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Resumen

El adenocarcinoma ductal pancredtico, el subtipo histolégico mds comun del cancer de
pancreas, se ubica como el décimo segundo tipo de cdncer mds comun a nivel mundial, y
como el séptimo con mayor mortalidad, esto se debe entre otras cosas a la etapa en la cual
generalmente se lleva a cabo el diagndstico, puesto que en etapas muy avanzadas, la cirugia
y la quimioterapia ya no son opciones viables, ademas de la alta heterogeneidad tanto inter
como intra-tumoral que lo caracteriza. Para evidenciar dicha heterogeneidad en una linea
celular de adenocarcinoma ductal pancreatico, empleamos la técnica de secuenciacién de
célula unica (Single-cell RNAseq), obteniendo el transcriptoma completo de 2,003 células
individuales, lo cual posteriormente fue analizado con el software comercial SeqGeq v.15
de Flo Jo., mediante los diferentes algoritmos que ofrece el programa, logramos identificar
las diferentes subpoblaciones dentro de la linea celular, de las cuales una de ellas fue la que
mostré la mayor expresion diferencial. Ademas se buscé una firma genética reportada por
otro grupo de investigacidn, con la cudl fuimos capaces de identificar dos poblaciones, una
de las cuales se encontraba en proliferacién.

Con lo anterior en este trabajo pudimos concluir que la heterogeneidad intra-tumoral existe
incluso dentro de una linea celular, la cudl carece de los diversos factores que aporta el
micrioambiente tumoral, el cudl se sabe que de igual manera es responsable de la
heterogeneidad en los tumores.



Abstract

The pancreatic ductal adenocarcinoma, the most common histologic subtype of pancreatic
cancer, is the 12" most common type of cancer worldwide, and the 7t with the highest
mortality, this is due in part to the stage in which is diagnosed, since in late stages the
surgery and chemotherapy are not options, in addition to the high inter and intra-tumoral
heterogeneity that is characteristic in this disease. To delineate the pancreatic cancer intra-
tumoral heterogeneity in a cell line of pancreatic ductal adenocarcinoma, we have used the
technique of single-cell RNAseq, obtaining the transcriptome of 2,003 single cells, the data
were analyzed with the software SeqGeq v1.5 Flow Jo., and with the different algorithms
that this offer we successfully identify the different subpopulations of which the cancer cell
line is composed; at least one subpopulation had the highest differential gene expression.
Furthermore, we have searched for a genetic signature reported by another research group,
with which we were able to identify at least two subpopulations in the cell line, one of this
was in proliferation.

With the above, in this work we conclude that the intra-tumoral heterogeneity exist even
in a cancer cell line, wich lack of the several factors provided by the tumor
microenvironment, wich are very important to mantain the tumoral heterogeneity.



Introduccion

Cancer

El cdncer es responsable de una de una de cada ocho muertes en el mundo. Este comprende
mas de 100 tipos diferentes con diversos factores de riesgo y epidemiolégicos. El cancer
puede originarse de practicamente cualquier tipo celular y érgano del cuerpo humano, y se
caracteriza por células con una proliferaciéon descontrolada que pueden invadir mas alla de
los limites del tejido normal y migrar a érganos o tejidos distantes, un proceso conocido
como metastasis.

Anteriormente los tumores eran concebidos como cuerpos extraiios que de alguna manera
se habian establecido dentro de las personas afectadas por los mismos, hoy en dia sabemos
gue los tumores, al igual que los tejidos normales, estan compuestos por masas de células.
Sin embargo, las células de las que se componen los tumores, han perdido en gran parte su
arquitectura y su funcionalidad a diferencia de los tejidos normales circundantes. Esas
diferencias histopatoldgicas, nos dieron la primera semilla de una idea que tomaria la mayor
parte del siglo XX demostrar y es el hecho que los tumores se crean por células que han
perdido su capacidad para formar tejidos que sean normales tanto en su funcién como en
su forma. Dicho de una manera mas simple, el cancer es una enfermedad de células con un
funcionamiento aberrante.

Los avances en la histopatologia, ayudaron a establecer el vinculo entre el comportamiento
clinico de un tumor, es decir el efecto que este tenia en el paciente y las caracteristicas
microscopicas del mismo, adicionalmente, algo muy importante que se logrdé con esto, fue
categorizar a los tumores dependiendo del grado de agresividad que estos mostraran,
dividiéndolos en dos clases, aquellos que crecian solo de manera local, sin afectar a otros
drganos o tejidos, se les denomind como tumores benignos y aquellos que invadian tejidos
cercanos y lograban hacer metastasis se les llamé malignos. Afortunadamente, en la gran
mayoria de los casos se presentan tumores de tipo benigno, lo cual no compromete la vida
de los pacientes afectados, a menos que el volumen del mismo sea tal que logre hacer
presién sobre érganos vitales del cuerpo. Sin embargo, las muertes debido a tumores
benignos son muy raras, la gran mayoria se deben a los tumores malignos, especialmente
aquellos que logran hacer metastasis son responsables del 90% de las muertes por cancer
(Weinberg, 2014).

Tipos de cancer

Carcinomas

La mayoria de los tumores surge de los tejidos epiteliales. Los epitelios son de gran
importancia, y de ellos se derivan los tipos de cancer humano mas comunes, llamados
carcinomas, responsables de cerca del 80% de las muertes por cancer; incluidos en este
grupo estan los tumores del tracto grastrointestinal, como son el de estémago, colon,



esofago, y los de los intestinos grueso y delgado, adicionalmente, se encuentran los de piel,
mama, higado, pulmdn, ovario, Utero, prostata, pancreas, etc.

La mayoria de los carcinomas caen dentro de dos principales categorias, las cuales reflejan
las funciones principales de los mismos. Algunos tejidos epiteliales tienen la funcién
delinear las cavidades celulares, ya sea para protegerlas, o para marcar los limites entre
estas, a los tumores que surgen este tipo de células epiteliales se les conoce como
carcinomas de células escamosas. Por otro lado, muchos epitelios también contienen
células especializadas que secretan sustancias dentro de las cavidades que estos delimitan,
estas células epiteliales generan adenocarcinomas.

Sarcomas

De igual manera los tumores son capaces de surgir de otros tejidos o tipos celulares no
epiteliales, como son aquellos que se derivan de tejido conectivo, como el hueso, tejido
adiposo, entre otros, a estos se les conoce como sarcomas, un ejemplo de ello son los
osteosarcomas, tumores derivados de los osteoblastos (células encargadas de remodelar y
regenerar los huesos), este tipo de tumores se componen de células de tipo mesenquimal
y representan solo el 1% de los casos de cancer en la clinica.

Leucemias y linfomas

El segundo grupo de cancer de células no epiteliales, tiene su origen en las células que
constituyen el tejido sanguineo (células hematopoyéticas), incluyendo a las células del
sistema inmune. Este tipo de cancer abarca a células destinadas a formar eritrocitos,
linfocitos B y T y células plasmaticas. Las leucemias por ejemplo (del griego
“leukos”=blanco), es un tipo de cancer derivado de algunas de las células que componen
dicho linaje hematopoyético, que a diferencia de los eritrocitos estas carecen de algun
pigmento y son células que se mueven de manera libre por el sistema circulatorio. Los
linfomas por otro lado, son malignidades que se componen exclusivamente de células del
linaje linfoide (células By T), que se van agregando para formar tumores sdélidos y son mas
comunmente encontrados en los nddulos linfaticos, que dispersos por el sistema
circulatorio. Este tipo de tumores representan alrededor del 7% de la mortalidad asociada
a cancer en los Estados Unidos (Weinberg, 2014).

Los “Hallmarks” del Cancer

A pesar de los diferentes tipos de tumores y su origen, las células que los componen
comparten ciertos rasgos o caracteristicas entre si, los denominados “Hallmarks of Cancer”
o sellos de identidad del cancer, los cuales fueron descritos por Hanahan y Weinberg en el
2000 (Figura 1), quienes determinaron que eran 6 los rasgos que definian a las células
cancerosas: la autosuficiencia a las sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales anti-
proliferativas, invasién de tejidos y metdstasis, angiogénesis sostenida, inmortalidad celular
y evasion de la apoptosis. Adicionalmente, con los avances en la investigacion del cancery
la evidencia acumulada de 10 afios, estos mismos autores afiadieron 4 rasgos mas a los
sellos caracteristicos del cancer (Figura 2), como son la evasién de la respuesta inmune,
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inflamacién tumoral, inestabilidad gendmica y reprogramacién celular metabdlica, los
cuales se describirdn brevemente a continuacién.

Autosuficiencia a sefiales de crecimiento

Todas las células ya sea en un organismo o en un cultivo celular, requieren de ciertas sefales
mitogénicas para entrar en el proceso de division celular, el cual es un proceso que se
encuentra altamente regulado, para poder mantener la funcion y la arquitectura tisular de
los tejidos normales. Sin embargo la proliferaciéon sostenida, es tal vez el rasgo mas
caracteristico de las células tumorales y para lograrla éstas presentan diversas estrategias.
Una de ellas por ejemplo es que logran producir sus propios factores de crecimiento, y
después generar receptores especificos para los mismos y de esta manera conseguir una
estimulacion del crecimiento y proliferacidn celular autdcrina. Adicionalmente, las células
cancerosas pueden enviar sefales que estimulen a las células normales que se encuentran
dentro del estroma asociado al tumor, para que estas respondan de manera reciproca,
dotandolas de diversos factores de crecimiento necesarios para estimular su proliferacion.
Otra estrategia que siguen las células cancerosas, es aumentar el nUmero de proteinas
receptoras sobre la superficie celular, consiguiendo asi la activacion del receptor con
concentraciones del ligando que de otra manera no alcanzarian a desencadenar ningun
efecto; se puede lograr el mismo resultado mediante la modificacidon de las moléculas del
receptor, lo cual facilita su activacién independiente del ligando. Su proliferacion
independiente de factores de crecimiento también puede derivarse de la alteracion de los
componentes “rio abajo” del receptor para que estos se activen de forma constitutiva
obviando la necesidad de la respuesta mediada por la unién receptor-ligando.

Evasion de las sefiales anti-proliferativas

Ademas de exhibir capacidades para mantener una proliferacién celular de manera
constante, las células tumorales también deben tener estrategias para hacerle frente a las
decenas de vias que existen para regular de manera negativa dicha proliferaciéon, muchas
de esas vias, dependen de la accién de los genes supresores de tumor (GSTs). Los dos tipicos
GST son la proteina del retinoblastoma (RB) y TP53, estos actian como nodos de control
primario, dentro de dos circuitos regulatorios complementarios que gobiernan las
decisiones de la célula para proliferar, o para activar la senescencia o apoptosis. En el caso
de RB es una proteina que recibe sefiales inhibitorias de crecimiento y de esta manera
impide que la células entre en la fase de divisién del ciclo celular, mientras que TP53, se
encarga de funcionar como un sensor del estrés al que esta siendo sometida la célula; si se
genera un dafio gendmico excesivo, si no se tiene la cantidad de nucledtidos necesarios, o
si las sefiales promotoras del crecimiento no son las dptimas, ésta puede ordenar que se
detenga la divisidn celular, hasta que las condiciones sean las adecuadas o el dafo en el
DNA haya sido reparado, sin embargo, en el caso de que el dafo sea excesivo, puede
ejecutar programas para enviar a la célula a apoptosis.



Evasidn de la apoptosis

Se tiene bien establecido por diversos autores, que la muerte celular es una de las
principales barreras contra el cancer, ya que gracias a ésta se puede mantener la
homeostasis en un tejido normal. Existen dos principales vias candnicas para activar la
apoptosis, la via extrinseca, la cual implica la unién de ligandos (Fas) con sus receptores
(receptor Fas), y la via intrinseca, mediada por factores que se originan al interior de la
célula. En ambos casos, la cascada activa una de dos proteinas que normalmente se
encuentran latentes, las caspasas efectoras 8 y 9 respectivamente, las cuales activan otras
enzimas proteoliticas, mismas que comienzan la degradacién de las proteinas que
componen a la célula, culminando con la eliminacién de la misma por las células que la
rodean y por las células especializadas en su fagocitosis.

El circuito que controla la apoptosis, mantiene su balance gracias a proteinas tanto anti
como pro-apoptoéticas, ambas son miembros de la familia Bcl-2. Las proteinas que se
encargan de inhibir el proceso de muerte celular (Bcl-w, Bcl-x;, Mcl-1 y A1), funcionan
uniéndose e inhibiendo a sus contrapartes (Bax y Bak), los cuales se encuentran en la
membrana externa de la mitocondria, una vez que son inhibidos, provocan una alteracién
estructural en dicha membrana, ocasionando la liberacidon de diversos componentes,
siendo el citocromo-c el mas importante de todos, ya que éste junto con Apaf-1 forman el
apoptosoma y este a su vez se encarga de activar a la pro-caspasa 9 en caspasa 9 dando
lugar a toda la cascada de muerte celular.

