MS) permite altos
niveles de multiplexacion y analisis a alta velocidad [6].

Una ventaja adicional de esta metodologia frente a los
inmunoensayos es la posibilidad de cuantificaciéon y
estandarizacion, mediante calibraciones con gelatinas
dopadas con metales, lo que garantiza comparabilidad y
robustez en estudios biomédicos prolongados en el
tiempo [7].

Estudios previos han aplicado esta técnica al andlisis de
biomarcadores como MUC-1, HER2 y MMP-11,
confirmando su utilidad para diferenciar tumores
metastasicos [8, 9]. En este trabajo, el objetivo fue
desarrollar un ensayo multiplexado de
inmunohistoquimica previo al andlisis de LA-ICP-MS
para investigar la presencia de FAC, a través de la
proteina actina alfa de musculo liso, y la expresion de
TIMP-2 en el microambiente del cancer de mama,
comparando muestras metastasicas, no metastasicas y
controles sanos. Cabe destacar que este estudio es
prospectivo. Las muestras fueron obtenidas a partir de
biopsias soélidas de tumores no metastasicos. A
continuacién, los pacientes fueron monitorizados
durante diez afnos para observar si el tumor producia
metastasis o no. En caso de detectarse metastasis en ese
periodo de tiempo, la muestra es categorizada como
metastasica y si no, como no metastasica. De esta
manera, en este trabajo se pretende desarrollar una
metodologia para predecir la metastasis en cancer de
mama.

2. Optimizaciéon de la metodologia
El procedimiento de inmunohistoquimica se optimizé

inicialmente para determinar la concentracién adecuada
de anticuerpos. Para ello, se analizaron secciones
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paralelas del mismo tejido mediante LA-ICP-MS,
variando la concentracién de anticuerpos utilizados. Las
concentraciones 6ptimas de ambos anticuerpos fueron
elucidadas y ademas se demostré la reproducibilidad del
protocolo de inmunohistoquimica (IHC). A continuacion,
el andlisis multiplexado, cuyo objetivo era detectar
simultineamente TIMP-2 y a-SMA en una misma seccion
de tejido, se evalué comparando imagenes obtenidas con
incubacién de un solo anticuerpo (para fibroblastos o
para TIMP-2) frente a aquellas obtenidas con incubacién
doble. Las imagenes mostraron sefales consistentes y
distribuciones espaciales similares, lo que confirmé que
el ensayo multiplexado podia realizarse de forma
efectiva.

Tras la optimizacién del protocolo, se procedié al
analisis de las muestras de tejido mamario. Sin embargo,
debido a la compleja morfologia de estos tejidos, fue
necesario aplicar un tratamiento adicional a los datos.
Con frecuencia aparecen huecos, areas vacias, artefactos
de corte o regiones irrelevantes como tejido adiposo,
que deben excluirse del andlisis. Para ello, se utilizé un
algoritmo de segmentaciéon k-means que selecciond
Unicamente las areas de alta concentracién relevantes
para el estudio. Los valores por debajo del umbral
calculado fueron enmascarados y no se incluyeron en las
calibraciones ni comparaciones. Siguiendo la
metodologia de Castellanos-Garcia et al. [10], se aplicé k-
means segmentando el tejido en tres categorias: fondo,
baja concentracion y alta concentracidon. En la Figura 1,
se muestra el canal de 151Eu de una muestra metastasica:
se distinguen claramente el tejido epitelial (1), el
portaobjetos de vidrio (2) y el tejido adiposo (3).

1000 cps
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Seiial S'Eu : TIMP-2 (cps)

Senal 'S'Eu : TIMP-2 (cps)
Fig. 1. Calculo del valor umbral mediante k-means. A)
Biodistribucién cuantitativa de 51Eu: TIMP-2 y su
histograma. B) Biodistribucién cuantitativa de 151Eu:
TIMP-2 y su histograma tras la segmentacidon. Las
flechas blancas numeradas como 1, 2 y 3 corresponden
al tejido epitelial, el portaobjetos de vidrio y el tejido
adiposo, respectivamente.

Finalmente, paralas comparaciones entre nicho tumoral
y estroma, se recurri6 a la tincién histolégica de
hematoxilina y eosina, que permitié identificar estas
regiones de interés. Una vez delimitadas, se aplicd
nuevamente la segmentacién k-means solo a dichas
areas.

