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ANALISIS DIGITAL PRELIMINAR DE ADENOCARCINOMA PANCREATICO

En los ultimos afos, se ha podido observar un andlisis digital microscépico mas evidente de la
oncologia a través de la patologia digital, la cual cada vez desempefia un papel mas importante
en la practica clinica. De hecho, la patologia digital junto con la inteligencia artificial tiene un
gran potencial para el diagndstico, prondstico y terapéutico de la medicina de precisién. El
microambiente tumoral (MAT) juega un papel importante en la progresion de la enfermedad
oncoldgica. Las células malignas y el estroma circundante estan estrechamente relacionados e
interactyan constantemente.

Este trabajo tiene como objetivo la caracterizacion de determinados elementos del MAT en 10
casos de adenocarcinoma pancreatico. El software QuPath de analisis de imagen permitira la
segmentacion y extraccion de parametros morfométricos de componentes especificos del
estroma: fibras de colageno, glucosaminoglicanos, células tipo linfocito y fibroblasto, y
elementos artefactuales. Se extraerd informacion precisa de las fibras de coldgeno que rodean
al nicho tumoral, a través del programa CurveAlign. La correcta caracterizacién del MAT en
cancer de pancreas permitird en un futuro clasificar correctamente los pacientes y avanzar en el
disefio de terapias personalizadas. Este trabajo se relaciona con el tercer ODS de la Agenda 2030:
Salud y Bienestar.
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PRELIMINARY DIGITAL ANALYSIS OF PANCREATIC ADENOCARCINOMA

In recent years, we have seen a more evident microscopic digital analysis of oncology through
digital pathology, which is playing an increasingly important role in clinical practice. In fact,
digital pathology together with artificial intelligence has great potential for diagnostic,
prognostic and therapeutic precision medicine. The tumor microenvironment (TMA) plays an
important role in the progression of cancer disease. Malignant cells and the surrounding stroma
are closely related and constantly interact.

This work aims to characterize selected TMA elements in 10 cases of pancreatic
adenocarcinoma. QuPath image analysis software will allow the segmentation and extraction of
morphometric parameters of specific stromal components: collagen fibers, glycosaminoglycans,
lymphocyte and fibroblast-like cells, and artefactual elements. Precise information on the
collagen fibers surrounding the tumor niche will be extracted using the CurveAlign software. The
correct characterization of pancreatic cancer TMA will allow the correct classification of patients
in the future and advance in the design of personalized therapies. This work relates to the third
SDG of the 2030 Agenda: Good Health and Well-being.
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1. INTRODUCCION

1.1. Patologia digital

La patologia digital incluye tanto el proceso de digitalizacion de laminillas con secciones
completas de histopatologia (WSI) utilizando escdneres como la aplicacién de enfoques
computacionales de analisis de imagen. Este término fue introducido por primera vez en 1986
por Weinstein (Weinstein, 1986). Aunque el concepto en un principio se acufié para incluir este
proceso de digitalizacién de WSI utilizando técnicas avanzadas de escaneo de secciones, ahora
también se refiere a enfoques basados en inteligencia artificial (IA) para la deteccion,
segmentacion, diagndstico y analisis de imagenes digitalizadas (Bera et al., 2019). La patologia
digital, por tanto, desempefia un papel crucial en la practica clinica moderna y es cada vez mas
un requisito tecnoldgico en el entorno del laboratorio de Anatomia Patoldgica (Niazi et al.,,
2019), ademas de tener el potencial de ayudar a la mejora de los flujos de trabajo clinicos
(Madabhushi & Lee, 2016).

La IA se refiere a una amplia disciplina cientifica que implica el uso de algoritmos de
entrenamiento de mdaquinas para extraer informacion o caracteristicas mas alla de la percepcion
visual humana (Baxi et al., 2022). Un sistema de IA tiene la capacidad de analizar e interpretar
grandes cantidades de datos de diagndstico, prondstico y terapéuticos, por lo que puede
acelerar significativamente el descubrimiento de nuevas caracteristicas histopatoldgicas que
pueden ayudar a la comprension o capacidad para predecir la progresidon de la enfermedad de
un paciente o como probablemente respondera a un tratamiento especifico (Serag et al., 2019).

Existen muchas ventajas practicas en el uso de estos sistemas de imagenes de patologia digital
en la investigacion traslacional y clinica. Por ejemplo, ofrecen mayor exactitud y precisién que
la patologia manual, permiten que las imagenes digitales sean cargadas y revisadas de forma
remota por multiples patdlogos, y facilita la adquisicion y procesamiento de conjuntos de datos
grandes y complejos (Baxi et al., 2022). Ademas, pueden aplicarse en el campo del diagndstico
(Osareh & Shadgar, 2010; Veta et al., 2012), del pronéstico (Beck et al., 2011; Saltz et al., 2018)
o del descubrimiento y desarrollo de farmacos (Vamathevan et al., 2019).

Por otro lado, el uso de la patologia digital también contempla limitaciones relacionadas con el
requerimiento y uso de datos, la utilidad clinica, la eficiencia y el coste. El éxito de este enfoque
va a depender de la calidad y cantidad de datos utilizados para entrenar al algoritmo, asi como
la lentitud para configurarlo y ejecutarlo. El acceso limitado a grandes conjuntos de datos bien
anotados puede limitar su utilidad clinica. Ademads, existe un coste elevado de equipos,
softwares avanzados e instrumentacion. (Baxi et al., 2022; Tizhoosh & Pantanowitz, 2018).



1.1.1 Aplicacion en cdncer

El término de oncologia de precisidn, cada vez mds comun en las practicas clinicas habituales,
describe el perfil genético y molecular de los tumores para determinar sus alteraciones
procesables (Doroshow & Doroshow, 2019). Ha habido un desarrollo muy grande en la
literatura con respecto a la patologia digital y la IA en la prediccion temprana, diagndstico y
prondstico en diferentes tipos de cancer (Bhalla & Lagana, 2022). El analisis de imagenes se ha
convertido en la tarea automatizada preferida y mas avanzada en la oncologia personalizada
gracias al desarrollo de nuevos algoritmos y hardware basados en redes neuronales (Kim et al.,
2020). De hecho, hay diferentes pasos en los que la IA puede ayudar. El primero y mas
importante es la deteccidn del tumor. El segundo paso es su caracterizacion, que implica tareas
como la segmentacion, diagndstico y estadificacidn; mientras que el tercer paso implica el
seguimiento del progreso de la enfermedad a lo largo del tiempo (Bhalla & Lagana, 2022).

Tradicionalmente, el examen visual de los fenotipos histopatolédgicos del cancer esenciales para
diagnosticar tumores sdlidos es realizado por expertos sin mucha asistencia tecnoldgica mas alla
de un microscopio éptico y técnicas inmunohistoquimicas. Una seccidn tipica de histopatologia
puede contener cientos de miles de células. Por tanto, el uso de métodos de patologia digital
puede ayudar al trabajo de diagndstico de rutina a través de la automatizacién y se puede
obtener una gran cantidad de informacidn cientifica y médica valiosa (Shmatko et al., 2022).

1.1.2 Softwares de patologia digital

En los Ultimos afios, a raiz de la expansion de la patologia digital y la necesidad de visualizar y
analizar exhaustivamente imagenes WSI, se han desarrollado una gran cantidad de softwares de
analisis de bioimagenes de cédigo abierto. Uno de los mas conocidos es Image J (Schneider et al.,
2012), en el que los investigadores pueden elegir una gran seleccion de herramientas detalladas
para realizar su andlisis de imagen. Sin embargo, la mayoria de estas aplicaciones de software
no aborda los desafios especificos de visualizacién y computacién planteados por las WSl y los
datos 2D de gran tamaio.

QuPath, creado originalmente en el Centro de Investigacion del Cancer y Biologia Celular de la
Queen's University Belfast como parte de un programa de investigacion en patologia digital, es
posiblemente el programa de software de analisis de imagenes mas utilizado en el mundo, y se
desarrolld para abordar estas necesidades, ya que ofrecié la primera aplicacion de software de
escritorio integral y de cddigo abierto disefiada especificamente para analizar y explorar datos
completos de imagenes WSI. QuPath ofrece una variedad de algoritmos novedosos que
proporcionan soluciones sencillas para problemas de andlisis comunes y desafiantes en
patologia, ademas de bloques de construccidn para crear flujos de trabajo personalizados que
se ejecutan de manera automatica gracias a una potente funcionalidad de generacién de
algoritmos con lenguaje Groovy. Finalmente, QuPath permite a los usuarios agregar sus propias
extensiones para resolver nuevos desafios y aplicaciones, e intercambiar datos de manera
optimizada con herramientas existentes que de otro modo proporcionarian soporte limitado de
secciones completas, como ImageJ y MATLAB (Humphries et al., 2021) (Bankhead et al., 2017).