Las células cancerosas han desarrollado multiples estrategias para evadir los programas de
muerte celular antes mencionados, entre los cuales podemos encontrar la inactivacién de
TP53, el cual como vimos anteriormente una de sus funciones es evaluar el dafio al DNA, si
el dafo es irreparable puede mandar a la célula a apoptosis mediante la sobre-expresién de
proteinas como son Noxa y PUMA. Otra estrategia que pueden seguir la células tumorales
es aumentar los niveles de proteinas anti-apoptdticas (Bcl-2 y Bcl-x.), o de sefales de
supervivencia, mediante la disminucion de proteinas apoptéticas (Bax, Bim, Puma) o a
través de la alteracion en los receptores de muerte celular.

Adicionalmente existen otros mecanismos para la eliminacién de células que han sido
comprometidas para los cuales las células tumorales también han adquirido la capacidad
de evadir, como la autofagia por ejemplo, en la cual las células provocan la ruptura de
organelos celulares como el reticulo endopldsmico o la mitocondria para utilizar sus
metabolitos y reutilizarlos. En este proceso los autofagosomas envuelven al resto de
organelos celulares y los fusionan con los lisosomas para su posterior degradacién. En
funcién de esto, las células tumorales han desarrollado diferentes mecanismos para inhibir
o atenuar este proceso.

Inmortalidad celular
Desde el afio 2000, es ampliamente aceptado que las células tumorales necesitan de un
potencial proliferativo ilimitado, con el fin de generar un tumor de gran tamafo. Por el
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contrario las células de manera normal no tienen la capacidad de dividirse de manera
ilimitada. Esta limitacién ha sido asociada con dos grandes barreras para la proliferacion: la
senescencia, un estado estable pero incapaz de entrar en division celular, y la crisis, la cual
provoca la muerte celular. En concordancia con esto, cuando las células son propagadas en
cultivo, repetidos ciclos de division celular llevan primero a una fase de senescencia celular,
y posteriormente para aquellas células que logran evadir con éxito esta barrera, a una fase
de crisis, en la cual la mayoria de la poblacion muere. En algunas raras ocasiones, algunas
células que emergieron de la fase de crisis, exhiben un potencial replicativo ilimitado, este
es un término llamado inmortalidad.

Existe una gran cantidad de evidencia que establece que los telémeros estan implicados en
la adquisicién de un potencial proliferativo ilimitado. Estos se componen de secuencias
repetidas en tdandem de hexanucledtidos, mismas que se van haciendo mas cortas en las
células no inmortalizadas; esto debido a que la telomerasa, la polimerasa que se encarga
de afadir secuencias de DNA a los telémeros que se encuentran en los extremos de los
cromosomas, esta practicamente ausente. Una vez que las dichas secuencias se vuelven
demasiado cortas, son incapaces de proteger los extremos de los cromosomas, esto
provoca que los telémeros de un cromosoma tiendan a fusionarse con los extremos de otros
cromosomas. Esta polimerasa se encuentra practicamente ausente en las células no
inmortalizadas, pero se expresa en niveles funcionalmente significativos en la gran mayoria
(~90%) de las células inmortalizadas asi como en las células tumorales. Mediante la adicién
de DNA telomérico, esta enzima es capaz de evitar el acortamiento de los teldmeros, que
ocurriria en su ausencia.

Induccién de la angiogénesis

Al igual que los tejidos normales, los tumores necesitan de un suplemento de nutrientes y
oxigeno, ademas de una manera para deshacerse de los productos de desecho. Esto lo
puede lograr gracias a la formacién de vasos sanguineos mediante el proceso de
angiogénesis. Sin embargo, este proceso en los humanos adultos, se encuentra de forma
quiescente, activandose solamente en el caso del cierre de heridas o en el ciclo reproductivo
de las mujeres, pero solo de forma transitoria. Por el contrario, durante el desarrollo
tumoral, la angiogénesis se encuentra permanentemente “encendida”, ocasionando que la
vasculatura normalmente quiescente, se vuelva a un estado de generacién de nuevos vasos
sanguineos continua, lo que ayuda a mantener el crecimiento neoplasico en expansioén.

Invasidon y metastasis

Ya sea en los estadios tempranos o tardios del desarrollo de la mayoria de los tipos de
cancer, los tumores necesitan adquirir la capacidad para poder invadir tanto tejidos sanos
adyacentes, como tejidos u 6rganos distantes, lo cual es conocido como metastasis, esta
capacidad se ha visto que estd presente en gran parte de tumores con una alta agresividad
y que es responsables del 90% de las muertes por cancer. Para conseguir esto, las células
tumorales necesitan ser sometidas a un programa celular conocido como transicion epitelio



mesénquima (EMT por sus siglas en inglés), dicho programa le confiere las herramientas
necesarias para poder diseminarse, como por ejemplo dotarlas de enzimas que degraden
la matriz extracelular. Es bien sabido que las moléculas de adhesion celular (CAMs, por sus
siglas en inglés), también juegan un papel importante dentro de este rasgo, ya que la E-
caderina por ejemplo, se ha visto que es de vital importancia en los tejidos normales, debido
a que ayuda a mantener las interacciones célula-célula, regulando de manera positiva la
homeostasis celular, y funcionando como un antagonista de la invasidén y metastasis, sin
embargo en algunos tipos de carcinoma, esta proteina se encuentra ausente, favoreciendo
tales procesos. Cabe destacar que una vez que las células se han establecido en otro érgano
o tejido distantes, estas necesitan adquirir todos los rasgos del cancer que se mencionaron
anteriormente.

Los multiples pasos en el proceso de invasion y metdstasis han sido esquematizados como
una secuencia de pasos discretos, algunas veces denominados la cascada de invasidn-
metastasis. Esta representacion prevé una sucesién de cambios biolégicos en las células,
comenzando con una invasion local, seguido de una intravasacién de las células cancerosas
en los vasos sanguineos y nédulos linfaticos cercanos, el transito de las células por los
sistemas hematoldgico y linfatico, para después escapar del lumen de dichos vasos hacia el
parénquima de tejidos distantes (extravasacion), la formacién de pequefios nddulos de
células tumorales (micro-metdstasis), para llegar finalmente al crecimiento de dichas micro-
lesiones en tumores macroscopicos, un proceso conocido como colonizacién (Hanahan and
Weinberg, 2000).

Figura 1. Se muestran los primeros 6 sellos
caracteristicos del cdncer (Hallmarks).
Modificada de (Hanahan and Weinberg,
2000).

Ivasion y metdstac

Adicionalmente, se han establecido dos rasgos mas, mismos que son exhibidos por la
mayoria o todos los tipos de cancer, estos son la reprogramaciéon metabdlica y la evasion
de las células del sistema inmune, sobre todo de los linfocitos B y T. De igual manera se
afadieron dos rasgos que pudieran estar favoreciendo tanto estos dos ultimos como los
mencionados anteriormente, tal como la inestabilidad gendmica y la inflamacion tumoral.



Inestabilidad gendmica

La estabilidad genémica es esencial para la integridad celular para prevenir errores en la
replicacion del DNA del estrés genotdxico enddgeno tal como las especies reactivas del
oxigeno (ERO) resultantes del metabolismo celular, ademas de los carcinégenos exégenos;
por ejemplo, la luz ultravioleta, radiacién ionizante o quimicos que pueden dafar el DNA.
Se cree que la iniciacién tumoral y la progresién resultan de la adquisicion de alteraciones
gendmicas por parte de las células normales, con la consecuente seleccién de clonas cada
vez mas agresivas (Nowell 1976). La poblacién de células tumorales parece ser
genéticamente mas inestable que las células normales. Dicha inestabilidad gendémica les
proporciona un ciclo celular mas corto asi como formas para evadir los sistemas de control
tanto intracelulares como inmunolégicos, dando asi a las células tumorales una ventaja en
cuanto a su crecimiento y la posibilidad de ser seleccionadas como células transformadas
malignas. La inestabilidad gendmica incluye variaciones en la estructura tal como un
aumento en la frecuencia de las mutaciones de bases, inestabilidad microsatelital, asi como
variaciones como un cambio en el nimero o la estructura de los cromosomas, también
llamada inestabilidad cromosdmica.

Inflamacion tumoral

Los patdlogos habian reconocido ampliamente que algunos tumores estan densamente
compuestos por células del sistema inmune, tanto de la respuesta innata como adaptativa,
sin embargo, gracias a que ha ido mejorando la precision de los marcadores con los que se
detectan tales células, ahora sabemos que practicamente todas las lesiones neoplasicas
presentan diferentes rangos de infiltracion de estas células, desde cantidades apenas
detectables, hasta aquellas que son aparentes incluso con métodos de deteccion muy
basicos. Histdricamente, tales respuestas inmunes se pensaba eran el reflejo de un intento
del sistema inmune para eliminar a los tumores. En el 2000, ya existian algunas pistas de
gue la respuesta inflamatoria asociada a los tumores tenia un efecto paraddjico no
anticipado de potenciar tanto la tumorigénesis como la progresidon tumoral, y en efecto
ayudar a las neoplasias incipientes a ir adquiriendo los sellos caracteristicos del cancer ya
anteriormente mencionados.

Reprogramacion del metabolismo energético

La proliferacién celular crénica y no controlada que representa la esencia de la enfermedad
neoplasica involucra no solamente una alteracion en el control de la proliferacion celular
sino también los ajustes correspondientes del metabolismo energético con el fin de ser el
combustible de la divisidn y el crecimiento celular. Bajo condiciones aerdbicas, las células
normales procesan la glucosa, a través de la glucdlisis para dar lugar a piruvato en el
citoplasma para después entrar en el ciclo de Krebs en la mitocondria; bajo condiciones
anaerdbicas, la glucdlisis se ve favorecida y la cantidad de piruvato que se utiliza hacia la
mitocondria es relativamente poco. Sin embargo, Otto Warburg fue el primero en observar
una caracteristica anormal del metabolismo energético de las células tumorales (Warburg,
1956), y es que incluso en presencia de oxigeno, las células tumorales pueden reprogramar
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la manera en la que metabolizan la glucosa, y su produccién de energia, se encamina a la
via glucolitica, llevandola a un estado que ha sido denominado como “glucolisis aerébica”.

Curiosamente, se ha encontrado que algunos tumores contienen dos sub-poblaciones de
células tumorales que difieren en las vias metabdlicas. Una de estas poblaciones es
dependiente de glucosa (“Efecto Warburg”) y secretan lactato, mientras que las células de
la segunda poblacion preferencialmente importan y utilizan el lactato secretado por sus
células vecinas como su principal fuente energética, empleando parte del ciclo del acido
citrico para hacerlo, ambas poblaciones son evidentemente simbidticas, una de ellas
emplea la glucosa como su principal fuente de energia y produce lactato como desecho el
cual es importado y utilizado como combustible por sus hermanas.

Evasion de la respuesta inmune

Uno de los puntos que permanece todavia sin resolver alrededor de la formacién tumoral
involucra el papel que el sistema inmune juega en resistir o erradicar la formacion vy
progresion de las neoplasias incipientes, los tumores avanzados y las micro-metastasis. La
teoria mas antigua de la vigilancia inmune propone que las células y los tejidos son
constantemente monitoreados por un sistema inmune que se encuentra siempre alerta, y
que tal vigilancia inmune es responsable del reconocimiento y la eliminacién de la gran
mayoria de células tumorales incipientes y por tanto de los tumores en formacién.

(
Hzallmarks

emergentas

Reprogramacion Evasion de Ia
del metabolismo respuesta inmune
energetico

Inestabilidad
genomica

Caracteristicas
adquiridas

Figura 2. Los “Hallmarks” emergentes y los rasgos que los favorecen. Toda la informacion
acumulada de la investigacion en cdncer ayudd a establecer dos rasgos adicionales a los
anteriormente propuestos, ademds de dos caracteristicas adicionales que podrian facilitar la
adquisicion y el mantenimiento tanto de los primeros 6 rasgos como de estos dos ultimos. .
Modificada de (Hanahan and Weinberg, 2011).
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Siguiendo esta ldgica, los tumores sélidos podrian tener alguna manera de evadir la
deteccidon de las diversas defensas del sistema inmune o han obtenido la capacidad de
limitar la extensa destruccién inmunoldgica (Hanahan and Weinberg, 2011).

El genoma del cancer

Desde hace tiempo se sabe que la tumorigénesis tanto en humanos como en animales es el
resultado de un proceso multi-etapa que se ve reflejado como cambios o alteraciones
genéticas y epigenéticas que conducen la progresién de la enfermedad. Evidencia de esto
es el hecho de que diversos tipos de cancer se han asociado en la poblacién humana con
una incidencia dependiente de la edad, incluso se han realizado modelos matematicos, los
cuales estiman de 4 a 7 eventos estocasticos (Hanahan y Weiberg, 2000; Renan, 1993). Un
ejemplo de esto es que algunos autores consideran que no todas las células dentro de un
compartimento o tejido, tienen la capacidad o el riesgo de volverse neoplasicas, en el caso
de las células diferenciadas por ejemplo, no tendrian la capacidad para dividirse el suficiente
tiempo como para acumular un determinado numero de mutaciones en los genes con
susceptibilidad al cancer (Michor et al., 2004).

Adicionalmente, existe la nocién de que conforme las células normales van evolucionando
progresivamente hacia un estado neoplasico, estas adquieren los sellos caracteristicos del
cancer y que dicho proceso multi-etapa del desarrollo tumoral es el resultado de que las
incipientes células tumorales tienen la necesidad de adquirir las ventajas necesarias que les
permitan volverse tumorigénicas y finalmente malignas (Hanahan and Weinberg, 2011).