3. Distribucién cuantitativa de fibroblastos y TIMP-
2 en tejidos de mama

Se evalué primero la distribuciéon cualitativa de los
biomarcadores en los tejidos mamarios, mostrando
diferencias claras entre ellos. Los fibroblastos se
identificaron mediante la expresién de a-SMA, presente
tanto en fibroblastos asociados al cancer (FAC) como en
fibroblastos normales, lo que explica la sefial de
neodimio observada en tejidos sanos y cancerosos. Los
analisis mediante LA-ICP-ToF-MS mostraron que el
numero de fibroblastos aumentaba de tejidos sanos a
cancerosos (tanto metastasicos como no metastasicos),
aunque no se encontré un cambio en la expresién de a-
SMA. Este resultado sugiere que el pronéstico del cancer
no depende solo de la mayor o menor presencia de
fibroblastos, sino de la expresidon de ciertas proteinas
por estas células.

Debido a que la expresién de a-SMA no vario6 entre los
distintos grupos, se centrd la atenciéon en TIMP-2. La
cuantificacion de TIMP-2 mostr6 diferencias
significativas entre tejidos sanos y cancerosos, aunque
sin encontrarse diferencias entre el grupo no
metastasico y metastasico. Al analizar los distintos
estadios del cancer, se observé una correlacion positiva
entre el estadio y la concentraciéon de TIMP-2, con un
aumento significativo en los estadios 2-3 respecto a los
tejidos sanos. Estos hallazgos, resumidos en la Figura 2,
coinciden con la literatura previa, que muestra que el
estadio tumoral se relaciona con el pronoéstico de la
enfermedad.
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Fig. 2. Imagen de biomarcadores proteicos mediante la
medida de su marcaje con lantanidos gracias a LA-ICP-
MS. A) Biodistribucién cuantitativa de a-SMA (114Nd) y
TIMP-2 ('51Eu) y comparaciéon entre grupos de
pacientes. B) Diferencias de concentracién de TIMP-2 en
grupos sanos, no metastasicos y metastasicos. C)
Diferencias de concentracién de TIMP-2 por estadio
tumoral (1-3) frente al grupo control.

4. Sobreexpresion de TIMP-2 por FAC como nuevo
biomarcador de metdastasis en cancer de mama

Para evaluar la expresiéon de TIMP-2 por los FAC (a
través de o-SMA), las distribuciones cuantitativas
obtenidas para ambas proteinas se dividieron para
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generar una nueva imagen, Figura 3A que representa la
relacion a-SMA/TIMP-2 (144Nd/151Nd). La correlacion
entre la localizacién a-SMA/TIMP-2 y la presencia de
fibroblastos en tejidos de cAncer de mama indica que la
metodologia propuesta fue efectiva para este proposito.

Como se observa en la Figura 3B, las muestras sanas
muestran una relacién de sefiales superior, mientras que
las muestras metastisicas presentan una relacion
menor en comparacion con las muestras no
metastasicas. La cuantificacién reveld que las muestras
sanas (0,79 (0,43-1,38)) y no metastasicas (0,48 (0,38-
0,78)) no difirieron significativamente (p = 0,195). Sin
embargo, la relacion o-SMA/TIMP-2 es
significativamente menor en las muestras metastasicas
(0,34 (0,29-0,57)) en comparacion con las muestras
sanas (p = 0,045) y no metastasicas (p = 0,048).

Como se discutié previamente, a-SMA fue similar en
todos los grupos, lo que indica que la expresion de TIMP-
2 por FAC es significativamente mayor en las muestras
metastasicas. Aunque la disminucion de esta relacion fue
significativa, no fue muy pronunciada. Esto puede
deberse al pequefio tamafio de muestra (10 o menos,
dependiendo del grupo) y al hecho de que se analiz6
todo el tejido en lugar de centrarse Unicamente en el
estroma y nicho tumoral. Estos hallazgos coinciden con
la literatura existente, que ha identificado la expresién
de TIMP-2 por FAC como un biomarcador de mal
prondstico en cancer de mama. De manera similar, se ha
demostrado que la expresion de TIMP-1 por FAC
promueve el crecimiento y la migraciéon de células de
cancer de mama.
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Fig. 3. Imagen de la expresion de TIMP-2 por FAC. A)
Distribucién de la relacién a-SMA/TIMP-2 (144Nd/151Eu)
en una muestra sana, no metastasica y metastasica. B)
Diferencias en larelacién 144Nd/1>1Eu en grupos sano, no
metastasico y metastasico.