Por otro lado, ha habido un esfuerzo por parte de la comunidad investigadora por desarrollar
softwares de cédigo abierto para el estudio de las fibras de coldgeno, dada la importancia que
poseen (Liu et al., 2017). CurveAlign 4.0 framework es una plataforma de cuantificacion de
colageno fibrilar que incluye dos paquetes separados pero vinculados: CurveAlign y CT-FIRE.
Estos programas se desarrollaron con objetivos complementarios, pero ligeramente diferentes.
CurveAlign se desarrollé primero y tenia como objetivo cuantificar todos los angulos de las fibras
dentro de una regién de interés en relacidon con un limite definido, que podia tratarse de una
linea recta o un limite tumoral. El desarrollo de CT-FIRE surgi6 tras el aumento de la investigacion
del papel del coldgeno en la progresidn del cancer y la invasidn, puesto que se quiso estudiar
como los parametros de fibras individuales podrian influir en cdncer y otras enfermedades. De
manera que CT-FIRE permite extraer automaticamente fibras de coldgeno individuales a partir
de imagenes para la evaluacion del angulo, la longitud, la rectitud/curvatura y la anchura de las
fibras. Ademas, las fibras individuales extraidas por CT-FIRE se pueden importar a CurveAlign
para la extraccion de las caracteristicas adicionales mencionadas anteriormente. (Bredfeldt
et al., 2014).

1.2. Microambiente tumoral

Los tumores no se componen Unicamente de células cancerosas, sino que son ecosistemas
heterogéneos formados por muchos tipos celulares, factores secretados y matriz extracelular
(MEC). Las células tumorales estimulan cambios moleculares, celulares y fisicos significativos en
los tejidos que las albergan para favorecer el crecimiento y la progresion del tumor. El
microambiente tumoral es complejo y estd en continua evolucién. Su composicién varia segun
el tipo de tumor, siendo el estroma un componente critico que desempefia funciones cruciales
en el inicio, la progresion y la metastasis del tumor (Hanahan & Weinberg, 2011)(Anderson &
Simon, 2020).

En cualquier tejido, la funcidn principal de los factores estromales es estructurar y remodelar el
tejido funcional, lo que requiere una variedad de macromoléculas y células que contribuyen de
maneras diferentes. Comprender las funciones fisioldgicas de cada componente es fundamental
para entender como afectan al comportamiento tumoral. El estroma estd compuesto por células
especializadas del tejido conectivo, como los fibroblastos; y la MEC. Ademds, también se pueden
encontrar otros tipos celulares especializados como las células endoteliales, los pericitos, los
adipocitos y las células inmunitarias (Valkenburg et al., 2018). Estas ultimas, que desempefian
un papel importante en la inmunovigilancia, se infiltran en el microambiente tumoral
contribuyendo a la modulacidn de la progresién del tumor, pudiendo influir en los fenotipos pro-
tumorigénicos (transiciéon epitelio-mesénquima, angiogénesis y resistencia a terapias) vy
antitumorales (vigilancia inmunitaria) a través de mecanismos diversos y complejos. La
poblacién de células inmunitarias innatas comprende células natural killer (NK), eosinéfilos,
basofilos y células fagociticas, y su funcidn es contrarrestar el crecimiento tumoral eliminando
las células tumorales directamente o desencadenando respuestas inmunitarias adaptativas. En
cambio, los linfocitos Ty B forman parte del sistema inmunitario adaptativo (Y. Zhang & Zhang,
2020). La inmunoterapia se basa en potenciar el sistema inmunitario, permitiéndole dar una



respuesta mas eficaz contra el tumor. Sin embargo, solo una fraccidn de pacientes se beneficia
de ella. Los infiltrados inmunes son heterogéneos entre los tipos de tumores y son muy diversos
de paciente a paciente (Fridman et al., 2012). Por lo tanto, una mejor comprensién de las células
inmunes innatas y adaptativas en el microambiente tumoral es esencial para descifrar los
mecanismos de las inmunoterapias, definir biomarcadores predictivos e identificar nuevos
objetivos terapéuticos (Finotello & Trajanoski, 2018).

Los fibroblastos poseen multiples funciones que dan forma a la MEC en la que residen.
Construyen la MEC segregando colagenos y otras macromoléculas, pero también la pueden
degradar liberando enzimas proteoliticas. Las interacciones entre los fibroblastos y la MEC
mediadas por la sefializacion de integrinas, afectan a la alineacién y la tension de las fibras de
colageno (Alexander & Cukierman, 2016).

El colageno es el principal elemento estructural de la MEC y es generalmente la proteina mas
abundante en ella. Proporciona resistencia mecanica y sitios bioactivos para la adhesion celular
y regula la migracién. Por lo general, es el componente de la MEC en el que se observa con
mayor frecuencia que ha sufrido cambios en alguno de sus parametros, incluida la deposicion,
degradacion, modificacion postraduccional o su organizaciéon (Cox, 2021). Ademas, varios
experimentos y datos clinicos han revelado al coldgeno como un factor prondstico
correlacionado con la diferenciacién del cédncer, la invasién, la metastasis perineural, vascular
sanguinea y linfatica; y el estadio clinico de los pacientes. A parte del contenido en colageno, su
alineacién y distribucién también afecta a la progresion de la enfermedad (Xu et al., 2019).
Durante la progresion del tumor, el coldgeno exhibe varios patrones distintos de organizaciéon
del colageno, denominados firmas de coldgeno asociadas a tumores (TACS), con importantes
implicaciones en la progresion de la enfermedad. Estas firmas se identificaron inicialmente en
tumores de mama (Provenzano et al.,, 2006) (Conklin etal., 2011). La firma del coldgeno
asociada al tumor 1 (TACS-1) indica la presencia de colageno denso cerca del cancer, TACS-2
representa fibras de colageno paralelas al borde del tumor y TACS-3 representa fibras de
coldgeno alineadas radialmente. TACS-3 se relaciond con la invasidn de células cancerosas y la
supervivencia deficiente en el carcinoma ductal de mama in situ debido a que proporciona a
menudo un conducto para la invasién de células de carcinoma (Conklin et al., 2011).

Las glicoproteinas y proteoglicanos llenan el espacio intersticial y amortiguan la tension fisica en
la MEC debido a la alta viscosidad creada por sus cadenas laterales de glucosaminoglicanos
(GAGs) y su capacidad de resistir fuerzas de compresién. También regulan procesos celulares
como la adhesién, proliferacién y la diferenciacion; ayudan a la creacién de una red cohesiva de
moléculas de la matriz uniendo factores de crecimiento, citoquinas y cationes divalentes gracias
a su carga polianidnica; y poseen funciones tanto supresoras como promotoras de tumores
(lozzo & Schaefer, 2015).

Por tanto, es importante la comprension de la composicion compleja de los elementos del
entono tumoral, asi como de sus interacciones para asi conseguir mejorar las estrategias
dirigidas al estroma y poder disefiar terapias antitumorales mas eficaces.



1.3. Adenocarcinoma pancredtico

El cancer de pancreas es una de las principales causas de mortalidad asociada al cancer, siendo
la tercera causa principal de muerte en hombres y mujeres combinados, con un prondstico
global muy negativo que practicamente no ha cambiado desde hace décadas (Siegel et al.,
2022). En la actualidad, la prevencién o diagndstico precoz en una fase curable son
extremadamente dificiles, los pacientes rara vez presentan sintomas y los tumores no muestran
marcadores sensibles y especificos que ayuden a su deteccién. Incluso los tumores en etapa
temprana tienen tasas de recaida altas (Neesse et al., 2019). De hecho, las opciones terapéuticas
son limitadas y el progreso en el desarrollo de farmacos se ve obstaculizada porque la mayoria
de los canceres de pancreas son complejos a nivel genémico, epigenético y metabdlico. Ademas,
la interaccion entre las células neoplasicas y estromales en el microentorno tumoral supone un
reto para el tratamiento médico (Kleeff et al., 2016).

El adenocarcinoma pancreatico, que constituye la mayoria de las neoplasias malignas del
pancreas, suele caracterizarse por una fuerte respuesta desmopldsica, un depdsito muy elevado
de MEC, con fibroblastos estromales hiperactivados y una fuerte inmunosupresion. Esta MEC,
aparte de limitar la administracion y eficacia de la quimioterapia e inmunoterapia, desempenfa
un papel en la extensa metastasis observada con frecuencia y puede influir en una diseminacién
temprana. La composicion desmoplasica del estroma es muy heterogénea entre pacientes e
incluso dentro de un solo tumor, lo que plantea un desafio para la caracterizacion de su
microambiente y el abordaje de la importancia clinica de la heterogeneidad estromal inter e
intratumoral (Ray et al., 2022).