Se piensa que todos los tipos de cancer comparten una patogénesis en comun. Cada uno es
el resultado de un proceso de evolucién Darwiniana que estd ocurriendo entre las
poblaciones celulares dentro del microambiente que proporciona el tejido de un organismo
multicelular. Analogo a la evolucion Darwiniana que ocurre en el origen de las especies, el
desarrollo del cancer esta basado en dos procesos constituyentes, la continua adquisicidn
de variaciones genéticas heredables en las células individuales por mutaciones mas o menos
aleatorias y la seleccidn natural actuando sobre la diversidad fenotipica resultante. La
seleccion puede eliminar células que han adquirido mutaciones deletéreas o esta puede
fomentar que las células acarreen alteraciones que les confieran la capacidad de proliferar
y sobrevivir mas efectivamente que las células vecinas.

Con lo anterior podemos concluir que el cancer es una enfermedad genética. Debido a que
aungue existen factores tanto ambientales como algunos otros no genéticos que juegan
cierto papel dentro de los diferentes estadios de la progresién tumoral, es ampliamente
aceptado que el cancer surge debido a mutaciones en genes que son susceptibles al cancer.
Estos genes los podemos dividir de manera general en tres clases: los guardianes, los
cuidadores y los paisajistas. Los guardianes tienen la funcion de regular directamente las
vias de crecimiento y diferenciacién celular y estos se componen de oncogenes, los cuales
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representan una ganancia funcional a la célula, y genes supresores de tumor (GSTs), estos
representan una pérdida de funcion, ya que son los que evitan que las células proliferen de
manera descontrolada, como es el caso de p53. Los cuidadores por otro lado, pueden
promover la tumorigénesis de manera indirecta, ya que estos estdn encargados de
mantener la integridad gendmica. Las mutaciones en alguno de estos genes podria llevar a
inestabilidad gendmica y la célula rdpidamente acumularia mutaciones en otros genes que
de manera directa controlan el nacimiento y la muerte celular. Los paisajistas, si bien no
tienen un efecto directo sobre el ciclo celular o la proliferacidn, alteraciones en estos genes
llevan a la modificacion anormal del microambiente estromal, lo cual contribuye a la
transformacion neoplasica de las células. Sin embargo, debemos de tener en cuenta que la
alteracion o mutacion de uno solo de los genes anteriormente mencionados, no es
suficiente para la aparicion de un cancer como tal, sino que se necesitan de mas “hits”
mutacionales que favorezcan la invasion y malignidad de las células. De este modo, el riesgo
de desarrollar cancer depende no solo de mutaciones sobre genes iniciadores de la
tumorigénesis sino también de genes que la conduzcan (Michor et al., 2004).

Cancer de pancreas

El pancreas posee dos compartimentos celulares funcionales, el endocrino y exocrino. El
pancreas exocrino se compone de células centro-acinares, ductales y acinares. Un epitelio
del tronco pancredtico indiferenciado, llamado cordones pancredticos, estd presente
durante las primeras etapas del desarrollo embrionario; las células de dichos cordones
pancreaticos proliferan y se diferencian en los linajes endocrinos y exocrinos. Las células
ductales, se encuentran normalmente quiescentes en el pancreas adulto, forman una
intrincada red de ductos que representan los conductos para el flujo de enzimas digestivas
secretadas por las células acinares. Las células acinares tienen la responsabilidad de
secretar las enzimas digestivas y estas representan el tipo celular mas abundante en el
pancreas; estas tienen una plasticidad intrinseca con la cual ellas son capaces de someterse
a una metaplasia para dar lugar a células ductales o células de tipo ductal: este proceso es
conocido como metaplasia acinar-ductal y ocurre durante una pancreatitis cronica o aguda
y puede representar el paso inicial hacia la neoplasia (Pelosi et al., 2017). El pancreas normal
consiste de células acinares que estan secretando enzimas digestivas, células ductales que
secretan bicarbonato, células centro acinares que son la transicion geografica entre las
células acinares y las ductales, islotes endocrinos secretores de hormona y células estelares
relativamente inactivas. En general se ha aceptado que el cancer de pancreas tiene su
origen en las células ductales, sin embargo esta es una cuestion que sigue bajo investigacion
(Bardeesy and DePinho, 2002, Kleeff et al., 2016).

El cdncer de pancreas se encuentra en la posicién 12 de los tipos de cdncer mds comunes y
se posiciona como la cuarta mas comun de muerte por cancer a nivel mundial. En el caso
de México se tienen registrado un total de 4,849 nuevos casos colocandolo de igual manera
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en el lugar doce, y con casi la misma cantidad de muertes (4,475), lo colocan como la
séptima causa de muerte por cancer y este presenta una sobrevida de mds de 5 anos de
alrededor de 9% a nivel mundial y de 2.40% en México. Esto lo convierte en una de las
neoplasias con peor prondstico, en parte debido a que la mayoria de los pacientes no
presentan sintomas en el comienzo de la enfermedad, por lo cual al momento de ser
diagnosticados, ya se encuentran en un estado muy avanzado en donde es imposible la
cirugia que es la Unica manera en que es posible curar este cancer y las terapias
convencionales como quimio y radio terapia en general no surten efecto, hecho que se cree
es debido a la alta heterogeneidad intra-tumoral que muestra, de lo cual hablaremos mas
adelante (Bardeesy and DePinho, 2002, Tsai and Chang, 2019, Bray et al., 2018).

Tipos de cancer de pancreas

Dentro de las neoplasias que afectan al pancreas encontramos diferentes subtipos mismos
gue se diferencian de acuerdo a sus caracteristicas histoldgicas asi como por las mutaciones
que sufre cada uno (Figura 3). La mayoria de estas neoplasias malignas son
adenocarcinomas; son escasas las neoplasias pancredticas que incluyen tumores
neuroendocrinos (los cuales pueden secretar hormonas tales como la insulina o el glucagoén)
o carcinomas acinares (los cuales pueden liberar enzimas digestivas dentro de la
circulacién). Incluso menos comunes son las neoplasias de carcinomas coloidales,
pancreatoblastomas y neoplasias pseudopapilares sdlidas.
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Figura 3. Los diferencias histoldgicas en los tipos de cdncer de pdncreas. El mds frecuente de todos, el
adenocarcinoma (~90% de todos los casos de cdncer pancredtico), se caracteriza por gldndulas neopldsicas
atipicas dentro de un estroma denso (a). Los segundos mds comunes son los tumores neuroendocrinos (entre
el 15y 20%) caracterizados por un patron de crecimiento en nido, ademds de expresar los marcadores
neuroendocrinos sinaptofisina y cromogranina (b). Los carcinomas coloides (presentes en el 2% de los casos)
caracterizados por la formacion de grupos de mucinas en el estroma (c). Tumores seudopapilares sélidos (con
una incidencia del 2%) se caracterizan por estar formados de células pobremente cohesivas (d). Carcinomas
de células acinares (tan solo se presentan en el 1% de los casos) contienen células con citoplasma granular y
un solo nucleo prominente (e). Finalmente el pancreatoblastoma (0.5%) presenta células neopldsicas con
diferenciacion acinas y nidos escamosos (f). El resto de los tumores de pdncreas incluyen variantes tales como
adenoescamosos, hepatoides, medulares, carcinomas indiferenciados.

13



Adenocarcinoma ductal pancreatico

De los mencionados anteriormente, el adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC por sus
siglas en inglés) es el mas comun de todos, presentdndose entre el 85 y 90% de los casos de
cancer pancreatico. Esta neoplasia ha sido asociada con un muy pobre prondstico debido a
diferentes razones. Una de ellas es que su deteccion generalmente se da en estados muy
avanzados de la enfermedad, momento en el que la cirugia o las terapias son ineficientes,
y esto se debe en gran parte a que carece de sintomas o estos no son del todo especificos,
ademas de la falta de marcadores tumorales especificos o la carencia de sensibilidad en los
mismos. Este es un tipo de cdncer muy agresivo ademds de que presenta resistencia a la
mayoria de terapias convencionales como la quimioterapia y radioterapia, la terapia
inmunoldgica, estos factores ocasionan que la tasa de sobrevida de 5 afios sea menor al 7%
(He et al., 2014).

Epidemiologia del PDAC

En el 2018 se diagnosticaron un estimado de 459,00 nuevos casos de PDAC en todo el
mundo, y casi el mismo nimero de defunciones (432,000), esta incidencia lo convierten en
la séptima causa de muerte por cancer pancredtico tanto en hombres como en mujeres, y
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Figura 4. Mortalidad del adenocarcinoma ductal pancredtico a nivel mundial tanto en
hombres como en mujeres. Tomado de (Bray et al., 2018)
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estas cifras son de 3 a 4 veces mas altas en las ciudades desarrolladas, las tasas mas altas
las presentan Europa, Norteamérica y Australia/Nueva Zelanda (Figura 4) (Bray et al., 2018).
Se tiene previsto que esta neoplasia se coloque como la segunda causa de muerte por
cancer en la préxima década si las cifras contindan aumentando como hasta ahora
(recientemente superd al cancer de mama como la tercera causa de muerte en los Estados
Unidos).

Factores de riesgo

Se han asociado diversos factores de riesgo a esta enfermedad, sin embargo pocos de ellos
son modificables, siendo la edad el mayor determinante en la aparicién de céncer
pancreatico, ya que la mayoria de los pacientes son diagnosticados después de los 50 anos
de edad, observandose un pico de incidencia en la séptima y octava década de la vida. En
términos de prevencién el cigarrillo es el mas importante y uno de los mas estudiados
puesto que incrementa en mas del doble el riesgo en un individuo, a diferencia de los no
fumadores, y la incidencia atribuible al humo del tabaco ha sido estimada entre un 15 y
30%, no obstante a diferencia de otras enfermedades relacionadas con el cigarro, no se han
encontrado firmas mutacionales relacionadas con carcinégenos que afecten al DNA
(Alexandrov et al., 2013, Bosetti et al., 2012). La historia familiar tiene un papel bien
establecido en la probabilidad de desarrollar PDAC, ya que el 10% de los pacientes tiene
antecedentes familiares de la enfermedad (Petersen, 2016). Mutaciones en la linea
germinal de igual manera han sido asociadas con un aumento en el riesgo del PDAC, como
el caso de algunos genes relacionados con el cancer de mama y de ovario (BRCA1 y BRCA2
0 PALB2). Por otro lado mutaciones en los genes de reparacion del DNA como MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2 también son asociados con aumento en el riesgo de desarrollar esta
enfermedad (Hu et al., 2018).

La obesidad y la poca actividad fisica también han sido asociadas con el PDAC. Algunos
factores nutricionales y dietéticos, incluyendo la alta ingesta de grasas saturadas,
combinado con la poca ingesta de frutas y verduras y el consumo de carnes rojas y
procesadas han sido catalogados como factores de riesgo. Ademds el consumo excesivo de
alcohol ha mostrado una asociacion positiva con el desarrollo de esta enfermedad, ya que
se le ha relacionado con pancreatitis cronica, misma que aumenta el riesgo de cancer
pancreatico en mas de 10 veces, por el contrario tal asociacion no se ha mostrado en la
ingesta moderada del mismo. La diabetes tipo 2 (diabetes mellitus) es tanto un riesgo como
una consecuencia de la aparicién temprana de cancer pancreatico; esta enfermedad puede
ser ocasionada por la aparicidon del cancer (diabetes tipo 3c) y, como consecuencia, la
aparicion de la diabetes mellitus puede ser el primer indicio de un diagndstico de cancer
pancreatico en pacientes de edad avanzada (Bosetti et al., 2014, Chari et al., 2008).
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Clasificacion histoldgica

En la inspeccion bruta, el PDAC se presenta como una masa firme de color amarillento,
pobremente demarcada, con la parte no maligna del pancreas que lo rodea tipicamente
mostrando atrofia, fibrosis y los ductos dilatados debido a los efectos obstructivos del
carcinoma en expansion. Microscépicamente, esas neoplasias varian de carcinomas
formando glandulas bien diferenciadas a “sarcomatoides” pobremente diferenciados
diagnosticados solamente después de realizarle una inmunotincion debido a las
caracteristicas predominantemente mesenquimales (Hruban et al., 2007). Esta enfermedad
evoluciona de lesiones precursoras bien definidas que, en el contexto de sus caracteristicas
genéticas, definen el modelo de progresion genética de la carcinogénesis pancredtica
(Yachida et al., 2010). La histologia temprana de la enfermedad se puede manifestar como
distintos tipos de lesiones precursoras, las mas comunes son las neoplasias intraepiteliales
pancreaticas microscdpicas (PanIN), seguidas por los quistes macroscépicos; denominados
como neoplasia mucinosa papilar intraductal (IPMN) y la neoplasia quistica mucinosa (MCN)
(Matthaei et al., 2011). Debido a que el PDAC se vuelve evidente en estados avanzados, las
oportunidades de reducir la mortalidad o mejorar la sobrevida de los pacientes recae en el
diagnodstico oportuno y en el tratamiento, esto permitiria la identificacion de lesiones
precursoras de alto riesgo y de esta manera poder comenzar con un tratamiento oportuno
en etapas tempranas u optar por la cirugia del mismo.