5. Importancia del estroma y del nicho tumoral
Se utilizé la tincién de hematoxilina y eosina para

identificar 4reas de estroma y nicho tumoral,
diferenciando regiones con alta y baja presencia de FAC.

Mediante un tratamiento de k-means para aislar las
zonas con sefial alta de FAC, se compar6 la mediana de
la relaciéon a-SMA/TIMP-2 entre muestras metastasicas
y no metastasicas. Los resultados mostraron que la
relacion es significativamente menor en las muestras
metastasicas, tanto en estroma como en el nicho
tumoral, lo que indica una mayor sobreexpresion de
TIMP-2 por FAC en tejidos metastasicos. Los resultados
se encuentran reflejados en la Figura 4.
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Fig. 4. Imagen de la expresion de TIMP-2 por FAC en el
nicho tumoral y estroma. A) Biodistribuciéon de la
relacion a-SMA/TIMP-2 (114Nd/151Eu) de una muestra
no metastasica y metastasica en las zonas del nicho
tumoral y del estroma. B) Diferencias en la relacién a-
SMA/TIMP-2 en los grupos no metastasico y
metastasico, diferenciando las areas del nicho tumoral y
el estroma. Las flechas negras sefialan el estroma y las
flechas rojas el nicho tumoral.

Estos hallazgos refuerzan la utilidad de Ia
sobreexpresion de TIMP-2 por FAC como biomarcador
prondstico de metdastasis en cancer de mama. También
destacan la importancia de estudiar el microambiente
tumoral completo y no solo las células cancerosas, lo que
podria contribuir al desarrollo de nuevas estrategias
diagnosticas, prondsticas y terapéuticas, como dirigir
tratamientos contra FAC, macréfagos asociados al tumor
o la matriz extracelular.

El estudio demuestra la efectividad de combinar LA-ICP-
MS con IHC para cuantificar y predecir metastasis,
incluso con un tamafio de muestra limitado, aunque
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ampliarlo podria mejorar la robustez estadistica de los
resultados.

5. Conclusiones

Se aplicé una metodologia de IHC multiplexada asistida
por LA-ICP-MS para visualizar y comparar la
distribucién de TIMP-2 y a-SMA en tejidos de cancer de
mama y controles sanos. Este enfoque consistié en unir
polimeros de lantdnidos a anticuerpos especificos,
incubar los tejidos con estos conjugados y analizarlos
mediante LA-ICP-MS. La calibracion con gelatina
enriquecida y el uso de k-means aseguraron
cuantificaciones precisas de los biomarcadores.

El estudio mostr6 un aumento progresivo en la
dispersién de fibroblastos de tejidos sanos a no
metastasicos y finalmente metastasicos, aunque no se
encontraron diferencias cuantitativas tras aplicar la
segmentacion k-means. TIMP-2 se sobreexpresé
significativamente en los tejidos cancerosos,
incrementando su concentraciéon con el avance del
estadio tumoral.

La alta resolucién espacial y la capacidad multiplex de
LA-ICP-ToF-MS combinada con IHC permitieron
determinar con precision la colocalizacion de
biomarcadores. La expresiéon de TIMP-2 por FAC se
evalu6 mediante la relacion *4Nd/151Eu, observandose
un descenso significativo en muestras metastasicas
respecto a no metastasicas y sanas. Al centrar el analisis
en areas especificas de nicho tumoral y estroma,
también se confirmé que la relaciéon a-SMA/TIMP-2 era
significativamente menor en tejidos metastasicos.

Estos hallazgos sugieren que la expresion de TIMP-2 por
FAC podria ser un biomarcador potencial para el
prondstico del cancer de mama, especialmente para
detectar riesgo de metdastasis futura. La alta sensibilidad
y resoluciéon de LA-ICP-MS permitié una visualizacién
detallada del microambiente tumoral y facilité la
comparaciéon objetiva de los niveles proteicos entre
grupos mediante modelos estadisticos.
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