Entre las estrategias emergentes para tratar el cancer de pancreas figuran la identificacion de
subgrupos de pacientes para terapias individualizadas, el desarrollo de terapias molecularmente
dirigidas e inmunoterapias, y la focalizacion en el microentorno tumoral como diana potencial.
Otras areas de intensa investigacion son la deteccidon precoz, la validacion de marcadores
tumorales y la estandarizacidn de los cuidados (Kleeff et al., 2016).

El presente trabajo de fin de grado forma parte del proyecto “Cancer Stroma Assessment
through Digital Pathology” (CASA-DP), que tiene en uno de sus objetivos la caracterizacion del
estroma del microambiente tumoral a través de la patologia digital en cancer de pulmén, coldn,
pancreas y linfoma no Hodgkin. Coordinadora del proyecto: Nuria Malats Riera. Convocatoria
interna. Acciones Estratégicas CIBERONC 2021 Towards Cancer Mission in Horizon Europe.

CIBER es un consorcio dependiente del Instituto de Salud Carlos Il a través del Ministerio de
Ciencia e innovacion y cofinanciado con fondos FEDER y FSE. Fondo Europeo de Desarrollo
Regional (FEDER) “Una manera de hacer Europa”. Fondo Social Europeo (FSE) “El FSE invierte en
tu futuro”.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Este trabajo tiene como hipdtesis que la caracterizacion del estroma tumoral mediante las
herramientas de analisis de imagen QuPath y CurveAlign puede proporcionar informacion
valiosa sobre la heterogeneidad tumoral e intratumoral en adenocarcinoma de pancreas en base
a los parametros morfométricos de los componentes especificos del estroma. Los patrones
digitales obtenidos junto a los datos clinicos de los pacientes podrian permitir una
caracterizacion mas correcta del microambiente tumoral, contribuyendo a una mejora
sustancial en la clasificacion de los pacientes a nivel diagndstico y/o prondstico y en el avance
del disefio de terapias personalizadas.

Los objetivos especificos de este trabajo son:

- La cuantificacion del estroma, nicho tumoral y luces o espacios intratisulares /
elementos artefactuales, asi como la segmentacion y extraccion de parametros
morfométricos de componentes especificos del estroma: fibras de coldgeno, sustancia
fundamental, GAGs 4cidos, y células tipo linfocito y fibroblasto a través del software
QuPath.

— Laextraccién de informacion relativa a la longitud, grosor, curvatura y angulaciéon de las
fibras de coldgeno que rodean al nicho tumoral, a través del programa CurveAlign.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion de las imdgenes

El andlisis digital se realizé en 10 casos de adenocarcinoma pancreatico provenientes del
hospital del Mar de Barcelona. El servicio de anatomia patoldgica envié los bloques de parafina
al CNIO (grupo de oncologia genética y molecular) en el que cortes seriados para cada caso se
emplearon para realizar las tinciones de Hematoxilina-Eosina (HE), Tricrémico de Masson (TM),
Azul Alcian pH 2,5 (AA) y Citoqueratina AE1/AE3 (CK). Los portaobjetos se digitalizaron con un
escaner Zeiss Axio Scan Z.1 (objetivo 20x) para obtener una WSI y se realizé una superposicidon
de imagenes (liang et al., 2019) para poder identificar caracteristicas co-localizadas entre las
tinciones en el ETSI (UPM). De cada caso, se seleccionaron tres regiones de interés (ROIs) de
1000 x 1000 pum, asignandoles un numero comprendido de 01 a 03 (Figura 1). Las zonas situadas
en el centro y la periferia del tumor fueron excluidas, asi como las regiones con grandes
artefactos y aquellas con mas de un 10% de tejido normal pancreatico. Cada caso con el conjunto
de ROlIs para todas las tinciones se codificd como set. Asi, este trabajo incluye los resultados de
los sets 2,4,5,6,7,8,9,10,11 y 12.

Figura 1. Caso 12 con la seleccion de las regiones de 1000x1000 um en las tinciones de HE, TM, AA 'y
CK.



3.2. Protocolo de andlisis digital en QuPath

Cada una de estas ROls se segmentd de manera manual delimitando las areas del nicho tumoral,
estroma y luces/artefactos. La segmentacion de la tincion HE se compard y corrigié en base a la
segmentacion realizada por los patélogos (Figura 2).

estroma Mascara de nicho tumoral Mascara de luces/artefactos

~ Caso 12/ROI_03 HE Segmentacion manual Mascara de

Figura 2. Segmentacion definida manualmente en la ROI_03 del caso 12 (1000 x1000 um)

Para caracterizar el estroma se calcularon los porcentajes de sus componentes en las diferentes
tinciones. En HE se extrajo informacién de las fibras de coldgeno, sustancia fundamental y
células; en TM se obtuvieron las fibras de coldgeno; y en AA el porcentaje de
glucosaminoglicanos acidos (GAGs). La tincién de CK fue utilizada como apoyo para la
segmentacion anterior de tumor-estroma-luces/artefactos.

Para la obtencién de dichos porcentajes, se entrend un clasificador por pixel para cada una de
las tinciones mediante la anotacidn manual de estos componentes en diferentes imagenes (de
20 a 30 anotaciones de cada elemento en 6 imagenes). Se eligié un clasificador del tipo “Red
neuronal artificial” (Artificial neural network) con alta resolucion (0,44 um/px). A continuacion,
cada clasificador se aplicé a todos los casos en su tincion correspondiente (Figura 3).

Caso 12/ROI_03 HE

Mascara fibras Mdscara sustancia fundamental Mascara células

Mascara GAGs

Figura 3. Segmentacion de los componentes del estroma a través de clasificadores por pixel en la ROI_03
del caso 12 en la tincion HE, TM y AA. (1000 x1000 um)



Para determinar los tipos celulares presentes en el estroma se realizé la deteccién celular sobre
la tincion de HE mediante QuPath modificando los pardmetros morfométricos y de intensidad
determinados por el programa (Figura 4a). El parametro correspondiente a la expansién celular
relativa al drea del nucleo (como prediccidon del citoplasma celular) se establecié en 0 um, por
lo que se sélo se detectaron los nucleos celulares. Una vez obtenida la deteccidon celular, se
seleccionaron manualmente células tipo linfocito y células tipo fibroblasto, a las que se les
asigné la clase correspondiente mediante anotacién (de 20 a 30 anotaciones de cada tipo celular
en 6 imagenes). Estas anotaciones se emplearon para entrenar un algoritmo de clasificacién del
tipo Artificial neural network (Figura 4b).
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a e " e T T i ] i e e e . e
» 4 e e X 2

T v i

¥
I SINE
B! Cell detection =} v

Setup parameters

Detection image Hematoxylin OD
Requested pixel size 05 um
Nucleus parameters

Background radius 8 um

um

°

Median filter radius
Sigma 15 um
Minimum area 10 umA2
Maximum area 400 HmA2
Intensity parameters

Threshold 0.1

Max background intensity = 2

T L[ BT Lol AT | T
V| Split by shape '/lq‘ '?,x'- ‘}( '/,'*?X,- i}‘"-(
’ 35/ 'y ’ >4 'y
Cell parameters » i | e ‘V’ 2 ﬁi L " (m |
g I 0 3 2
Cell expansion O 0pm o Ay 0“4 g Y S .‘, ,'r
A . L s
v/ Include cell nucleus a k)
‘._.4' % ; )y T Vil
General parameters l’ D - O "
/| Smooth boundaries ‘,L\ : NPA 8 ".\\ Ty
V/| Make measurements ; { ; " mm Tipo Linfocito ) gLl W
A ks = Tipo Fibroblasto | ? 1.8
Run k&ﬁ 3 2y S ¥
o e ;}i’ i,
| - '«‘; ™
L? o ’J . :

Figura 4. Deteccion y clasificacion celulares en QuPath. a) Parémetros utilizados para la deteccion celular.
b) Deteccion celular y clasificacién de tipos celulares (tipo linfocito y tipo fibroblasto) en ROI_03 del caso
12.

3.3.  Protocolo de andlisis de fibras en CurveAlign.

Para la caracterizacién de fibras de colageno se seleccionaron tres ROIs de 150 x 150 um de cada
una de las regiones anteriores de 1000 umz, que incluian una parte de nicho tumoral en la que
se definié el tumoral boundary o limite entre un nicho tumoral y su estroma circundante. Se
obtuvieron, por tanto, nueve ROIs por caso.

Se efectuaron dos andlisis diferentes: CT-FIRE y CurveAlign.