Biologia molecular del PDAC

La patologia molecular del cancer pancredtico esta caracterizado por la presencia de los
cuatro genes mdas comunmente mutados: KRAS (90%), CDKN2A (p16, 90%), TP53 (70%) y
SMAD4 (55%). La transcripcidon del gen mutado KRAS determina la produccién de una
proteina RAS anormal y que se encuentra activada de manera constitutiva, ocasionando en
consecuencia la activacion descontrolada de vias relacionadas con la proliferacién y
supervivencia. Por otro lado, la activacion frecuente del gen CDKN2A resulta en la pérdida
de la proteina p16, un regulador negativo maestro de la transicién de la fase G1 a S en el
ciclo celular, lo que desencadena la estimulacidn de la actividad proliferativa. La inactivacion
del gen TP53 le permite a la célula omitir algunos de los puntos de control mas importantes
del ciclo celular que tienen que ver con la reparacién del dafio al DNA o con la muerte celular
programada. Finalmente, la inhibicién del gen SMAD4 una via de sefalizacién aberrante en
TGF-B. También podemos encontrar algunos otros genes alterados, incluyendo ARIDI1A,
MLL3 y TGFBR2, en el 10% de los casos (Pelosi et al., 2017, Chang et al., 2014).

Otro gen que se encuentra comunmente sobre-expresado en este tipo de cdncer es AKT2,
ademas la actividad de su regulador “rio arriba”, PI3K algunas veces se encuentra elevada,
lo cual lleva a un aumento en la supervivencia del tumor (Altomare et al., 2002)
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Heterogeneidad tumoral del cancer de pancreas

Un factor clave que contribuye al resultado letal del cancer, al fracaso terapéutico, y la
resistencia a farmacos, es la heterogeneidad intra-tumoral (HIT) (Greaves, 2015). La HIT
puede proporcionar materiales genéticos y epigenéticos sobre los cuales la seleccién y la
evolucién Darwiniana pueden actuar (McGranahan and Swanton, 2017).

Un tumor es una entidad heterogénea compuesta de diversos tipos de células entre los
cuales podemos encontrar, células tumorales transformadas, células de soporte y células
invasivas tumorales. Esta heterogeneidad intra-tumoral es ademas potenciada por la
variacion clonal y las influencias que el micro-ambiente tiene sobre las células tumorales,
gue tampoco representan un grupo homogéneo de células. Estudios anteriores han
demostrado que los tumores contienen subclonas mismas que difieren entre ellas con
respecto al cariotipo y la sensibilidad a la quimioterapia (Prasetyanti and Medema, 2017).
Es importante destacar que la naturaleza de dicha heterogeneidad no se limita a la
poblacion de células cancerosas malignas, ya que un tumor es un ecosistema complejo que
alberga células tumorales y otros tipos celulares, tales como células endoteliales, células del
sistema inmune que se encuentran infiltradas, células estromales asi como una compleja
red de matriz extracelular (MEC), lo cual define las diferencias espacio-temporales dentro
del micro-ambiente tumoral (Junttila and de Sauvage, 2013, Lu et al.,, 2012). Se ha
propuesto que la heterogeneidad del micro-ambiente tumoral, puede estar determinando
las capacidades del tumor y como tal, es probable que sean factores clave en el éxito del
tratamiento.

Dicha heterogeneidad maligna estd sustentada por la naturaleza misma de los tejidos, por
ejemplo el pancreas esta formado por células de caracter exocrino (acinares), epiteliales
(ductales), y endocrinas (B, a, 6, €) entre las cuales las células acinares son bien conocidas
por su alto grado de plasticidad. Se ha considerado que dicha plasticidad es la responsable
de mantener la homeostasis y la regeneracién ya que — en contraste con otros érganos del
sistema gastro-intestinal —, el pancreas al parecer carece de un compartimento bien
definido de células troncales (Puri et al., 2015). Mediante un proceso denominado
metaplasia de acinar a ductal (ADM por sus siglas en inglés), las células acinares pueden
transdiferenciarse hacia un fenotipo epitelial (de tipo ductal) en el momento en que se
experimenten ciertos estimulos macro y micro-ambientales, como por ejemplo un dafio en
el tejido, inflamacién o condiciones de estrés (Kopp et al., 2012). Durante el proceso de
ADM, las células acinares adquieren caracteristicas de “células de tipo progenitor” lo que
las hace mas susceptibles a la transformacién oncogénica, como la presencia de mutaciones
activadoras en el proto-oncogen KRAS, lo que eventualmente las transforma en PanlNs.
Dicha transformacidn generalmente se ha considerado como el paso inicial en el desarrollo
del adenocarcinoma ductal pancreatico seguido por una progresién secuencial que
involucra “hits” genéticos en diversos genes supresores de tumor (Figura 5) (Kanda et al.,
2012). Diversos estudios han revelado que la heterogeneidad en esta enfermedad existe
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tanto entre los individuos que la padecen (heterogeneidad inter-tumoral) como dentro del
mismo tumor (heterogeneidad intra-tumoral) (Cros et al., 2018).

La heterogeneidad intra-tumoral del cdncer pancredtico juega un papel de suma
importancia, tanto en la progresion tumoral como en la resistencia a las diferentes terapias.
Dicha heterogeneidad puede ser espacial, dentro del tumor primario, en la metastasis y el
tumor primario, e incluso entre las metdstasis mismas. La heterogeneidad temporal afiade
otro nivel de complejidad y se vuelve crucial cuando la seleccidn clonal es inducida por las
terapias. Reflejando la heterogeneidad intra-tumoral histolédgica, estudios anteriores han
demostrado que el perfil transcripcional puede diferir (en mas de 1000 genes) entre el
centro del tumor y su periferia. Las firmas genéticas relacionadas con el citoesqueleto y la
motilidad celular han sido halladas en la zona mas lejana al centro del tumor, mientras que
las relacionadas con la transcripcidn, la respuesta al estrés, y el metabolismo de
carbohidratos han destacado en el centro del mismo (Kopp et al., 2012). En un trabajo de
investigacidon se compararon las glandulas adyacentes de 4 diferentes tumores primarios de
PDAC, y se encontrd que la mayoria de las anormalidades genéticas eran compartidas por
todos los tumores, sin embargo, hubo algunas excepciones que fueron especificas de cada
uno, lo cual demuestra los alcances que tiene la heterogeneidad tumoral (Gidekel
Friedlander et al., 2009).
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Figura 5. Esquema de las diferentes etapas de la carcinogénesis del Adenocarcinoma Ductal Pancredtico (PDAC).
Modificado de (Orth et al., 2019).

La heterogeneidad no solo se ha visto presente en las células tumorales sino en las células
asociadas al tumor (Figura 6), como son los fibroblastos asociados a tumor (CAFs), de los
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gue algunos autores han demostrado la existencia de hasta cuatro subtipos diferentes de
estas células, los cuales han sido asociados con caracteristicas fenotipicas especificas
ademas de su impacto en el pronéstico de la enfermedad (Neuzillet et al., 2019).

Pancreas normal Adenocarcinoma ductal pancreatico

Céludas Flbroblastos Matriz
Célula del epitelio
a3 Célula estelar Céluka def epitelio Célula tumaral asociados a tumor extracedular
normal ductal pancredtica ductal displistica
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Figura 6. Panorama de los diferentes linajes celulares que componen tanto el tejido normal del pdncreas como a su
transicion a desmoplasia. Modificado de (Orth et al., 2019).

Se han propuesto dos modelos para tratar de explicar la heterogeneidad dentro de un
tumor. En el modelo de evolucion clonal, propuesto por Peter Nowell en 1976, se establece
gue ocurren mutaciones estocasticas en células tumorales individuales y estas mismas
pueden servir como una especie de plataforma para la adaptacién y seleccion de las mejores
clonas de un tumor. Como tal, este modelo explica la heterogeneidad tumoral como
resultado de la seleccion natural. De esta manera, las clonas que adquieran ventajas en
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funcién de su crecimiento se irdn expandiendo mientras que las clonas con menos ventajas
se iran eliminando hasta eventualmente quedar extintas. En el proceso, la iniciacién del
cancer tiene lugar una vez que ocurren multiples mutaciones en una célula de manera
aleatoria, a la cual se le conoce como “célula transformada”. Esa célula transformada posee
las ventajas de crecimiento y supervivencia selectivas antes mencionadas sobre las células
normales adyacentes. Es importante destacar que, dichas ventajas pueden variar en tiempo
y espacio dependiendo de los diferentes requerimientos que se encuentren en diferentes
areas del tumor. Algunas zonas tumorales pueden seleccionar clonas que respondan mejor
a la hipoxia, mientras que otras regiones mas densas en nutrientes pudieran seleccionar
clonas de crecimiento rdpido. Conforme la enfermedad avanza, dichas clonas pueden ir
cambiando tanto espacial como temporalmente lo cual resulta en una arquitectura sub-
clonal muy compleja, misma que a su vez puede ser potenciada por la terapia (Anderson et
al., 2006, Sottoriva et al., 2010). A medida que el cédncer va progresando, nuevas
alteraciones genéticas y epigenéticas llevan a la proliferacién descontrolada y permiten la
adquisicion de un fenotipo mas agresivo. En la proliferacién subsecuente, la descendencia
de esas células adquiere cambios genéticos y epigenéticos adicionales, los cuales a su vez
promueven el crecimiento y la agresividad bioldgica de las células. Las células resultantes
de esas divisiones subsecuentes continuaran dividiéndose hasta eventualmente superar en
numero a la poblacion de células no agresivas. Con forme contindan las divisiones, las
células irdn adquiriendo mutaciones adicionales, creando poblaciones clonales
genéticamente diversas, dando lugar a la heterogeneidad tumoral (Nowell, 1976). Dentro
de este modelo, todas las células que componen al tumor, tienen la misma capacidad
tumorigénica, son capaces de formar nuevos tumores, y de mantenerlos, y pueden producir
la malignidad letal (Figura 7).

Modelo de evolucién clonal
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Figura 7. Modelo de evolucion clonal que explica la formacion de un tumor. Modificado de (Afify and Seno, 2019)
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El segundo modelo que se ha propuesto para explicar la heterogeneidad intra-tumoral es el
modelo de las células troncales cancerosas. Esta teoria sugiere que solo una pequeia
poblacién de células dentro del tumor es capaz de iniciar y mantener los tumores.

Células troncales tumorales

Las células troncales normales han sido descritas como células inmaduras que poseen una
doble capacidad, la de auto-renovarse y el potencial de diferenciacion. Las células troncales
no fueron descubiertas por un cientifico o grupo de investigacion en especifico sino que
este concepto fue el resultado de los esfuerzos realizados durante décadas por tratar de
comprender su biologia. Sin embargo la primera vez que se utilizd el término de “célula
troncal” fue por un histélogo ruso llamado Alexander Maksimov, quien desarrollé e
introdujo una teoria de la hematopoyesis a principios del siglo XX. En un principio se creia
que las células troncales estaban presentes solo en ciertos tejidos, tales como el higado, la
sangre, y el epitelio intestinal, sin embargo, hoy en dia sabemos que estas se encuentran
en todos los tejidos que conforman al cuerpo humano (Afify and Seno, 2019).

Esta poblacién de células troncales se encarga de mantener los tejidos mediante un
continuo reemplazo de las células que los componen, ademas de asegurar la regeneraciéon
de los mismos en caso de emergencia, como por ejemplo por una lesidon o herida. Ademas,
esta poblacién celular exhibe un alto grado de ventajas evolutivas, conferidos entre otros,
por mecanismos sofisticados de detoxificacidon, ademas de que residen en microambientes
protectores (nichos de células troncales). Se ha propuesto que una poblacidn celular con
caracteristicas muy parecidas a las células troncales humanas normales, pueden existir en
una entidad tumoral pero con caracteristicas malignas, es lo que se conoce como el modelo
de células troncales tumorales.

Las observaciones que datan de hace mds de 50 afios han evidenciado algunas similitudes
entre el cancer y el desarrollo embrionario, lo que ha llevado a la hipétesis de la existencia
de lo que se conoce como células troncales tumorales (CSC, por sus siglas en inglés). Se
piensa que las CSCs comienzan y mantienen el crecimiento tumoral, ademas de la formacién
y propagacién de focos metastdsicos a sitios distantes (Reya et al., 2001, Di et al., 2013). De
acuerdo con este paradigma, solo esta clase de células son capaces de auto-renovarse de
manera ilimitada y diferenciarse en diferentes tipos celulares, mientras que otras células
gue componen al tumor no pueden hacerlo (Lobo et al.,, 2007). Las CSCs tienen tres
propiedades principales: 1) la capacidad para iniciar los tumores y conducir la proliferacion
neopldsica 2) la capacidad de producir copias ilimitadas de si mismas a través de la auto-
renovacion 3) el potencial para dar lugar a células hijas mas diferenciadas . Se ha propuesto
gue este linaje celular surge de las células troncales normales, ya que estas al poseer una
vida media mucho mas larga, son propensas a la acumulacién de mutaciones. Estas células
troncales también pueden originarse de progenitores restringidos o de células
diferenciadas que sufrieron de alteraciones genéticas o epigenéticas activando sus
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mecanismos de auto-renovacién lo que les confiere un fenotipo de células troncales
tumorales (Bjerkvig et al., 2005). Un aspecto de la heterogeneidad intra-tumoral se ve
reflejado por la estructura de piramide de los tumores, con las células troncales tumorales
en el apice de la jerarquia maligna (Figura 8). Conservadas en la mayoria de los tumores, las
CSCs, también conocidas como células iniciadoras de tumores, estan dotadas con
propiedades funcionales Unicas las cuales dictan el curso completo de la evoluciéon tumoral.
Son estas caracteristicas lo que ha vuelto a las células troncales tumorales el objetivo para
la fabricacidn de nuevos tratamientos contra el cancer y a desarrollar nuevas estrategias
que sean efectivas para eliminar esta poblacién (Figura 9).
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Figura 8. Modelo jerdrquico de la progresion tumoral basado en las células troncales tumorales. Modificado de (Afify
and Seno, 2019).

