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Resumen

Introduccidn: el analisis de célula Unica comprende un conjunto de tecnologias que permiten
estudiar multiples capas dmicas, como gendmica, transcriptomica, epigendmica y protedmica a
nivel individual. Este enfoque ofrece una resolucién celular superior a la secuenciacién bulk, que
integra sefiales heterogéneas en perfiles moleculares promedio. La incorporacion de estas plata-
formas en oncologia ha transformado la comprensidn de la heterogeneidad tumoral, la plasticidad
celulary los procesos evolutivos que subyacen al desarrollo del cancer.

Métodos: se llevd a cabo una revisidn narrativa de la literatura. La busqueda bibliografica se realizé
enlas bases de datos PubMed/MEDLINE, EMBASE, Web of Science y Scopus. Los criterios de inclusién
priorizaron investigaciones relacionadas con aplicaciones clinicas, particularmente aquellas enfo-
cadas en inmunoterapia, mecanismos de resistencia a fdrmacos, heterogeneidad tumoral y estrati-
ficacidn de pacientes.

Resultados: esta revisidon resume las tecnologias emergentes de secuenciacion de célula dnicay los
avances recientes en la investigacion del cancer obtenidos mediante esta, incluyendo informacion
relacionada con el panorama de las células malignas y las células inmunitarias, la heterogeneidad
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tumoral, las células tumorales circulantes y los mecanismos subyacentes del comportamiento
bioldgico tumoral.

Conclusién: en conjunto, la evidencia disponible indica que los enfoques unicelulares pueden
aportar valor clinico en el diagndstico, la seleccidn de terapias dirigidas y la estimacién prondstica en
distintos tipos de tumores. En un futuro préximo, los avances en esta modalidad mejorardn nuestra
comprension de las caracteristicas bioldgicas de los tumores y destacaran posibles dianas terapéu-
ticas para los pacientes.

Palabras clave: secuenciacién de ARN de una sola célula; microambiente tumoral; evolucién clonal;
resistencia a farmacos; enfermedad residual minima.

Abstract

Introduction: single cell analysis comprises a set of technologies that enable the characterization of
multiple omic layers including genomics, transcriptomics, epigenomics and proteomics at the level
of individual cells. This approach provides a higher cellular resolution than bulk sequencing, which
integrates heterogeneous signals into averaged molecular profiles. The incorporation of these plat-
forms into oncology has reshaped the understanding of tumor heterogeneity, cellular plasticity and
evolutionary processes underlying cancer development.

Methods: a narrative review of the literature was conducted. The bibliographic search was
performed in PubMed/MEDLINE, EMBASE, Web of Science and Scopus. Inclusion criteria prioritized
studies addressing clinical applications, particularly those related to immunotherapy, mechanisms
of drug resistance, tumor heterogeneity and patient stratification.

Results: this review summarizes emerging single cell sequencing technologies and recent advances
in cancer research derived from their application. The evidence synthesized includes findings related
to malignant and immune cell landscapes, tumor heterogeneity, circulating tumor cells and biologi-
cal mechanisms that shape tumor behavior.

Conclusion: collectively, available evidence indicates that unicellular approaches can provide clini-
cally relevant value in diagnosis, therapeutic selection and prognostic assessment across multiple
tumor types. Ongoing advances in this field are expected to further refine the biological characteri-
zation of tumors and to identify clinically actionable therapeutic targets.

Keywords: single cell RNA sequencing; tumor microenvironment; clonal evolution; drug resistance;
minimal residual disease.
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Puntos clave

e Valorar la heterogeneidad tumoral: el andlisis de célula tnica (scRNA-seq) descubre la hetero-
geneidad intratumoral perfilando la expresidn génica, las caracteristicas gendmicas y el estado
epigenético a nivel celular, identificando subclones que favorecen la progresion y la resisten-
cia. Por ejemplo, en el cancer de pulmén de células no pequeias (CPCNP) revela mutaciones
conductoras infrecuentes (diversas variantes del oncogén EGFR) no detectables por la secuen-
ciacién de siguiente generacion, ayudando en la determinacién de biomarcadores con capaci-
dad prondstica y predictiva.