Para el analisis de CT-FIRE fue necesario disponer de las imagenes originales de la tincién TM,
asi como de una imagen de las fibras segmentadas en formato 8 bits. Se utilizaron los
pardmetros establecidos por defecto en el programa.

Para CurveAlign, fue necesario disponer de los datos de CT-FIRE, asi como de las mdascaras
binarias con los limites intratumorales definidos. Estas mdscaras se realizaron de manera manual
mediante la opcion Boundary creation. Una vez obtenidos estos outputs, se selecciond CT-FIRE
Fibers como método de andlisis y Tiff Boundary como método para establecer los limites. Se
establecié la distancia desde el limite en 100 pixel (100 pixeles =21,97 um) para evaluar las fibras
mas cercanas al tumor y en 600 pixeles para evaluar aquellas mas alejadas (Figura 5).



ROI_03_3 (150 X 150pm)
Caso 10/ROI_03 (1000 X 1000 um) -

Boundary creation

Figura 5. Flujo de trabajo para CurveAlign y CT-FIRE. Se parte de una ROI 1000 x 1000 um en la que se
seleccionan 3 ROIs 150 x 150 um. De estas, se obtiene una mdscara binaria que marca el limite intratumoral
entre nicho y estroma (boundary creation) y la mdscara de fibras en formato 8-bit. Se realiza el andlisis CT-
FIRE y, finalmente, el andlisis a través de CurveAlign.

Tras la realizacién de estos analisis, se agruparon los resultados entre fibras cercanas al tumor
(£ 100 pixeles) y alejadas (> 100 pixeles) para comprobar si existian diferencias significativas en
alguno de los parametros estudiados (angulacion respecto al nicho tumoral, longitud, anchura 'y
curvatura/rectitud). Se estudié dentro de una misma regidn, en cada caso y en el conjunto de
casos.

3.4. Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos y las representaciones graficas se realizaron empleando GraphPad Prism
8.01. Para la evaluacion de las diferencias estadisticas entre los casos en cuanto al porcentaje
de sus componentes, se realizé un test ANOVA, en el que se comparan las varianzas entre el
promedio de diferentes grupos. Ademas, los datos de promedio, mediana o desviacién estandar
(SD) se obtuvieron mediante un analisis de estadistica descriptiva.

Para identificar valores anémalos en las métricas calculadas en las fibras de colageno, se empled
el método ROUT (Robust regression and Outlier removal) con coeficiente Q = 1%. Para evaluar
estadisticamente las diferencias entre las fibras cercanas y alejadas del tumor se realizdé una
prueba no paramétrica de Mann-Whitney que compara la distribucion de dos grupos no
emparejados.

Se consideraron estadisticamente significativas las diferencias entre los grupos si el P-valor era
inferior a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1.

Cuantificacion de elementos del estroma

Las tareas descritas en materiales y métodos de segmentacion, clasificacidon y cuantificacion

permitieron extraer los siguientes pardmetros del tejido para cada ROI:
- Porcentaje de nicho tumoral, estroma y luces/artefactos en las imagenes HE.
- Porcentaje de fibras, sustancia fundamental, totalidad de las células estromales,
célula tipo linfocito y fibroblasto en las imagenes HE.
- Porcentaje de fibras de coldgeno en las imagenes TM.
- Porcentaje de GAGs en las imagenes de AA.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.
El porcentaje de estroma que se obtuvo se encontrdé en un rango desde un 47,6 % hasta un
84,34%, con un promedio del 67,72% en todos los casos. En cuanto al nicho tumoral, su
porcentaje promedio fue del 21,44%, con una variacion del 9,29% al 45,83%. Las luces y
artefactos alcanzaron un promedio del 10,434%, con un rango entre 0,71%y 22,12 %.

En el caso de las células del estroma, su porcentaje medio de todos los casos fue de 29,09 %,
con una variacién del 11,17 % al 53,51 %. Las células tipo linfocito presentaron un promedio del
22,27%, con un minimo de 5,83 % y un maximo de 59,48%. Las células tipo fibroblasto variaron
desde un 40,51% hasta un 94,17 %, con un promedio de 37,59%.
Los valores de las fibras calculadas en la tincién TM fueron desde un 4,33% hasta un 38,87%, con
un promedio de 21,04%. Por ultimo, los GAGs estudiados a través de la tincién AA presentaron
un promedio del 41,46%, con un rango entre un 1,27% y un 85,8%.
Los porcentajes de cada elemento se compararon entre casos, entre ROIs de un mismo caso y

entre las diferentes tinciones.

100;

% Estroma
e
+
"
el
i .
g
o
4
i
% Nicho tumoral
' i
J

% Luces/artefactos

.
20 20 £y - + FI: "y E
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o0 hgo“:eabeo‘\ qoﬁq;bo,&o\'\ o,\"b ‘ao'luq,ubgo‘aeoﬁgn’\ ‘P‘b@o‘e 0,@0\'\ °,:b
o’b b@ o’) o’b G@ 0’3 o'bc?@cppc;}'a Qb 0@ 0‘0 o@ o@ o@ o’bo,bbo,b%o,b&

@
s

o
=3

B vl .
n% - %+}£

-
T

=
-

5
% Tipo fibroblasto
3
;_’,

% Tipo linfocito

% Fibras TM

o
a

3
E

.

IS
s

% Células

20 204 & +
i—{- - f—v!— F + :|'
mt g
— T T
N A
S S S s S
F PP T FFFF R PP P

100

20 %.__%%%‘E—I-%-L

T — T
TR B A D %,0 N
P P00 .0

o 0 0
D pD D N2 D W G
[ VvV Vi

— T
T B O A D S0 N0
) q?o@”oo”'o@”oe*c@*e@“’ob"\a"\e“\
e F G F PP

PP I RN
PP P P g g~ i ~ R o]
T EFEEFF P

% GAGs

—t—
-

e ]
=

I

T
°Q0\Qe\'\o\m
FF

t —T—
0’1’0 -] OEOI\O
P P )

PP

v 4"

*
-]

¢
s,

Figura 6. Porcentajes de estroma, nicho tumoral, luces/artefactos, totalidad de células estromales,
células tipo linfocito y fibroblasto, fibras y GAGs en cada caso. Se representa el valor del promedio junto
con la desviacion estdndar en cada caso. Las diferencias significativas se muestran como * p-valor < 0,05;

** p-valor < 0,01; *** p -valor < 0,001.

11



4.1.1. Heterogeneidad intertumoral

En general, en todos los casos el porcentaje de estroma fue mayor que el de tumor. Atendiendo
al analisis estadistico, en el porcentaje de estroma se observaron diferencias significativas entre
los casos 5—9(62,97% vs 74,21%; p-valor =0,0317),5- 11 (62,97% vs 82,79%; p-valor = 0,0385);
6 —7(53,53% vs 69,04%; p-valor = 0,0232), 6 — 9 (53,53% vs 74,21%; p-valor = 0,0334); y 9 — 12
(74,21% vs 62,15%; p-valor = 0,0480). En cuanto al nicho tumoral, hubo diferencias significativas
entre los casos 6-7 (39,07% vs 18,84%; p-valor = 0,0106); 6-10 (39,07% vs 12,72%; p-valor =
0,0177); y 11-12 (14,56 % vs 22,79 %; p-valor = 0,0450). En luces / artefactos se encontraron
diferencias significativas entre los casos 8 — 11(4,927% vs 1,771%; p-valor = 0,0305). Con estos
resultados se observd que los casos 5 y 6 destacaron por presentar una cantidad de estroma
menor que el resto. En la Figura 7a se muestra la comparacion entre la ROIl_01 del caso 6 y las
ROI_02 del caso 11 como ejemplo visual de dos regiones que presentaron variaciones
considerables entre los porcentajes de estroma, nicho tumoral y luces / artefactos.

Por otro lado, se observaron variaciones en la celularidad, con ROIs con menos de un 20% de
células hasta ROIs con porcentajes mayores al 50%. El caso que presentd menor cantidad de
células respecto al resto fue el caso 8, con un promedio de 14,85 % de células en el estroma. Por
tanto, se observaron diferencias significativas entre los casos 2 — 8 (32,98% vs 14,85 %; p-valor
=0,0089); 2—-4(32,98% vs 21,50%; p-valor =0,0313); 4 —9 (21,50% vs 36,01%,; p-Valor =0,0187);
5-8(32,00 % vs 14,85 %; p-valor = 0,0148), 8 - 9 (14,85 % vs 36,01 %; p-valor < 0,0001) y9—-11
(36,01 % vs 23,15 %; p-valor = 0,0446). Latendencia en todos los casos fue contener una mayor
cantidad de células tipo fibroblasto, a excepcidn del caso 7, que presentd una mayor infiltracion
linfocitaria, con un promedio de 53,21% tal y como se muestra en la Figura 7b. Se encontraron
diferencias significativas en las células tipo linfocito entre los casos 7 — 11 (53,21% vs 15,74 %;
p-valor = 0,0220); y en las células tipo fibroblasto entre los casos 7 — 11 (46.79 % vs 84,26 %; p-
valor = 0,0072).