Algunos grupos de investigacion han identificado a esta poblacién de CSCs en diferentes
tipos de céncer tanto sdlidos como no sélidos (leucemias), con la ayuda de diferentes
marcadores de diferenciacion celular (Tabla 1). El primer tipo de cancer en el que se
identificaron fue en la leucemia mieloide aguda en el afio de 1994 con la combinacidn de
los marcadores CD34*y CD38" lo cual era muy parecido al fenotipo de células troncales
hematopoyéticas (Lapidot et al., 1994). El primer tumor sdélido en el que se identificaron
estas células fue en cancer de mama en el afio 2003 empleando un triple marcaje (CD44*
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CD247°% ESA*) y lo que notaron fue que esta poblacién celular presentaba un fenotipo

mucho mas agresivo que su contraparte cuando eran

inyectadas en ratones

inmunocomprometidos (Al-Hajj et al., 2003), desde entonces estas fueron descritas en
diferentes tipos de tumores sélidos incluido el cancer de pancreas (Li et al., 2007).
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Figura 9. Representacion grdfica de las CSCs y su papel en la resistencia a la terapia. Los diferentes tratamientos contra
el cancer actuan sobre la mayor parte de las células que conforman al tumor elimindndolas, sin embargo la poblacion
de células troncales es capaz de sobrevivir a esta ocasionando que reaparezca el tumor (A). Las células troncales
tumorales poseen diferentes mecanismos para lidiar con los farmacos, tales como transportadores de ATP, una alta
expresion de proteinas anti-apoptdéticas (BCL2), asi como poderosos mecanismos de reparacion del DNA, entre otros

(B). Modificado de (Barbato et al., 2019).

Tabla 1. Marcadores celulares de superficie (de tumores sélidos) usados para el aislamiento y la identificacion de las

células troncales tumorales. Modificada de (Barbato et al., 2019).

Tumor Biomarcadores
CD44* /CD247% [ESA*
CD44* /a2b1* / ALDH*
Melanoma ABCB5*
CD20*
CD271*
CD133*
Cancer de colon CD133* /CD44* /CD166"
ESA* /CD44* /CD166*
CD44* /CD24*
CD133* /CD24*
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Cancer de pulmoén CD133* (MacDonagh et al., 2016,

cb4a4* Curtis et al., 2010)
ALDH*
CD177*
Cancer gastrico CD133* (Bekaii-Saab and El-Rayes,
CD44* /CD24* 2017)
CD90* (Singh, 2013)
CD44* /CD54*
CD44* /ALDH* (Chinn et al., 2015)
CD44* /CD66"
Cancer de ovario CD133* (Foster et al., 2013)
cb44*
ALDH*
CD117¢
CD44*/CD24*[ESA* (Li et al., 2007)
Cancer de higado CD133*/CD44* (Hou et al., 2012)
(Yang et al., 2008)
CD90* (Kimura et al., 2010)
ESA* (Haraguchi et al., 2010)
CD133*

Antecedentes

Como hemos visto anteriormente, una de las principales razones del fracaso de las
diferentes terapias contra el cancer (tanto quimio como radio-terapia), es la alta
heterogeneidad tanto inter como intra-tumoral que presentan diferentes tipos de cancer.
Dentro de esta heterogeneidad, encontramos una poblacién celular en especifico a la que
se le atribuyen diferentes caracteristicas del curso clinico del cancer, que son las células
troncales tumorales, debido a esta hipétesis es que diferentes grupos de investigacién se
han dado a la tarea de estudiarlas. Tal es el caso del grupo de Li, quienes fueron los primeros
en caracterizarlas en cancer de pancreas, ellos tomaron muestras de tumores primarios de
pacientes con cancer de pancreas, de los cuales mediante citometria de flujo aislaron a una
supuesta poblacién troncal, basdndose en los marcadores que habian sido utilizados para
caracterizar a las células troncales de cancer de mama (CD44+*/CD247'°%/ESA*), las cuales
posteriormente fueron implantadas mediante ensayos de dilucidn limitante, en ratones
inmunodeficientes, probaron inyectando células con diferentes combinaciones de esos
marcadores y llegaron a la conclusion de que las células que mostraban el mayor potencial
tumorigénico eran aquellas con el triple marcaje (CD44*/CD24*/ESA"), ya que solo 100
células con este fenotipo eran suficientes para iniciar de nueva cuenta el tumor, ademas de
que histolégicamente hablando eran capaces de recapitular la enfermedad (Li et al., 2007).
Ademas de ellos, existen mas investigadores que han determinado posibles poblaciones
troncales usando otros marcadores de superficie, como CD133* (Hermann et al., 2007), las
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cuales de acuerdo a sus autores, presentan un potencial incluso mas agresivo que las células
con el triple marcaje descrito anteriormente, ademas de ALDH, c-Met, entre otros. Todos
estos estudios aseguran que las células aisladas mediante dichos marcadores, presentan un
potencial tumorigénico mayor al resto de las poblaciones, lo cual nos habla de la alta
heterogeneidad que podemos encontrar en este tipo de cancer (Li et al., 2011).

Con el fin de develar dicha heterogeneidad y encontrar biomarcadores de deteccién
temprana, existen estudios que se han enfocado en las células circulantes tumorales (CTC
por sus siglas en inglés), esto debido a que son capaces de reflejar las caracteristicas del
tumor del que provienen, ademas al diseminarse a sitios distantes del tumor nos pueden
decir mucho acerca del proceso metastasico, en uno de estos estudios se tomaron muestras
de sangre periférica de pacientes con cancer pancredtico, y se aislaron a las CTCs, ademas
de células de dos diferentes lineas celulares de cancer de pancreas (AsPC-1 y PANC1) y
posteriormente fueron analizadas mediante secuenciacion de célula Unica, los resultados
mostraron la presencia de al menos dos poblaciones diferentes, en las muestras de
pacientes, una con caracteristicas de tipo epitelial y otra mesenquimal, ambas incluso
resultaron ser diferentes de las células de las lineas celulares (Lapin et al., 2017).

La heterogeneidad intra-tumoral, puede ser determinada por las células que componen el
microambiente tumoral, los CAFs, hacen que los tumores aparezcan como “islas”, rodeadas
de un “mar” de fibroblastos, esto seglin un estudio en el cual realizaron co-cultivos de
células de PDAC positivas a GFP*, con una linea celular de CAFs (CAF-1), con lo cual ellos
determinaron dos firmas genéticas, una para células en proliferaciéon (PRO) y otra para
células en EMT, y observaron que conforme aumentaban la proporcién de CAFs, cambiaban
las poblaciones positivas a una u otra, ademas de aumentar la poblacién de células que eran
dobles positivas a ambas firmas (DP) (Ligorio et al., 2019).
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Justificacion

El cdncer de pancreas, con una sobrevida a 5 afios menor al 5%, es uno de los tumores mas
letales que existen. La principal causa de muerte por esta neoplasia es la resistencia a los
agentes quimio y radioterapéuticos usados. Este fendmeno se debe a la heterogeneidad
celular, la cual permite que clonas tumorales sobrevivan al efecto de la terapia. Entre estas
clonas se destacan las células troncales cancerosas, las cuales son capaces de regenerar un
tumor, ademas de presentar resistencia a quimio y radioterapia. Es por ello importante
conocer con mayor profundidad este fendmeno, con el fin de establecer bio-marcadores de
deteccion temprana, y desarrollar nuevas terapias en contra de las sub-poblaciones que
resulten ser clave en su curso clinico.
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Hipotesis
El andlisis de la expresién global a nivel de célula Unica de la linea celular de cancer de
pancreas AsPC-1 revelara diferentes subpoblaciones celulares incluyendo a las CSCs.

27



Objetivos

Objetivo General
Evaluar el perfil transcripcional a nivel de célula Unica de la linea celular de cancer de
pancreas AsPC-1.

Objetivos especificos

1. Estandarizar las condiciones dptimas para el adecuado encapsulamiento de células
individuales de la linea celular.

2. Caracterizar a las diferentes subpoblaciones que resulten de la linea celular.

3. Evaluar las vias y procesos celulares en los que estan involucrados los genes
regulados de las diferentes poblaciones.

4. Validar los genes que presenten una expresion diferencial.
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Metodologia

Representacién grafica de la metodologia general seguida en este trabajo.
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Cultivo celular

Se utilizé una linea celular de adenocarcinoma ductal pancredtico, AsPC-1 (ATCC® CRL-
1682), la cual fue cultivada en medio RPMI-1640, suplementada con 10% de suero fetal
bovino, una vez que las células llegaron a una confluencia de alrededor del 80%, se procedié
a la digestiéon enzimadtica con tripsina, seguido de lavados con PBS 1X estéril, para su
posterior encapsulamiento. La muestra se mantuvo en PBS 1X y en hielo hasta su
procesamiento.

Evaluacion de la calidad

Lo ideal es que la confluencia de la muestra sea de entre el 60 y 90%, ya que una confluencia
demasiado baja podria suponer una disminucién en el rendimiento de las librerias, y una
confluencia alta podria provocar que se observaran patrones apoptdticos en la
secuenciacion. La medicion de este parametro puede ser de manera automatizada o de
manera manual, en nuestro caso la medicién se realiz6 de manera manual con un
microscopio dptico.

Evaluacion de la cantidad

Una vez que se tuvieron a las células en suspension, se procedié a determinar la densidad
celular, esto se efectud con el equipo TC20™ Automated Cell Counter (Bio-Rad), el cual es
un equipo automatizado que incorpora una tecnologia auto-focus y un algoritmo de conteo
con lo cual logra entregar conteos precisos en cuanto al numero total de células en menos
de 30 segundos. Se realizé una dilucion de las células 1:1 con azul tripano y se colocaron 10
microlitros de la misma en una laminilla especial, con lo cual adicionalmente pudimos
obtener datos sobre la viabilidad celular, la cual es de suma importancia para los pasos
posteriores ya que no debe de caer a menos del 95%.

Filtrado de la suspensién celular

Previo al encapsulamiento de las células en microgotas, se debid realizar un filtrado de las
mismas a través de un filtro de 35 um, esto para evitar que las células formen dobletes o
agregados (Figura 10) que pudieran interferir en el encapsulamiento, posterior al filtrado se
evalud nuevamente la viabilidad de la misma forma que se menciond anteriormente, esto
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para confirmar que los pasos realizados con anterioridad y el que las células sean
mantenidas en hielo no alteraron este pardmetro.

Figura 10. Se muestra una disociacion incompleta de la muestra,
puesto que se estdn formando agregados celulares (circulo
amarillo)

Carga de la suspension celular y los “beadbarcodes”
En el siguiente diagrama se muestra el flujo de trabajo para cargar el cartucho que
posteriormente se colocd en el ddSEQ para el encapsulamiento de las células.

CARGA DE LA MEZCLA DE LOS BARCODES

e Se agitd la solucién en el vortex por 1 segundo, 3 veces, para

asegurarnos de que se mezclaron adecuadamente los componentes.

* Posteriormente se procedio a cargar 20 pL en los pozos de color azul de
ERY{IGERIER

CARGA DE LA SUSPENSION CELULAR

e La muestra se agitd en el vortex durante 1 segundo y se repitio 3 veces
para asegurar una correcta mecla de la misma.

¢ Se anadieron 20 uL de la muestra en los pozos de color rojo de la
segunda fila.

CARGA DEL ACEITE PARA ENCAPSULAMIENTO

e Se virtid el aceite de encapsulamiento en un reservorio pequefio.