e Elucidar el microambiente tumoral (TME): la secuenciacién de célula tGinica mapea interaccio-
nes entre las células tumorales y el TME, incluyendo la infiltracidn de células del sistema inmu-
nitario, efectoras y reguladoras (permite evaluar el agotamiento de las células T en tumores
PD-L1 positivos). Estas aplicaciones incluyen la prediccién de la respuesta a la inmunoterapia
en algunas enfermedades como el melanomay el CPCNP, donde la scRNA-seq identifica células
T agotadas, guiando el uso de inhibidores de PD-1.

e Identificar mecanismos de resistencia a farmacos: la scRNA-seq detecta subpoblaciones re-
sistentes a diferentes tratamientos. Por ejemplo, en cdncer de mama permite evaluar la ac-
tivacion de vias de sefalizacién (PI3K/AKT) relacionadas con la resistencia en pacientes con
tumores HER2 positivos y con expresidn de receptores hormonales.

e Habilitar oncologia de precisidn y estratificacion de pacientes: la scRNA-seq clasifica y estrati-
fica muiltiples subtipos basados en el andlisis de célula tnica (por ejemplo, Grupo 3 vs SHH en
meduloblastoma), apoyando la instauracién de tratamientos personalizados.

e Facilitar el monitoreo de enfermedad residual minima (MRD): el andlisis de la scRNA-seq en
biopsia liquida (ctDNA de células tumorales circulantes) rastrea la MRD postcirugia o terapias
como la quimioradiacidon, permitiendo valorar el prondstico perfilando el riesgo de recaida.
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Introduccion

La oncologia de precisién ha avanzado nota-
blemente gracias a la gendmica de promedio
(bulk), pero la heterogeneidad intratumoral y
la plasticidad celular siguen socavando el valor
prondstico y predictivo de muchos biomar-
cadores'. La biologia de una muestra tumoral
no esta contenida en un unico perfil estable,
en cambio, emerge de estados celulares que
coexisten, compiten y evolucionan en nichos
tisulares concretos*3. En este contexto, las
tecnologias de célula tnica (p. ej., scRNAseq,
ScATACseq, scDNAseq, CITEseq y modalidades
multiémicas), junto con la transcriptémica/
protedmica espacial, permiten desagregar esa
diversidad y situarla in situ, generando mapas
funcionales del tumor y su microambiente*5.

En los ultimos afios, estos enfoques han pasado
de describir cartografias celulares a ofrecer
sefiales con potencial clinico: subtipado refi-
nado mas alld de paneles estaticos, firmas
asociadas a respuesta o resistencia a inmuno-
terapia y terapias dirigidas, y pistas para combi-
naciones racionales basadas en interacciones
ligando-receptor o programas de estrés adap-
tativo®™. Sin embargo, la traslacion a la practica
clinica no ha sido éptima. Persisten brechas en
la preanalitica (tiempos de isquemia, disociacién
celular, eleccién células vs. nucleos vs. FFPE)™
3, en la calidad (RNA ambiente, dobles)™™, en
la reproducibilidad analitica (versionado de
pipelines, integracion de lotes)®, en la inter-
pretacion clinica (informes accionables, niveles
de evidencia)”® y en la factibilidad operativa
(costos, TAT, requisitos regulatorios y de gober-
nanza de datos)°.

En este marco, nuestro objetivo principal es
delimitar los escenarios asistenciales en los
que la informaciéon de célula Unica y/o espa-
cial aporta valor incremental que modifica la
conducta frente al standard of care. Como obje-

tivos secundarios, destacamos los patrones y
programas con mejor respaldo para la clinica,
medido por replicaciéon externa, validacion en
cohortes independientes e integraciéon espa-
cial con correlacion de resultados. Ademas,
proponemos una guia operativa para hospitales
que recorre el proceso desde la muestra hasta
el informe para el comité molecular (muestra -
preparacion de biblioteca —-analisis - informe
clinico »comité), con una lista de verificacion
para reducir riesgos técnicos y de privacidad.
Sostenemos que una implementacion focal-
izada, con estandares basicos de calidad, uso de
analisis espacial cuando la localizacion celular
importa e informes claros, es posible hoy y
aporta valor clinico.