En la tincion TM se estudiaron las fibras de colageno. Estadisticamente no existian diferencias
significativas entre casos. Se observd que, en la mayoria de los casos, el porcentaje de fibras se
encontraba aproximadamente entre un 20% y un 40%. Como excepcion se encuentra el caso 5
y 9, que destacd por contener un porcentaje menor de fibras, presentando, por tanto, un
estroma mas laxo que el resto, con un promedio de 10,5 %y 39,165 %, respectivamente (Figura
7c.

Finalmente, de la tincidon AA se estudié la cantidad de glucosaminoglicanos (GAGs) contenidos
en el estroma. Solo se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los casos 4 —
11(2,71% vs 75,99 %) y 9 - 11 (10,83 % vs 75,99 %; p-valor = 0,0009). Sin embargo, se obtuvieron
valores muy dispersos tanto dentro de un mismo caso, como entre los diferentes casos. Este
parametro fue el que presenté mayor variabilidad de todos los estudiados (Figura 7d).

12



% Estroma |47,61%

% Nicho % Células 27,77 %
tumoral 45,83 % 4 |% Tipo Linfocito | 45,83 %
% Tipo
4 % Luces / 6,56 %
: 6,569 i :
> SRR 2 artefactos | 656 % fibroblasto

Caso 11/ ROI_02

12/ ROI_02
T

% Estroma | 83,50%

% Nicho
tumoral 15,78% -
% Luces / % Células 11,17 %
0,71% % Tipo Linfocito| 8,76 %
artefactos patiniod d
% Tipo
e E 10 8 100: 100 100 2 100 fibroblasto 91,24%
= ] ?
@ s T S 80 S w0 80 G w0 8]
e £ S ® Caso 6 g ] _g
O &0 3 e 60 ® Caso7 S e ‘T 60 0.
= g % E @ Caso 11 = = \/ S
7} [=] g @ =
w40 £ 40 ‘\‘_4 @ 4 Caso 12 O 4o J a 40 S
— ° -— —
B Z 2 8 5 S 2 = =)
. . 3 3 F
X e ) e
— T T X o = —T— o & — T
N Q@ N N O Ny NS ]
N o 0% oo S P I
A ¢ & & & & & F & & & EE &
€ | caso9/ROI_03 d
s
7,34% %GAGs | 858%
% Fibras__| 38,87 % . [ %oacs [1254%
100 100
= 80 80
- ® Caso 6 0
g - ® Caso9 (&" 60
2 4 ®Caso11 O:
u X
X 20 20
i
0 0
> &L N D
S S NS
E €& &

Figura 7. Comparacion de los porcentajes de los elementos estudiados en el estroma tumoral entre
casos. a) ROI_01 del caso 6 y ROI_02 del caso 11 sobre el porcentaje de estroma, nicho tumoral y luces /
artefactos en la tincion HE; b) ROI_01 del caso 7 y ROI_02 del caso 12 sobre el porcentaje de células, células
tipo linfocito y células tipo fibroblasto en la tincién HE; ¢) ROI_03 del caso 9 y ROI_02 del caso 11 sobre el
porcentaje de fibras de coldgeno en la tincion TM y d) ROI_01 del caso 11 y ROI_03 del caso 6 sobre el
porcentaje GAGs en la tincion AA. Las tablas contienen los porcentajes de cada pardmetro analizado en
la imagen correspondiente a una ROl y los grdficos muestran los porcentajes de cada componente en todas
los ROIs del caso mostrado. (ROIs 1000 x 1000 um)
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4.1.2. Heterogeneidad intratumoral

Se calculé la desviacion estandar (SD) de cada parametro en todos los casos para estudiar la
variabilidad existente dentro de un mismo tumor. El promedio obtenido de todas las SD fue de
6,513 (Figura 8). Este valor se empled como criterio de heterogeneidad, de manera que aquellos
pardmetros con una SD superior se consideraron heterogéneos. Se observoé que los parametros
con una menor dispersiéon de los datos fueron los porcentajes de estroma, tumor y
luces/artefactos. El caso 2 (SD = 7,182 %) y el caso 4 (SD = 7,353%) fueron los que presentaron
mas diferencias respecto al porcentaje de estroma, seguidos por el caso 7 (SD = 7,098 %), con
una diferencia de 13,31 % entre las ROIs 01 y 02 (Figura 9a). El resto de los casos, presentaron
SD inferiores a la media. Con respecto al porcentaje de nicho tumoral, el caso 9 mostré una SD
mayor respecto al resto de casos (7,059 %); y en el caso de luces/artefactos, el caso con datos
mas dispersos fue el caso 10 (SD = 8,155 %).

Respecto a los tipos celulares que componen el estroma, el caso 8 (Figura 9b) fue el mas
heterogéneo, presentando una diferencia del 35,67% entre las ROIs 01 y 02. Su SD tanto en
células tipo linfocito como tipo fibroblasto fue de 17,910 %, por lo que presentd diferencias en
su composicion celular segun la ROI que se estudie, con zonas con un mayor infiltrado inmune.
En el resto de los casos también hubo variaciones, pero de menor amplitud, considerando
también como tumores heterogéneos en cuanto a su composicidn celular a los casos 2 (SD =
3,178%), 9 (SD = 8,485%) y 11 (SD = 8,092 %).

Las fibras de coldgeno estudiadas en la tincion TM mostraron variacion entre un mismo tumor,
sobre todo en el caso 6 (SD = 10,300 %), caso 7 (SD = 11,020 %), caso 11 (SD = 10,010 %) y caso
12 (SD = 7,148 %)(Figura 9c). El resto de los casos presentaron valores mas uniformes entre
ROls.

Finalmente, y al igual que sucedia al estudiar la variacién entre los diferentes tumores, los GAGs
presentaron una gran heterogeneidad intratumoral, presentando casi todos los casos valores de
SD mayores a la media. Se puede destacar como ejemplo al caso 2 (SD = 27,70%), con ROIs que
se diferenciaron en un 52,5 % en su cantidad de GAGs (Figura 9d). Los Unicos casos que
presentaron valores homogéneos de GAGs fueron el caso 4 (SD = 2,19%) y el caso 5 (SD = 2,98
%).

Tras el estudio y comparacién de los parametros dentro de cada caso, se puede destacar el caso
5 como ejemplo de un tumor muy homogéneo, ya que presentd variaciones muy pequenas
entre sus diferentes regiones, ademas de los casos 4, 9, 11 y 12 que también tuvieron SD
menores a la media. El resto de los casos si que mostraron una heterogeneidad evidente.
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Figura 8. Desviacion estandar (SD %) de todos los parametros de cada caso. a) Representacion de todos
los datos de SD obtenidos. Se representa el promedio en forma de linea discontinua horizontal. b) SD de
estroma, nicho tumoral (Tumor), luces/artefactos (L/A), células tipo linfocito (Linf.) y fibroblasto (Fibrob.),
fibras (Fib.TM) y GAGs en cada caso. Se representa el valor del promedio junto con la SD en cada

parametro. Se representa con una linea discontinua horizontal la media de la SD de todos los datos.
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Figura 9. Comparacion de los porcentajes de los elementos estudiados en el estroma tumoral por caso.
a) ROI_01 y ROI_03 del caso 7 sobre el porcentaje de estroma, nicho tumoral y luces / artefactos en la
tincion HE; b) ROI_01 y ROI_02 del caso 8 sobre el porcentaje de células, células tipo linfocito y células tipo
fibroblasto en la tincion HE; c) ROI_01 y ROI_03 del caso 11 sobre el porcentaje de fibras de coldgeno en
la tincion TM y d) ROI_02 y ROI_03 del caso 2 sobre el porcentaje GAGs en la tincién AA. Las tablas
contienen los porcentajes de cada pardmetro analizado en la imagen correspondiente a una ROl y los
grdficos muestran los porcentajes de cada componente en todas los ROIs del caso mostrado. (ROIs 1000 x

1000 um)



4.1.3. \Variabilidad en la especificidad de las tinciones

Para la cuantificacidn de las fibras de colageno y GAGs, se utilizé tanto la tincién de HE como TM
(fibras) y AA (GAGs). Como muestra la Figura 103, la cantidad de fibras obtenidas en la tincidn
de HE es mayor que en TM. Estas diferencias pueden provenir del hecho que en la HE el area
calculada como fibras incluye el drea ocupada por los citoplasmas de las células y sustancia
fundamental, mientras que en TM esto no sucede.