¢ Se agregaron 80 pL del aceite con ayuda de una pipera multicanal en
cada uno de los pozos de la tercera fila.
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Encapsulamiento en ddSEQ y RT-PCR

Una vez que se cargd el cartucho, se llevé a cabo el encapsulamiento de las células
individuales, éste se colocd en el reservorio del equipo ddSEQ y se realizd el
encapsulamiento de 12,500 células en 5 minutos. Posterior a esto, se colectaron las células
en micro-gotas y se transfirieron a una placa de 96 pozos, para realizar la sintesis de la
primera cadena de cDNA en un termociclador bajo los siguientes parametros:

» 30 minutos a 37 °C

» 1horaa50°C

» 5 minutosa 85 °C

» Todalanochea4°C
Una vez que se llevé a cabo la primera sintesis del cDNA, se procedio a la ruptura de las
gotas. La muestra se purificé mediante el empleo de perlas magnéticas, las cuales se unen
Unicamente a los fragmentos de cDNA. Posteriormente mediante una placa magnética, se
realizaron lavados con etanol para desechar los primers que no se unieron con el RNA,
mientras que los fragmentos de cDNA, fueron retenidos. La placa de 96 pozos se centrifugd
a 280 g durante 10 segundos y se volvié a colocar en el magneto por 2 minutos mas. Pasado
este tiempo, las muestras se transfirieron a una placa nueva de 96 pozos para llevar a cabo
la sintesis de la segunda cadena de cDNA siguiendo el siguiente protocolo:

» 2horasal6°C

» Todalanochea4°C
Una vez que obtuvimos el cDNA de doble cadena se procedio a la limpieza de la muestra
siguiendo el mismo protocolo que en el apartado anterior. Ya con la muestra purificada se
llevéd a cabo una evaluacién de su concentracién asi como de su calidad con el equipo
TapeStation. Una vez que pasé este filtro de calidad se llevd a cabo la fragmentacidn, este
proceso realiza un corte en el DNA con el fin de aifadir los adaptadores al cDNA de doble
cadena para la secuenciacion.

Validacion de resultados mediante citometria de flujo

Con el fin de validar algunas de las subpoblaciones celulares encontradas con base en su
perfil de expresion diferencial, se realizé un analisis por citometria de flujo de una poblacién
gue se encontraba regulando de manera positiva la via apoptdtica. Para lo cual fue
necesario generar una poblacidn que fuera positiva a la tincidon con Anexina V ya que esta
molécula se une a la fosfatidilserina, un lipido membranal que se encuentra en altas
proporciones en la parte exterior de las membranas de las células en apoptosis temprana.
Los controles positivos fueron generados de la siguiente manera: el primer fadrmaco que se
decidid utilizar fue la gemcitabina, a concentraciones de 10 y 100 uM, estas fueron
determinadas con base en los trabajos realizados por (Cao et al., 2015), sin embargo, la
utilizacidn de gemcitabina por si sola no fue capaz de desarrollar ningun efecto sobre esta
linea celular (datos no mostrados), por lo cual se decidié afiadir cloruro de litio, ya que a
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este se le ha relacionado con efectos positivos sobre los pacientes que presentan este tipo
de cancer, se utilizé en concentraciones de 20 y 40 mM. Una vez generados los controles
positivos, se procedid a realizar la tincion para citometria de flujo con el kit Anexina V de
Thermo (No. catalogo: V13242) con base en lo establecido por el fabricante con algunas
modificaciones:

1. Se generaron los controles positivos con los farmacos de eleccion.
2. Se cosecharon las células mediante digestion enzimatica con tripsina y se lavaron
con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 1X.
3. Se prepard la solucion amortiguadora de unién a Anexina 1X. Para este ensayo se
diluyeron 1.6 mL de la solucién amortiguadora 5X en 6.4 mL de agua desionizada.
4. Se prepard la solucién de trabajo de ioduro de propidio (IP) a una concentracién de
100 mg/mL, diluyendo 0.5 pL de la solucion stock de IP [1 mg/mL] en 4.5 pL de la
solucién preparada en el paso 3.
5. Unavezlavadas las células del paso 2, se volvieron a centrifugar a 1300 rpm durante
5 minutos, se desechd el sobrenadante y se re-suspendieron en la solucidon
amortiguadora 1X de anexina (paso 3).
6. Se procedié a determinar la densidad celular de la muestra, mediante un
hemocitometro, esto con el fin de determinar el volumen necesario de la solucion
stock para obtener 100,000 células en cada condicién, este volumen fue llevado a
100 pL con la solucion del paso 3.
7. Aesteseleadicionaron 5 plL de FITC-AnexinaVy 1 plL de la solucién de IP 100 mg/mL
por cada 100 pL de suspensién celular.
8. Las células se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad.
9. Posterior al periodo de incubacién, se agregaron 400 L de la solucién del paso 3,
se mezclé suavemente y se mantuvieron en hielo.
Analisis de los datos
Los datos obtenidos de la secuenciacidn se analizaron con el software comercial SegGeq de
Flow Jo versién 1.5.0 asi como con el Sure Cell WTA 3’ de BaseSpace.

Una vez obtenidos los datos de secuenciacidn, se llevd a cabo su procesamiento mediante
la aplicacidon SureCell RNA single cell de BaseSpace. En breve, las lecturas fueron alineadas
contra un genoma de referencia utilizando el algoritmo “Spliced Transcipts Alignment to a
Reference” (STAR). Dentro de esta misma herramienta, se analizan los controles de calidad
gue deben de pasar los datos de cada célula para poder ser tomadas en cuenta en los
analisis posteriores.

33



Resultados

Una vez obtenidos los datos de la secuenciacidn masiva, debido a la gran cantidad vy
complejidad de los mismos, es necesario contar con las herramientas adecuadas para su
procesamiento y analisis, por lo cual ya que los datos fueron alineados con base en un
genoma de referencia (Homo sapiens), mediante un algoritmo matematico conocido como
STAR, el cual es especifico para el alineamiento de datos obtenidos a partir de RNA, se cred
la matriz de datos, en la cual tenemos por un lado los identificadores Unicos de cada célula
(barcodes) y por el otro los identificadores moleculares Unicos, los cuales son especificos de
cada transcrito de RNA, lo cual nos permite saber con exactitud que gen o genes estan
siendo expresados por una célula en especifico, sin embargo, debido a la gran cantidad de
informacién que se tiene, se han creado diferentes softwares especializados en el analisis
de este tipo de datos.

SegGeq v1.5.0, es un software de la compaiiia Flowlo, el cual fue disefiado especialmente
para el analisis de datos de secuenciacién de célula Unica, cuenta con todas las herramientas
necesarias para poder sacar el mayor provecho de los datos obtenidos, ya que este realiza
desde reducciones de la dimensionalidad, hasta poderosos pipelines que realizan todos los
anadlisis de manera automatica, como es el caso de Seurat de Satija Lab.

Una vez que cargamos los datos dentro de este software, uno de los primeros pasos que
debemos tener en cuenta para el andlisis de los mismos, es el control de calidad de las
células secuenciadas, para ello contamos con un grafico conocido como grafico de rodilla
(Figura 11), llamado asi debido a la forma que describe. Este nos sirve para delimitar a la
poblacién de células que cuenta con la calidad necesaria para los andlisis posteriores ya que
nos permite delimitar a las células en tres categorias, la primera de ellas se encuentran en
la parte superior del grafico, aqui encontramos a la poblacién que cuenta con la mejor
calidad, es decir son las células que una vez encapsuladas permanecieron viables, que no
fueron encapsuladas en dobletes, etc., la segunda la encontramos en la parte media del
grafico, aqui podemos encontrar a la poblacidn catalogada como células muertas y en este
caso ya no es recomendable utilizarla en los demas analisis, la ultima se encuentra en la
parte baja, y es catalogada como debris celular y es muy posible que corresponda a datos
gue provienen de fragmentos cortos de las bibliotecas que no fueron desechados con los
lavados. De tal modo que la muestra registra un total de 194,350 eventos, sin embargo al
aplicar este control de calidad, obtenemos que solo 2,003 células cumplen con los criterios
de calidad necesarios para continuar con los analisis, las cuales se encuentran en la parte
superior del grafico, 15,874 corresponden a células muertas en la parte media y finalmente
el de mayor proporcidn corresponde a debris celular, la parte baja del grafico, con 171,639
eventos.

Una vez que delimitamos a la poblacién que cuenta con los estandares de calidad
adecuados, podemos proceder a realizar la reduccién de la dimensionalidad, el cual es un
aspecto muy importante en este tipo de analisis ya que contamos con una cantidad masiva
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de datos y necesitamos una manera de simplificarlos sin que exista una pérdida de la
informacién. Antes de llevar a cabo esto se realiza la normalizaciéon de los datos,
comunmente se hace con base en los genes denominados como “housekeeping” o genes
constitutivos, ya que estos genes se expresan en todas las células de la misma manera
independientemente de la condicidn o el tipo celular, no obstante, este no es el método
mas recomendable, ya que realmente no existen genes que se expresen de manera
constitutiva en todos los tipos celulares, por lo que la normalizacién fue realizada con base
en todos los genes no diferencialmente expresados. La reduccién dimensional, puede ser
dividida de manera muy general en dos tipos de analisis, los que son de tipo lineal y no
lineal. El primero que se llevé a cabo es un analisis de componentes principales (PCA por
sus siglas en inglés), que cae dentro de la primera categoria. Para llevarlo a cabo, se
seleccionaron los pardmetros o genes sobre los que deseamos realizar el andlisis, debido a
que nuestra intencién fue llevar a cabo un analisis no supervisado, se seleccionaron el total
de genes expresados por la muestra, este algoritmo agrupd a las células basado en sus
perfiles de expresiéon génica, una vez hecho esto, fusioné la informacién de los genes
correlacionados dentro de un
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Figura 11. El control de calidad de realizado a la muestra representado mediante un grdfico de rodilla, en el que
se observa que las muestras con una buena calidad se encuentran en la parte superior, sequida por las muertas
y el debris celular.

“metagen” o componente principal (PC), por definicidn, el PC1 es el que contiene a los datos
con la mayor varianza y la desviacion estandar mas grande, que en este caso fue de 2.28%,
a partir del PC6 practicamente no se veian diferencias en cuanto a la varianza acumulada,
por lo que se decidié solamente tomar en cuenta estos primeros 6 componentes para
graficarlos (Figura 12). Con este primer andlisis podriamos inferir que las diferencias a nivel
intra-poblacional no existen, sin embargo, es necesario llevar a cabo otros tipos de analisis
mas finos y con mayor profundidad para llegar a esa conclusion.

P2

PCS

Figura 12. Andlisis de componentes principales. Se muestran los 3 grdficos necesarios para poder apreciar en su totalidad
la distribucion de las células con este algoritmo, aunque en ninguno se observan diferencias poblacionales evidentes.
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Es debido a lo anterior y a que el analisis de componentes principales es una herramienta
de reduccidn dimensional de tipo lineal que necesita al menos seis graficos o dimensiones
para observar el panorama completo de las agrupaciones de los datos, que se procedio a
realizar un andlisis de t-SNE (Figura 13), el cual puede representar esos seis ejes en un
grafico de dos o mdaximo tres, sin la perdida de informacién. Para la construccién de este
grafico, se emplearon los datos obtenidos del analisis de PCA. En este andlisis pudimos
observar que parecieran estar formandose dos poblaciones diferentes (circulos), las cuales
corresponderian al 2.60 y 5.14% del total de la poblacidn, no obstante, se requieren de
analisis adicionales para confirmar que estas supuestas poblaciones realmente sean
diferentes del resto, como por ejemplo ver sus patrones de expresion diferencial.

Poblacion 1
260

Poblacion 2
514

1-=hE

Figura 13. Andlisis de la distribucion t (t-SNE). Este andlisis revela la posibilidad de
que existan al menos dos poblaciones diferentes mostrando el porcentaje que
ocupan del total de la muestra.

Para lo cual se generaron los graficos de volcan (Figura 14), en los cuales podemos observar
gue la poblacion 1, presenta 17 genes sobre-expresados, siendo la uridina fosforilasa 1
(UPP1) la de mayor expresion (4.96 veces mas respecto a todo lo demas), el cual codifica
para una enzima que cataliza la fosforilacién reversible de la uridina a uracilo y ribosa 1
fosfato, el resto de los genes son la subunidad del factor de transcripcion AP-1 (FOSL1), el
miembro 2 de la familia 3 de los acarreadores de solutos (SLC3A2), un RNA pequefio
nucleolar (SNHG15), entre otros, y 36 genes sub-expresados, siendo un activador de
plasminégeno (PLAT) el que presenta la mayor sub-expresién, seguido por el factor de

37



proliferacion y diferenciacion de células progenitoras pancreaticas (PPDPF), la proteina rica
en cisteina 1 (CRIP1), el efector de la apoptosis P53 relacionado a PMP22 (PERP), etc. En el
caso de la poblacién 2, fueron 15 los genes que se encontraron sobre-expresados, siendo
NEAT1 y MALAT1 dos RNAs largos no codificantes como los genes que presentaron los
valores mas altos con 5.16 y 5.06 veces mas expresidn respectivamente que el resto de la
muestra, y 6 sub-expresados en donde encontramos a el inhibidor de unién al diazepam
(DBI) y a la proteina mitocondrial CHCHD10 como los que presentan las mayores
diferencias.
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Figura 14. Los grdficos de volcan muestran a los genes diferencialmente expresados de cada una de las poblaciones
comparados contra todo lo demds.

Ademas de los analisis convencionales y mas comunmente utilizados como son el PCA y el
t-SNE, el software de SeqGeq cuenta con otros algoritmos de machine learning adicionales
gue pueden resultar de mucha utilidad, uno de los que fueron utilizados en este estudio fue
el de Aproximacion y proyeccién multiple uniforme para reduccidon dimensional (mejor
conocido como UMAP, por sus siglas en inglés), el cual seguin sus desarrolladores Mclnnes
etal., es capaz de competir con el analisis de t-SNE en cuanto a la calidad de la visualizacién,
y es probable que preserve de mejor manera la estructura global, ademds de mejorar el
tiempo que toma realizar el analisis, lo cual seria muy Util si hablamos de cantidades masivas
de datos. De igual manera que con el t-SNE, los componentes obtenidos del PCA fueron
utilizados como precursores de este algoritmo. El grafico resultante muestra
aparentemente una sola poblaciéon, homogénea a diferencia de lo que observamos con el
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grafico de t-SNE (Figura 15), no obstante, los resultados obtenidos en el analisis, este
resultado no es concluyente de que no exista heterogeneidad dentro de la linea celular.