En aquellos casos en los que el porcentaje de sustancia fundamental medido en HE fue mayor
al de GAGs con AA puede deberse a que dentro del area considerada como sustancia
fundamental haya también elementos artefactuales. Por otro lado, en los casos en los que los
GAGs superaron en porcentaje a la sustancia fundamental (Figura 10b), puede deberse a que el
clasificador utilizado seleccione mds area de la que deberia, debido a las imagenes con una
menor tincidn que se han utilizado para su entrenamiento, lo que muestra la importancia de
normalizar las imagenes previamente a su analisis.
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Figura 10. Comparacion de los porcentajes de los elementos estudiados en el estroma tumoral por
tincion y caso: a) Las tinciones HE y TM en la ROI_02 del caso 9 sobre el porcentaje de fibras de coldgeno
y b) Las tinciones HE y AA en la ROI_02 del caso 8 sobre el porcentaje de sustancia fundamental y GAGs.
Las tablas contienen los porcentajes de cada pardmetro analizado en la imagen correspondiente a una
ROI y los grdficos muestran los porcentajes de cada componente en todos los casos. Las grdficas
representan el valor del promedio junto con la desviacion estdndar en cada caso. Las diferencias
significativas se muestran como * p-valor < 0,05. (ROIs 1000 x 1000 um)



4.2. Estudio de las caracteristicas morfométricas de las fibras de coldgeno.

4.2.1. Heterogeneidad intertumoral

Se estudid la angulacién, curvatura, grosor y longitud de las fibras de coldgeno en funcién de su
distancia al nicho tumoral con el objetivo de ver si existian diferencias entre aquellas fibras que
se encontraban cerca del limite del nicho tumoral (< 100 pixeles = 21,97 um) y aquellas que se
encontraban a mayor distancia (>100 pixeles).

La Figura 11 muestra los resultados obtenidos en cada uno de los casos. La angulacion respecto
al limite del nicho tumoral fue el parametro que presentd una mayor variacién en funcién de la
distancia al mismo. En siete de los nueve casos estudiados se obtuvo una significancia estadistica
gue muestra que aquellas fibras que se encontraban mas cercanas al tumor estaban orientadas
de una manera mds paralela a él. Los casos estadisticamente significativos entre las fibras que
se encontraban cerca y lejos del tumor fueron el caso 2 (21,62° vs 30,56°; p-valor < 0,0001), caso
4 (18,38° vs 25,53°; p-valor < 0,0001), caso 5 (28,00° vs 39,03°; p-valor = 0,0004), caso 8 (19,79°
vs 23,75°; p-valor=0,0013), caso 9 (20,82 ° vs 39,33°; p-valor =0,0005), caso 10(25,20° vs 34,36°;
p-valor =0,0441), caso 11 (20,81° vs 28,48°; p-valor =0,0091) y caso 12 (24,03° vs 34,36°; p-valor
=0,0283). Enlos casos 6y 7, a pesar de no mostrar diferencias estadisticamente significativas,
seguian el mismo patrén de angulacién menor en las fibras cercanas al tumor.

Respecto a la curvatura, solo se obtuvo un caso estadisticamente significativo, el caso 7, donde
la mediana de la curvatura para las fibras cercanas fue de 0,9315 y el de las fibras alejadas fue
de 0,9540 (p-valor < 0,0001), es decir, que las fibras alejadas fueron mas rectas (su curvatura fue
menor). En el resto de los casos no se observé ningun patrén o tendencia comun diferencial. El
promedio de todos los casos de fibras cercanas fue de 0,9260 con un rango de 0,7796 a 0,9974;
mientras que el promedio de las fibras mas alejadas fue de 0,9233 con un rango de 0,7532 a 1.
En cuanto a la longitud de las fibras, se obtuvieron cuatro casos con diferencias significativas
entre sus fibras que se encontraban cerca y lejos del tumor. En el caso 2 (48,56 pixel vs 44,87
pixel; p-valor = 0,0062), caso 5 (51,47 pixel vs 45,58 pixel; p-valor = 0,0120), y caso 11 (50,95
pixel vs 46,53 pixel; p-valor = 0,0005), la longitud de las fibras cercanas fue mayor; mientras que
en el caso 7 (44,37 pixel vs 47,96 pixel; p-valor = 0,00327) la longitud de las fibras alejadas fue
mayor. El promedio de las fibras cerca fue 52,84 pixel con un rango de 30,01 pixel a 124,8 pixel
y el de fibras lejos fue de 51,97 pixel con un minimo de 30,01 pixel y un maximo de 122,5 pixel.
Al igual que sucedia con la métrica de curvatura, no se obtuvo un patréon comin de
comportamiento entre el resto de los casos.

Finalmente, el grosor de las fibras no mostro diferencias en ninguno de los casos. Su promedio
de todos los casos en las fibras cerca fue de 6,774 pixel con un rango de 1,116 pixel y 10,27 pixel;
y de las fibras lejos fue 6,839 con un rango de 1,970 pixel a 11,87 pixel.
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Figura 11. Angulacion (°), curvatura, longitud (pixel) y grosor (pixel) de las fibras cercanas (< 100 pixeles)
y alejadas (> 100 pixeles) del tumor en cada caso. Se trata de una representacion del tipo box and
whiskers, en el que se representan los valores minimos y mdximos de los datos, asi como el primer y tercer
cuartil y la mediana. Las diferencias significativas se muestran cémo * p-valor < 0,05; ** p-valor < 0,01;
*** p -valor < 0,001.

Para ejemplificar la heterogeneidad existente entre los diferentes casos, se muestran los casos
2y 7 (Figura 12), en concreto sus ROIs 2 02y 2 01 de 150 x 150 um, respectivamente. El caso
2 es el que presentd una mayor significancia estadistica en su angulacién. Esta ROl presentd una
mediana de 23,24 ° en las fibras cercanas al tumor y una mediana de 42,14 ° en las fibras alejadas
(p-valor = 0,0099). Las graficas que muestran la frecuencia de los dngulos obtenidos concuerdan
con este resultado, puesto que en la correspondiente a fibras cercanas se observé una mayor
proporcién de fibras con angulacion menor, mientras que en la gréfica del conjunto de los
resultados (cerca + lejos) se observd una mayor dispersion de los datos hacia angulos mayores.
Por otro lado, el caso 7 presenté medianas muy similares en sus fibras cercanas y alejadas del
tumor (20,68° y 21,49° respectivamente), sin diferencias estadisticamente significativas.

Caso 2/ ROI_2_02 Caso 7/ROI_2_01
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Figura 12. Comparacion de la angulacion de las fibras en la ROI_2_02 del caso 2 y la ROI_2_01 del caso
7. De cada ROI se muestra la imagen original de la tincion TM, la mdscara de fibras obtenida, el andlisis
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de CurveAlign con las fibras cercanas marcadas en verde y las alejadas en rojo; la representacion Box and
Whiskers de la angulacion en la ROI; y dos grdficas en las que se representa la frecuencia de los dngulos
obtenidos de las fibras cercanas al tumor y el total de fibras (cerca y lejos). 100 pixeles corresponden a
21,97 um.

En la Figura 13 se muestran las cuatro métricas combinando los resultados de todos los casos.
De esta manera, el Unico pardmetro que mostré diferencias estadisticamente significativas fue
el dngulo de las fibras respecto al limite del nicho tumoral. Las fibras cercanas al nicho tumoral
presentaron una mediana de 21,54 ° y aquellas mads alejadas mostraron una mediana de 28,67°
(p-valor < 0,0001). La curvatura, grosor y longitud de las fibras no variaron significativamente
respecto a su distancia al tumor, presentando medianas muy similares.
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Figura 13. Angulacién (°), curvatura, longitud (pixel) y grosor (pixel) de las fibras cercanas (< 100 pixeles)
y alejadas (> 100 pixeles) del tumor en el conjunto de casos. Se trata de una representacion del tipo box
and whiskers, en el que se representan los valores minimos y mdximos de los datos, asi como el primer y
tercer cuartil y la mediana. Las diferencias significativas se muestran cémo * p-valor < 0,05; ** p-valor <
0,01; *** p -valor < 0,001.