LIMAP

Figura 15. La aproximacion y proyeccion mdultiple uniforme para
reduccion dimensional (UMAP), muestra una distribucion de las células
un tanto homogénea a diferencia del andlisis de t-SNE.

Debido a que los dos graficos generados anteriormente resultaron ser muy diferentes y
contrastan uno con el otro, mostrando si bien una minima heterogeneidad en uno, y
solamente una poblacion homogénea en el otro, se emplearon algunos otros algoritmos,
como es el caso de una herramienta de machine learning conocida como Phenograph, la
cual crea subpoblaciones de manera automatica, es decir sin el sesgo que se puede
ocasionar al seleccionar nosotros mismos los pardmetros o genes de manera manual, ya
gue en esta solo se cargaron los datos y en automatico el programa generd las poblaciones
de las que aparentemente estd compuesta la muestra, que en este caso fueron siete, y para
poder visualizarlas, estas fueron plasmadas tanto en los graficos de t-SNE como UMAP
(Figura 16 ayb).

En estos podemos observar la manera en que se distribuyen las poblaciones en los gréficos,
cabe resaltar que a pesar de que los dos gréficos son diferentes en cuanto a la manera de
representar graficamente los datos, la distribucién de las poblaciones encontradas
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mediante el analisis con Phenograph se comporta de manera muy similar en ambos, con lo
gue podemos comprobar que efectivamente UMAP hace un trabajo muy similar al t-SNE,
sin embargo, nosotros notamos que a diferencia de lo que mencionan sus desarrolladores,
el analisis fue mas tardado empleando este método, no obstante la forma de agrupar los
datos se observa mucho mas limpia y mejor distribuida. Adicionalmente, las dos
poblaciones que anteriormente manejamos como diferentes entre si, mediante este
algoritmo vemos que en realidad son parte de una misma poblacidn, y que ademas de eso
estdn compuestas por una pequefia parte de una poblacién diferente, y eso es algo que
mediante un analisis convencional, no nos habria sido posible visualizar, causando un
posible falso positivo. Para verificar esto, se realizd el ajuste al momento de seleccionar a
dichas poblaciones, y se ejecutd un analisis de sus perfiles de expresidn génica, lo que arrojo
que no hay diferencias en cuanto a genes sobre-expresados, y solo se encontraron algunos
genes sub-expresados, sin embargo esto puede deberse a que es algo complicado
delimitarlas de manera manual, ya que como podemos observar se encuentran mezcladas
con algunas otras.

t-ShE UMAP
C

Poblacion Numero de células Porcentaje

Cluster 1 153 | 7.64

Cluster 2 415 | 20.7
372 : 18.6

Cluster 4 337 . 16.8
171 8.54

Cluster 6 351 17.5

Cluster 7 204 | 10.2
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Figura 16. Representacion grdfica de las poblaciones encontradas de manera automdtica mediante la
herramienta Phenogran en un grdfico de t-SNE (a) y en uno de UMAP (b), y las diferentes poblaciones
encontradas resumidas (c) se muestran tanto el numero de células del que estd formado cada una como el
porcentaje que estas ocupan.

Para comprobar que los resultados que habia encontrado el programa realmente fueran
subpoblaciones, fue necesario evaluar sus perfiles de expresién (Figura 16c), cabe destacar
gue gracias a este, ya no fue necesario delimitar a las poblaciones de manera manual, lo
gue evita que pudiésemos estar dejando fuera del analisis a cierta cantidad de células, o
gue estemos tomando en cuenta a algunas de otra poblacién diferente. Todas las
poblaciones evaluadas muestran diferencias en cuanto a sus perfiles de expresién
diferencial, a excepcién de la poblacidn 7 que no muestra genes ni sobre ni sub-expresados,
por otro lado es de resaltar que la poblacién que presentd mayores cambios en su perfil de
expresion diferencial fue la poblacién 5, con 33 genes sobre-expresados y 18 genes sub-
expresados (Tabla 2).

Tabla 2. Perfiles de expresion diferencial de las 7 poblaciones encontradas por Phenograph.

Poblacion Genes sobre-expresados Genes sub-expresados
Cluster 1 0 13
3 0
1 5
Cluster 4 5 14
33 18
Cluster 6 2 2
Cluster 7 0 0

El analisis de enriquecimiento funcional de los 33 genes sobre-expresados, mostrd
principalmente un enriquecimiento en los procesos que regulan de manera positiva la
apoptosis (Figura 17a), por lo que en primera instancia sugeriria que esta poblacion celular
presentd los mayores cambios en cuanto a su expresion diferencial debido a que era una
poblacién que estaba entrando en un proceso apoptdtico, sin embargo, es necesario validar
esto. En cuanto al enriquecimiento funcional que presentaron los genes sub-expresados
(Figura 17b) encontramos procesos tales como organizacion de la matriz extracelular,
fosforilacién pos-traduccional de proteinas, entre otros.

Con el fin de validar el resultado obtenido en el analisis de enriquecimiento y verificar si la
poblacién que observamos se encuentra en un proceso apoptadtico, se realizd la tincion con
un kit de Anexina V mediante citometria de flujo, la cual es una molécula capaz de unirse a
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la fosfatidilserina de la membrana de las células en apoptosis temprana. Adicionalmente,
previo a la medicién por citometria, se cuantificé la viabilidad de las células, para verificar
gue los resultados obtenidos no presentaran alguna variacion debido al tratamiento que
recibieron las células, la cual fue del 95%. La evaluacidon de Anexina V en la linea celular fue
de alrededor del 7% (Figura 18a), y el porcentaje de células que componen a esta poblacidn
es de 8.54%, esto sugeriria que las diferencias en los perfiles de expresién de esta poblacion
se debe Unicamente a que eran células entrando en el proceso de apoptosis.

Existen diferentes grupos de investigacién que de igual manera estudiaron la
heterogeneidad intra-tumoral del cancer de pancreas, tal es el caso del grupo de trabajo de

A ‘ G0:0043065: positive regulation of apoptotic process

‘ G0:1902532: negative regulation of intracellular signal transduction

| R-HSA-9614085: FOXO-mediated transcription

| R-HSA-1989781: PPARA activates gene expression

| GO:0009615: response to virus

| R-HSA-71291: Metabolism of amino acids and derivatives

| G0:0071897: DNA biosynthetic process

‘ R-HSA-2262752: Cellular responses to stress

GO0:0008544: epidermis development
GO:0007050: cell cycle arrest
) 1 2 3 4 5 6 7
-log10(P)
B | |R-HSA-1474244: Extracellular matrix organization

| R-HSA-8957275: Post-translational protein phosphorylation
| G0:0009611: response to wounding
| (G0:0051258: protein polymerization
| (G0:0002366: leukocyte activation involved in immune response
| (G0:0043254: regulation of protein complex assembly
| G0:0051272: positive regulation of cellular component movement

0 1 2 3 4 5
-10g10(P)

Figura 17. Enriquecimiento funcional de los genes sobre-expresados en la poblacion 5 (a) y de los genes sub-
expresados en la misma poblacion (b).
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Figura 18. Grdficos de cuadrantes de la citometria de flujo que muestra los resultados de la apoptosis
basal de la linea celular (a) y del control positivo generado (Gem + LiCl) (b).
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Ligorio, quienes realizaron un estudio sobre secuenciacidon de célula Unica en lineas
celulares de cancer de pancreas co-cultivadas con una linea celular de células estromales,
ellos encontraron que dentro de estas lineas celulares existian dos poblaciones diferentes,
una de ellas corresponde a células que se encuentran en proliferacién, a la cual
denominaron como PRO, y otra al programa celular de transicién epitelio mesénquima a la
que llamaron EMT, de igual manera establecieron dos firmas genéticas con las que se podria
identificar a dichas subpoblaciones, y estas fueron utilizadas para realizar un analisis
supervisado de los datos de secuenciacidon (Ligorio et al., 2019). Con lo anterior se
generaron los graficos de reduccion dimensional vistos anteriormente, como son PCA, t-
SNE y UMAP (Figura 19), de los cuales el unico con el que logramos observar la diferencia
mas evidente fue con UMAP.

PC2

Pl 1-SRE

LIk 2P

Figura 19. Andlisis supervisado generado con la firma genética que determina a las células que se
encuentran en proliferacion (Ligorio et al, 2019), representado mediante un grdfico de componentes
principales (a), un grdfico de la distribucion de t (b) y uno de UMAP (c).
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Es por lo anterior que este algoritmo fue el elegido para continuar con los demads analisis.
Lo que obtuvimos fue una separacion significativa de la muestra que con base en la firma
genética, la dividid en aparentemente 3 subpoblaciones diferentes (Figura 20 a y b),
obteniendo una significativamente mas pequeiia que las otras. Para determinar cual de
estas correspondia a la poblacién en proliferacién, se investigaron los productos de los
genes mas representativos de esta, como son MKI67 y CDK1 (Figura 20 c y d), con lo que
observamos un enriquecimiento de estos transcritos en la poblacidn de la parte inferior del
grafico (figura 20d). El analisis funcional de la expresion diferencial de esta poblacidn,
mostré un enriquecimiento en procesos relacionados con la division celular (Figura 20e), lo
cual confirma lo observado anteriormente.

Por otro lado, cuando se analizé a las otras dos poblaciones, solo se obtuvieron 4 genes sub-
expresados en la poblacion 2 y 10 en la poblacién 3, y en ambos casos no se encontraron
genes sobre-expresados. El anadlisis sobre la funcién de estos transcritos sub-expresados,
mostré que estaban relacionados con los procesos que favorecen el ciclo celular, con lo cual
serian poblaciones opuestas a la poblacion 1. De los cuales destacan algunos genes
involucrados con la malignidad o progresién tumoral, como son HMGB2, RRM2, y CDK1 los
cuales presentaron una mayor sub-expresién

Con base en lo observado tanto en los graficos como en el enriquecimiento funcional de los
genes diferencialmente expresados, parece ser que las poblaciones 1 y 3 son totalmente
opuestas, por lo cual se decidié hacer un andlisis de la expresion diferencial de genes entre
ambas poblaciones. Lo cual dio como resultado 58 genes sobre-expresados en la poblacidon
1 respecto de la 3 y 48 genes regulados a la baja en la poblacién 3 respecto de la 1, cabe
resaltar que no se encontraron genes regulados a la baja en el caso de la poblacion 1 ni con
una sobre-expresion en la poblacién 3. Sin embargo, en ambos casos se les practicd un
analisis de enriquecimiento funcional, obteniendo casi los mismos resultados en ambos
casos (Figura 21), no obstante siendo favorecidos en el caso de la primera y ausentes en la
segunda.

En conjunto, estos resultados contrastan con los obtenidos anteriormente de manera no
supervisada, en los cuales las diferencias poblacionales no eran evidentes de manera visual,
sino que habia que realizar analisis adicionales ademas de conocer sus perfiles de expresidn
diferencial, por el contrario al hacerlo de manera supervisada con una firma genética ya
probada por otro grupo de investigacidn, las diferencias se hicieron visualmente notables,
mostrando una poblacidn que se encuentran en proliferacidn, sin embargo los procesos que
se encontraban favorecidos en las otras poblaciones no fueron del todo contundentes,
puesto que en algunas de las subpoblaciones encontradas, no se presentaban genes
regulados a la alta como en las otras genes regulados a la baja, lo cual deja abierta la
posibilidad de emplear analisis o herramientas adicionales para confirmarlo.
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Figura 20. El andlisis supervisado con la firma genética reveld que existe un enriquecimiento de ésta en la linea celular (a),
con lo que se encontraron al menos 3 poblaciones aparentemente diferentes (b), y para corroborar que parte de la
poblacion se encontraba en proliferacion se usaron los marcadores de esta como CDK1 (c) y MKi67 (d). Se muestra el
andlisis de enriquecimiento funcional de la poblacién que de acuerdo conlos marcadores anteriormente mencionados se
encuentra en proliferacion (e).

45



Cabe destacar que la firma genética que utilizaron estos autores (Ligorio et al., 2019) para
el proceso celular de transicién epitelio mesénquima, no fue utilizada en este analisis
debido a que solo unos pocos genes de esta se encontraban dentro de los expresados por
nuestra muestra, con lo cual los resultados del analisis no habrian sido del todo confiables.