4.2.2. Heterogeneidad intratumoral

Se estudié también la heterogeneidad existente dentro de un mismo tumor a través del célculo
de la SD en los angulos de las fibras cerca y lejos del limite tumoral en cada caso. El promedio
obtenido de todas las SD es de 8,068 (Figura 14). Este valor se empled como criterio de
heterogeneidad, de manera que aquellos pardmetros con una SD superior se consideraron
heterogéneos. Asi, los casos que se consideraron heterogéneos respecto a la angulacién de sus
fibras fueron el caso 5 (SD cerca = 7,263 ° y SD lejos = 9,263 °), caso 7 (SD cerca = 9,063 ° y SD
lejos = 8,119 °), caso 9 (SD cerca = 11,26 ° y SD lejos = 10,91 °), caso 10 (SD cerca = 9,392 ° y SD
lejos = 8,893 °) ycaso 11 (SD cerca=9,662 °y SD lejos = 8,893 °); mientras que aquellos tumores

mas homogéneos fueron el caso 2 (SD cerca = 5,768 °y SD lejos = 7,153 °), caso 4 (SD cerca
4,346 ° y SD lejos = 11,44 °), caso 6 (SD cerca = 4,954 ° y SD lejos = 5,777 °), caso 8 (SD cerca
6,871 ° y SD lejos = 7,273 °) y caso 12 (SD cerca = 5,646 ° y SD lejos = 4,766 °).
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Figura 14. Desviacion estdandar (°) del dngulo de las fibras del tumor en cada caso. a) Representacion de
todos los datos de SD obtenidos. Se representa el promedio en forma de linea discontinua horizontal. b)
SD del dngulo de las fibras diferenciando entre si se encuentran cerca y lejos del tumor de cada caso. Se
representa con una linea discontinua horizontal la media de SD.

Estos resultados también se observaron al representar las medias de los angulos obtenidos de
las diferentes ROIs que componian cada caso, puesto que los casos mencionados previamente
como heterogéneos mostraron una dispersién de los datos mayor. Visualmente, se observa esta
heterogeneidad en las ROls que componen el caso 9, que concuerda con la SD obtenida (Figura
15).
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Figura 15.Comparacion entre las regiones de 150 x 150 um de la ROI_01 y ROI_02 del caso 9. Se muestra
la imagen original de la tincion Masson, la mdscara de fibras obtenida y el resultado de CurveAlign. Al lado
se muestra las grdficas en las que se representa la media de los dngulos de cada una de las ROIs 150um x
150um en cada caso (ROI_01 representada con un circulo, ROl_02 con un cuadrado y ROl_03 con un
triangulo) con las barras de la SD de las fibras tanto cerca como lejos del tumor, junto con la grdfica
individual del caso 9, en la que se marca con una linea horizontal la mediana de la angulacion de todos los
casos juntos.
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5. DISCUSION

El adenocarcinoma pancredtico presenta un prondstico desfavorable, siendo la siendo la tercera
causa principal de muerte relacionada con el cancer en todo el mundo (Siegel et al., 2022). El
microambiente tumoral juega un papel muy importante en la progresion del tumor, puesto que
las células epiteliales malignas y estroma estdn estrechamente relacionados e interactuan
constantemente. El fenotipo y genotipo de las células malignas han sido y siguen siendo focos
importantes de estudio desde hace décadas (Glazyrin et al., 2001; Hu & Guo, 2020; Yao et al.,
2002); sin embargo, el estroma lo ha sido recientemente (Ho et al., 2020; Provenzano et al.,
2012; Sherman & Beatty, 2023). Por ello, se considera que la caracterizacion del estroma
tumoral a través de las herramientas de andlisis de imagen QuPath y CurveAlign puede
proporcionar informacién valiosa para mejorar la estratificacion de los pacientes en términos de
diagndstico y prondstico, asi como también avanzar en el establecimiento de terapias
personalizadas.

La cantidad de estroma intratumoral puede estar asociada con el prondstico de pacientes
afectados con adenocarcinoma pancredtico, asi como ocurre en otros canceres. Shi et al.
informaron que una proporcién estromal de <60% fue beneficiosa para el prondstico del
adenocarcinoma pancreatico (Shi et al., 2020). Asimismo, Heid et al. demostraron que una alta
cantidad de estroma indicaba un mejor pronédstico (Heid et al., 2017). Sin embargo, en un
estudio reciente se ha descrito que no tiene ningun valor pronédstico (Leppanen et al., 2019). Las
conclusiones que se pueden extraer de estos estudios son, por tanto, inconsistentes y puede
deberse al método utilizado para evaluarlo, que solo tuvieron en cuenta una pequefia porcion
del tumor, que pudo no ser lo suficientemente representativo para estimar el prondstico.
Torphy et al. analizaron las imagenes de todo el tumor e indicaron correlaciéon del componente
estromal alto con un resultado favorable (Torphy et al., 2018) y Attiyeh et al. encontraron que
tumores con menos de un 50% de estroma contenian significativamente un mayor nimero de
genes alterados que aquellos con estroma mayor al 50% (Attiyeh et al., 2019). Los resultados del
presente trabajo han mostrado que, de manera general, en los casos estudiados la cantidad de
estroma es superior a la de nicho tumoral. La limitacion del presente estudio es que la evaluacion
se ha realizado en zonas locales del tumor y no se ha evaluado en su totalidad.

El estroma del adenocarcinoma pancredtico estd compuesto por diferentes tipos celulares que
contribuyen su progresion. Los fibroblastos asociados a cancer (CAFs) son los principales
productores y reguladores de componentes de la MEC, ademas de que los CAFs activados
influyen en los comportamientos de las células neoplasicas a través de sefializacién paracrina.
Por otro lado, en los tumores pancredticos los CAF inhiben la infiltracion de células inmunes
generando un estroma fibrético denso. Ademas de ser escaso el infiltrado inmunoldgico, la
mayoria de las células inmunes residentes son inducidas a ser inmunosupresoras (T. Zhang et al.,
2022). En este trabajo, se han detectado e identificado células tipo fibroblasto y tipo linfocito,
obteniéndose en la mayoria de los casos una mayor cantidad de células tipo fibroblasto.

Uno de los aspectos que caracterizan al cancer de pancreas es su alta deposicion de
componentes de la MEC. Por ejemplo, el acido hialurdnico es un GAG muy abundante en el
estroma de este tipo de tumor y ha sido relacionado con un elevado incremento de la presion
del fluido intersticial (Hosein et al., 2020). La acumulacién desregulada de hialuronanos en el
estroma afecta gravemente las caracteristicas mecanicas y bioquimicas y estd relacionado con
un mal prondstico en varios carcinomas, incluido el pancreatico (Amorim et al., 2021). En un

22



estudio reciente se encontré que los niveles séricos de este GAG en muestras de
adenocarcinoma de pancreas antes del tratamiento eran significativamente mds altos que en
tumores benignos o en el pancreas normal. Ademds, se indicd que mayores niveles de
hialuronano podria estar asociados con metdstasis y que, por tanto, se podria usar como
predictor de supervivencia global (Chen et al., 2020). En nuestro estudio se obtuvieron valores
muy dispares del contenido en GAGs tanto entre los diferentes casos como dentro de un mismo
tumor, por lo fue el pardmetro con mayor variabilidad de los estudiados.

El dltimo componente del estroma estudiado fueron las fibras de coldgeno. Una de las
principales caracteristicas del adenocarcinoma pancreatico es poseer un estroma fibrético
denso. Esta desmoplasia se asocia con un mal prondstico al promover la progresion del cancer
de pancreas y la resistencia a la quimioterapia (Ren et al., 2018). En el presente estudio, se
estudié la densidad de las fibras de coldgeno mediante QuPath y el promedio de todos los casos
fue de 21,04%.

Otros pardmetros de las fibras de coldgeno como la longitud, grosor, curvatura y angulacion
respecto al nicho tumoral han sido muy estudiadas en cdncer de mama. En 2006, Provenzano et
al. através de técnicas de tincién rutinarias histoldgicas, microscopia electrénica y metodologias
de imagenes dpticas no lineales definieron tres TACS, los cuales proporcionaban indicaciones de
gue un tumor era o podria llegar a ser invasivo, ademas de proporcionar una estrategia para
ayudar a identificar y caracterizar los tumores de mama en tejidos animales y humanos
(Provenzano et al., 2006). En 2011, Conklin et al. propusieron TACS-3 como un complemento del
proceso histopatolégico para ayudar a informar sobre el prondstico del paciente, al relacionarse
con la invasién de las células cancerosas y supervivencia deficiente en el cancer de mama
(Conklin et al., 2011). En un estudio sobre la organizacién del coldgeno en cancer de mama se
relacioné el riesgo de una recaida con varias caracteristicas de las fibras; el riesgo de recaida fue
menor en casos con mayor grosor de fibras y, por contra, mayor en casos con fibras de coldgeno
mas rectas. (Sprague et al., 2021). Xi et al. describieron recientemente cinco nuevos TACS en el
tumor primario y desarrollaron y validaron un modelo TACS 1-8 que podria predecir la tasa de
supervivencia individual libre de enfermedad para pacientes con cancer de mama. (Xi et al.,
2021). Estos TACS vienen definidos en la Tabla 1. En los estudios anteriores, la identificacion de
los TACS se hizo a través de microscopia multifoténica (MPM), una herramienta de obtencién
de imagenes dpticas no lineales mediante la deteccidn de sefiales generadas por la interaccion
del laser de femtosegundo con componentes internos del tejido bioldgico, proporcionando
informacidn sobre la estructura del tejido y la morfologia celular.
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Tabla 1. Definicion de TACS 1-8 en funcion de su disposicion espacial con respecto al limite tumoral.

TACS Descripcion
TACS1 Las fibras de colageno se curvan y envuelven eldsticamente el nido tumoral
durante la fase de tumorigénesis
TACS2 Las fibras de colageno se estiran debido al crecimiento de los tumores,
envuelven el tumor, pero se alinean paralelas al limite
TACS3 Las fibras de colageno son perpendiculares al limite del nido tumoral, irradian

fuera del conducto y las células tumorales pueden migrar a lo largo de las fibras
de coldgeno

TACS4 En el limite del tumor, los tumores invaden de forma expansiva, y las fibras de
colageno se distribuyen en un patrdn reticular
TACS5 En el limite del tumor, la distribucién de las fibras de colageno presenta una

direccionalidad evidente. La direcciéon de las fibras de coldgeno es paralela a la
direccion de invasidn del tumor, lo que facilita la invasién tumoral.

TACS6 En el limite del tumor, los tumores invaden de forma desordenada y cadtica, y la

distribucidon de las fibras de colageno coincide con la direccidn de invasién de los

tumores.
TACS7 La distribucién de las fibras de coldgeno en la parte delantera de la invasidn
tumoral es mas densa que en el tejido normal.
TACS8 La distribucién de las fibras de coldgeno en la parte delantera de la invasion

tumoral es mas dispersa que en el tejido normal.

En adenocarcinoma pancreatico también se han realizado estudios sobre caracteristicas
morfomeétricas y topoldgicas de las fibras de colageno, incluidas la identificacion de TACS. Drifka
et al. investigaron la organizacion y estructura del colageno estromal en tejidos patoldgicos de
adenocarcinoma ductal pancreatico comparandolos con tejidos no neoplasicos. Encontraron
que las fibras de colageno estaban significativamente mas alineadas y eran mas largas que en
tejido pancreatico normal (Drifka et al., 2015). Ademas, se ha demostrado que la alineacion del
coldgeno aumenta los niveles de rigidez del tejido tumoral (Levental et al., 2009). Ray et al.
identificaron y mapearon TACS en adenocarcinoma de pancreas. Observaron tanto TACS-2 como
TACS-3, y que la arquitectura TACS-2 se conectaba a regiones TACS-3, por lo que especularon
que las regiones de carcinoma extruidas en regiones TACS-2 migran a lo largo del colageno
alrededor de los conductos hasta encontrar un punto de salida TACS-3. Para el estudio del
colageno, se utilizaron imagenes obtenidas con microscopia de segunda generacidon armadnica
(SHG) que se sometieron a un codigo Matlab para retener los pixeles positivos de coldgeno en
una imagen binaria y la cuantificacién de TACS-2 y TACS-3 se obtuvo utilizando CurveAlign (Ray
et al., 2022).

En nuestro estudio, los parametros de longitud, grosor y curvatura no se encontraron diferencias
significativas entre las fibras mas y menos cercanas al tumor, ni tampoco un patréon comun
significativo. La longitud obtenida fue de aproximadamente 46 pixel = 10,1062 um y el grosor
de 6,85 pixel = 1,51 um. Respecto a la curvatura, valores mas cercanos a 1 muestran una mayor
rectitud de las fibras. Por lo que los resultados obtenidos muestran que las fibras que se
encuentran rodeando al tumor son bastante rectas, y, por tanto, mas tensas. La angulacién con
respecto al limite tumoral si que mostré diferencias estadisticamente significativas entre las
fibras que se encontraban a menos de 100 pixel del limite del nicho tumoral y aquellas que se
encontraban a mayor distancia. Se obtuvo una angulacién menor en las fibras cercanas, lo que
significaba que se encontraban orientadas de forma mas paralela al limite del nicho tumoral.
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Es importante destacar las principales limitaciones y desafios que presenta el software CT-FIRE
utilizado para los analisis. El algoritmo se basa en crear una imagen binaria a partir de la cual se
establecen puntos de nucleacién basados en la intensidad de cada pixel que se extienden para
formar ramas de fibra. La primera limitacién es la dificultad para extraer una fibra intacta,
especialmente aquellas que tienen curvas e intensidades variables a lo largo de su longitud de
una red de fibras densa. Esto también provoca que haya dificultades a la hora de detectar haces
de fibras y que la especificidad para detectar correctamente la anchura, longitud y curvatura sea
cuestionable. Por otro lado, si los espesores de las fibras varian muchos en una imagen, las fibras
mas delgadas o las mas gruesas pueden verse comprometidas hasta cierto punto. Y finalmente,
el algoritmo es computacionalmente exigente, por lo que existe un problema de la velocidad de
procesamiento en imagenes muy grandes.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se pueden identificar TACS- 2 y 3, ya que las fibras
qgue envuelven al nicho tumoral se alinean de manera bastante paralela al tumor, mientras que
las fibras mas alejadas ya empiezan a tomar una orientacion mads perpendicular. Ademads, a pesar
de que en sus inicios la definicidon de los TACS se hizo a través de metodologias distintas, también
existen estudios que han utilizado CurveAlign para identificarlos, como se ha utilizado en el
presente trabajo.

Tras el estudio de los parametros morfométricos del estroma tanto a través de QuPath como a
través de CurveAlign y CT-FIRE en diez casos de adenocarcinoma pancredtico, se observd
heterogeneidad intra e intertumoral, mostrando, por tanto, la necesidad de aplicar estudios de
patologia digital e IA en grandes cohortes de pacientes para encontrar tratamientos precisos y
personalizados.
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6. CONCLUSION

Las conclusiones extraidas del presente trabajo fueron:

1.

El adenocarcinoma pancredtico se trata de un tumor que presenta un estroma muy
heterogéneo entre los diferentes pacientes, asi como dentro de un mismo tumor. La
gran dispersién en los valores obtenidos para alguno de los componentes estromales,
por ejemplo, la cantidad de GAGs, ponen de manifiesto este fenémeno.

El uso de imagenes con tincidn de HE para extraer informacidn sobre los parametros del
estroma es imprecisa y es necesario complementar la informacién utilizando otras
tinciones que sean mas especificas para determinados componentes, como son el TM
para las fibras de colageno y el AA para los GAGs. Ademas, la normalizacién de las
tinciones antes de su andlisis es esencial para minimizar la variabilidad de segmentacién
entre imagenes.

En los casos estudiados, el parametro de las fibras de coldgeno mas diferencialmente
significativo es su angulo con respecto al limite del nicho tumoral, a través del cual se
han podido identificar TACS-2 y 3 validando estudios anteriores.
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ANEXO I. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO
SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio | Bajo No
Procede

ODS 1. Finde lapobreza. X
ODS2. Hambre cero. X
ODS 3. Saludy bienestar. X

ODS4. Educacion de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género. X
ODS 6. Agualimpiay saneamiento. X
ODS7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccion de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccién y consumo responsables. X
ODS 13. Accidn por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas. X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Descripcion de la alineacién del TFG/TFM con los ODS con un grado de relacion mas alto.

En el afo 2015, fue aprobada por Naciones Unidas la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible,

la cual representa una nueva oportunidad para que los paises y sus sociedades puedan mejorar

la calidad de vida de todas las personas y asegurarse de no dejar a nadie atras. Esta Agenda estd

compuesta por 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) que se aplican de manera universal.

Dichos objetivos se pueden ver reflejados en la tabla anterior y es importante reflexionar acerca

de cédmo podemos contribuir de manera individual para lograrlos. En este sentido, este trabajo

de titulo "Andlisis digital preliminar de adenocarcinoma pancreatico" esta alineado con estos

ODS y se enfoca en avanzar en la investigacidn sobre el adenocarcinoma pancredtico, una de las

principales causas de muerte asociada a cancer debido a que su prevencion, diagndstico y

tratamiento es complicado y limitado. Por ello, este trabajo participa en el desarrollo del ODS

numero 3: Salud y Bienestar, el cual busca garantizar una vida sana y promover el bienestar para
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todos en todas las edades. Cada objetivo cuenta con metas especificas que deberan alcanzarse
en los proximos afios. Concretamente el presenta trabajo fin de grado se encuadra en la meta
3.4 que busca reducir en un tercio la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles
mediante la prevencion y el tratamiento, y promover la salud mental y el bienestar.
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