R-HSA-69278: Cell Cycle, Mitotic

G0:0051301: cell division

G0:0044770: cell cycle phase transition
G0:0000226: microtubule cytoskeleton organization
M176: PID FOXM1 PATHWAY

G0:0006323: DNA packaging

G0:0090068: positive regulation of cell cycle process

] G0:0000910: cytokinesis
R-HSA-68884: Mitotic Telophase/Cytokinesis
G0:0009263: deoxyribonucleotide biosynthetic process
] G0:0051321: meiotic cell cycle

R-HSA-983189: Kinesins
GO:0006260: DNA replication
G0:0051310: metaphase plate congression
G0:0007098: centrosome cycle

] G0:0006281: DNA repair
G0:0065004: protein-DNA complex assembly
M14: PID AURORA B PATHWAY
R-HSA-69242: S Phase

] G0:0051098: regulation of binding

T
0 5 10 15 20 25 30 35
-log10(P)

Figura 21. Andlisis de enriquecimiento funcional obtenido de la comparacion entre las poblaciones
encontradas. La poblacion 3 vs la poblacion 1.
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Discusion

El adenocarcinoma ductal pancredtico es una de las enfermedades neopldsicas mas
agresivas y con peor prondstico, esto en gran parte debido a la alta heterogeneidad
intratumoral que presenta, lo cual es el principal obstaculo para el tratamiento de esta
enfermedad. Es por esto que queda de manifiesto la importancia de enfocar los esfuerzos
en desenmascararla. Sin embargo, los esfuerzos que se han hecho tratando de estudiar
dicha heterogeneidad se habian visto limitados por las herramientas tecnoldgicas de las que
disponiamos y gracias a la implementacion de la secuenciacidn de célula Unica es que se le
esta haciendo frente estas limitantes. Por lo tanto en este trabajo nos enfocamos en
analizar las poblaciones que pudieran estar componiendo al cancer de pancreas pero en un
modelo de linea celular utilizando la metodologia de secuenciacidn de célula Unica
mediante la ténica de microfluidos. Ademas se analizé la funcionalidad de los perfiles de
expresion de cada tipo celular. Nuestros primeros resultados mediante un andlisis de
componentes principales no fueron capaces de evidenciar la presencia de diferentes
subpoblaciones dentro de la linea celular, lo cual es algo légico de pensar, ya que al tratarse
de una linea celular controlada, la cual carece de las ventajas y alteraciones que le
proporcionaria el micro-ambiente tumoral pudiesemos pensar que su composicién deberia
ser mucho mdas homogénea. No obstante sabiendo que: a) esta reportado en la literatura
como una enfermedad altamente heterogénea, b) existe resistencia a las terapias contra el
cancer convencionales (quimio y radio terapia), c) hay constante recurrencia en los
pacientes, d) se ha visto que las lineas celulares son capaces de reflejar de una manera muy
adecuada lo que ocurre de manera in vivo, decidimos continuar haciendo mas analisis.
Cambiamos el tipo de analisis de uno lineal a uno no lineal (t-SNE), lo cual nos dio los
primeros indicios de al menos dos probables sub-poblaciones, y mediante un
enriquecimiento funcional de sus perfiles de expresidon, encontramos que los genes
expresados en la subpoblacién 2 estaban relacionados con procesos posiblemente
involucrados en la progresién tumoral como son la respuesta celular a estimulos por
factores de crecimiento, desarrollo mesenquimal, division celular (Witsch et al., 2010,
Tsubakihara and Moustakas, 2018, Hanahan and Weinberg, 2011), entre otros, sin
embargo, al tratarse de genes sub-expresados, dichos procesos estarian siendo favorecidos
en alguna parte del resto de la poblacién.

Los algortimos usados cominmente para analizar cantidades masivas de datos como en
este caso, suelen ser de gran utilidad, sin embargo, existen ciertos inconvenientes como lo
es el hecho de seleccionar a las poblaciones de manera manual, ya que si las diferencias
fenotipicas entre las poblaciones son muy pequefias, puede darse un sobrelapamiento
entre las mismas, que fue lo que ocurrié en este caso, en el que pensamos que las
poblaciones que estabamos seleccionando en el primer grafico de t-SNE, eran diferentes lo
cual no era verdad sino que eran la misma poblacién e incluso estaban mezcladas con dos
poblaciones mas que eran diferentes, este problema puede ser solucionado con esta
herramienta conocida como Phenograph, la cual ha sido probada por diferentes grupos de
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investigacion con resultados muy alentadores, ya que confirman que se obtienen resultados
muy similares cuando realizan todo de manera manual, pero con la ventaja de no tener que
delimitar a las poblaciones, sino que se analizan de manera automatica con este algoritmo.
Este fue utilizado de manera conjunta con UMAP y t-SNE, para visualizar la manera en la
que dichas poblaciones se distribuian a lo largo de la muestra, lo que pudimos observar era
que el primero de ellos tal vez no evidenciaba la presencia de subpoblaciones como lo hizo
el segundo, no obstante dichas poblaciones en realidad no eran diferentes segun lo que
pudimos observar posteriormente, ademds de que ofrecia una mejor manera en la que se
distribuian los datos, ya que evitaba el traslape, y mostraba un mejor rendimiento en cuanto
al tiempo que le toma hacer el analisis de los datos, algo que se hace aun mas evidente con
el aumento en la cantidad de datos, hechos que también han sido evidenciados por otros
investigadores (Becht et al., 2018).

Se encontraron siete poblaciones mediante los analisis antes mencionados, hubo una que
destacé por presentar la mayor cantidad de genes tanto sobre como sub-expresados, vy el
analisis de enriquecimiento funcional evidencié que el proceso que se veia mas favorecido
era el de la via apoptética, lo cual fue apoyado por los analisis de citometria de flujo, esto
puede deberse a que se ha visto que la fosfatidil serina (PS) es relativamente abundante
tanto en los tejidos como en las células cancerosas (Ran and Thorpe, 2002), ademas ha sido
confirmado en lineas celulares de cancer de pancreas, que muestran una expresién basal
de este fosfolipido relativamente alta (Chu et al., 2013), cuyos resultados son muy similares
a los obtenidos en este estudio, pues reportaron una apoptosis basal para la linea celular
AsPC-1 de alrededor de 10% lo cual podria explicar por que se diferencio esta poblacién. No
obstante, se sabe que los genes ligados a un proceso apoptético no necesariamente
terminan en muerte celular, ya que existen estudios que han sugerido funciones adicionales
para los genes normalmente asociados con apoptosis que pueden implicar replicacién y
transcripcion. Diferentes autores hablan sobre los eventos apoptéticos que ocurren dentro
de una poblacidon de células tumorales, y coinciden en que este proceso se encuentra
aumentado en este tipo de células que en cualquiera otro tejido bajo condiciones
fisioldgicas algo que en parte podria explicar el por qué encontramos a esta poblacion en el
analisis. Otro de los procesos que se encontraban favorecidos era el de la via FoxO la cual
corresponde a una familia de factores de transcripcion (FTs) como FoxO1, FoxO3, FoxO4 y
FoxO6 que han emergido como reguladores clave de la proliferacién y el crecimiento
celular, ademas de ser considerados como blancos terapéuticos en el tratamiento contra el
cancer. Esta familia de FTs esta involucrada en la regulacidn de los procesos apoptdticos ya
gue en algunos estudios se ha encontrado disminuida su expresién, evitando asi que los
mecanismos que controlan el ciclo celular como p53 ejecuten sus funciones (You et al.,
2006), la induccién de apoptosis mediante las proteinas FoxO requiere de un alineamiento
con condiciones de estrés oxidante, la cual es otra de las vias que esta enriquecida en esta
poblacién. En conjunto estos resultados sugieren que esta es una poblacién que se
encuentra muriendo y debido a eso se diferencié del resto, sin embargo, hay evidencia de
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que las células tumorales al igual que un patégeno evade la respuesta inmune, utilizando
“disfraces” inteligentes para camuflarse de las defensas del hospedero. Con relacion a esto,
hay estudios que hablan sobre las consecuencias que genera la muerte celular dentro del
micro-ambiente tumoral, ya que afecta a diferentes funciones celulares tales como
supervivencia, proliferacidon, migracién, metabolismo y diferenciacién. Es debido a estos
efectos extrinsecos postmortem, que las células que se encuentran muriendo pueden
actuar para promover mas que retrasar la progresion tumoral. La via FoxO ademas ha sido
relacionada de manera positiva con las células troncales tumorales, ya que se ha visto que
la delecion de estos factores de transcripcidn puede ocasionar que no se generen mas
células troncales y que las ya existentes entren en apoposis (Ucker and Levine, 2018,
Tothova et al., 2007). Estos hallazgos de igual manera sugieren que la poblacién de células
troncales tumorales de esta linea celular se encuentra dentro del cluster 5 encontrado
gracias a Phenograph.

Gracias a los trabajos hechos por otros grupos de investigacion en los cuales encontraron la
presencia de sub-poblaciones en lineas celulares de cancer de pancreas fue que decidimos
utilizar una de las firmas genéticas determinadas por estos para realizar un analisis
supervisado de los datos, con lo cual obtuvimos una clara separacién de la muestra hasta
en tres sub-poblaciones diferentes, estos resultados son similares a los obtenidos por el
grupo de investigacién del que tomamos la firma genética (Ligorio et al., 2019), quienes
delimitan las poblaciones con base en los marcadores que estas expresan, tomando a Ki67
como un marcador especifico de las células denominadas como PRO, adicionalmente
tomamos a CDK1, otro de los genes expresados por esta poblacién, ambos mostraron un
enriquecimiento en la misma zona del grafico, con todo esto se determind a la poblacién 1
como la que se encontraba en proliferacién. Todo esto apoyado por el enriquecimiento
funcional el cual mostré que los genes expresados por esta poblacidon estaban relacionados
con el ciclo y la divisién celular, mismas vias que corresponden enteramente con las
reportadas por Ligorio. Por el contrario, no fue posible determinar la presencia de la
poblacién correspondiente a EMT como lo hacen ellos, esto probablemente se debe al
hecho de que nuestro modelo carece de las ventajas y modificaciones que ejerce el micro-
ambiente sobre las células tumorales, puesto que ellos observan diferencias en cuanto a la
cantidad de células que conforman cada poblacién y se lo atribuyen a las diferentes
proporciones en que co-cultivan a las células tumorales con una linea celular de fibroblastos
asociados a tumor.

Solo para verificar que las poblaciones identificadas fueran diferentes entre si, se analizaron
sus perfiles de expresién entre las muestras, con lo cual confirmamos que existian las
diferencias entre las poblaciones.

En conjunto todos estos resultados, nos llevan a una afirmacion, la heterogeneidad intra-
tumoral en el cancer de pancreas existe, claro que se trata solo de una linea celular, pero
es un hecho que concuerda con lo encontrado en otro estudio en el cual se analizaron
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muestras de tumores primarios de pacientes, a las cuales se les practicd la secuenciaciéon
de RNA a nivel de célula unica, ellos fueron capaces de encontrar al menos diez poblaciones
diferentes mediante un algoritmo de t-SNE, dentro de las que destaca el que hallaron dos
tipos de células ductales, de las cuales una de ellas mostraba caracteristicas relacionadas al
funcionamiento normal del pancreas y la otra relacionadas con la agresividad. Ademas de
esto encontraron que las células ductales de tipo 2 se sub-dividian en 6 poblaciones mas,
dentro de las cuales encontraron una que mostraba un enriquecimiento en funciones
relacionadas con la proliferacién y el ciclo celular y otra con la regulacién positiva de la via
apoptética, resultados que concuerdan con los encontrados en este estudio, con lo cual
podemos asumir que esta linea celular estaria mas relacionada a las células ductales tipo 2,
sin embargo, seria necesario confirmarlo. Es esperable que las diferencias no sean tan
marcadas debido a que no se trata de una muestra de un tumor en donde encontramos
células endoteliales, células de la respuesta inmune, células acinares, fibroblastos, etc., no
obstante pudimos recapitular la heterogeneidad intra-tumoral observada de manera in vivo
en una linea celular (Peng et al., 2019).

Conclusiones

Conseguimos estandarizar las condiciones adecuadas para el encapsulamiento de las
células individuales de la linea celular de cancer de pdancreas AsPC-1, con lo cual
conseguimos realizar el primer estudio de este tipo en México. Los datos obtenidos fueron
analizados con éxito mediante diferentes algoritmos para la reduccién de Ia
dimensionalidad, de estos podemos concluir que el analisis de PCA debe ser mas efectivo
en muestras cuyas diferencias transcripcionales sean mucho mas evidentes, debido a que
se trata de un algoritmo de tipo lineal, no obstante los datos de este pueden ser usados en
los otros algoritmos de tipo no lineal como los que fueron utilizados aqui. De los dos
algoritmos de este tipo podemos concluir que UMAP preserva de una mejor manera la
estructura global de los datos, puesto que el traslape entre las poblaciones era menos
evidente en un grafico de este tipo en comparacion con el de t-SNE que se mantiene como
el estdndar de oro para la reducciéon dimensional. Phenograph resulté de gran utilidad,
puesto que fue capaz de identificar poblaciones de manera automatizada, evitado los
sesgos realizando un andlisis no supervisado de los datos, que eliminé el problema de la
seleccion manual de las poblaciones, consiguiendo resultados mas confiables al momento
de analizar la expresion diferencial.

Con base en los resultados obtenidos y los andlisis realizados en este estudio podemos
evidenciar que la heterogeneidad intra-tumoral del cdncer de pancreas es evidente en la
linea celular que se utilizo, lo cual coincide con los resultados del grupo de investigacion de
Peng vy cols., obtenidos de muestras provenientes de tumores primarios de pacientes.
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