Métodos

Se llevd a cabo una revisidn narrativa de la lite-
ratura con el objetivo de sintetizar la evidencia
disponible sobre el uso de tecnologias de
andlisis de célula uUnica y tecnologias espaciales
en cancer, con especial énfasis en su relevancia
clinica.

La busqueda bibliogrdfica se realizé en las
bases de datos PubMed/MEDLINE, EMBASE,
Web of Science y Scopus, incluyendo publica-
ciones disponibles hasta septiembre de 2025.
Se consideraron estudios publicados en revistas
cientificas indexadas, sin restriccion por tipo de
diseno, siempre que abordaran aplicaciones de
tecnologias de célula unica y/o espaciales en el
contexto oncoldgico.

Los criterios de inclusion priorizaron investiga-
ciones relacionadas con aplicaciones clinicas,
particularmente aquellas enfocadas en inmuno-
terapia, mecanismos de resistencia a farmacos,
heterogeneidad tumoral y estratificacion de
pacientes. Se excluyeron estudios puramente
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metodolégicos sin implicaciones clinicas claras,
asi como literatura no revisada por pares.

La informacidn seleccionada fue analizada y
sintetizada de forma cualitativa, organizando
los hallazgos seguin ejes tematicos y aplica-
ciones clinicas. Se dio prioridad a resultados
reproducidos en multiples estudios, a enfoques
de integracion multimodal de datos y a aquellos
con potencial impacto en la toma de deci-
siones clinicas, con el fin de ofrecer una vision
comprensiva y actualizada del estado del cono-
cimiento en este campo.

Resultados

Valor clinico del analisis de célula unica en
comparacion con el enfoque bulk

La secuenciacion bulk combina dos fendmenos
distintos: variaciones en la composicion celular
del tejido y cambios en el estado funcional de
cada tipo celular. El andlisis de célula tnica (p.
ej., scRNA-seq, por single-cell RNA sequencing)
y las plataformas espaciales (transcriptéomica/
protedmica in situ) separan esas dos dimen-
siones. En consecuencia permiten: a) refinar
subtipos mas alld de paneles fijos, b) distin-
guir cambios inducidos por tratamiento, y c)
revelar programas celulares que condicionan
prondstico y respuesta terapéutica. La tran-
sicion desde mediciones promediadas (bulk)
hacia una caracterizacion con resolucion celular
y espacial del tumory su microambiente, consti-
tuye un objetivo central de la oncologia trasla-
cional actual*?°,

Componente tumoral: en el compartimento
tumoral, la unicelularidad identifica subpobla-
ciones raras y estados dindmicos (p. ej., epithe-
lial-mesenchymal transition, EMT parcial) que
coexisten dentro y entre pacientes y pasan
inadvertidos en el promedio bulk. Su recono-

cimiento permite estrategias terapéuticas
orientadas al estado, mas alla del genotipo®.

Microambiente inmune: en el microam-
biente inmune, scRNA-seq emparejado con
TCR/BCR-seq (secuenciacion del receptor de
células T/B) delimita jerarquias funcionales de
linfocitos, como por ejemplo CD8+ progeni-
tor-exhausted (TCF7+) y CD8+ TRM (tissue-res-
ident memory) y su relacién con beneficio a ICl
(immune checkpoint inhibitors). Ademads, cuan-
tifica clonotipos y su dinamica bajo presidon
terapéutica, integrando tres ejes (abundancia,
estado y clonalidad) que explican respuesta o
fracaso clinico*®.

Capa espacial: la capa espacial afiade el dénde,
esto es, localiza nichos (borde invasivo, vasos,
estructuras linfoides terciarias) y expone inte-
racciones ligando-receptor que operan in situ.
En cancer colorrectal, la transcriptémica espa-
cial de alta definicion situé macréfagos SPP1+
y SELENOP+ en el perimetro tumoral, cuanti-
ficé sus interacciones (SPP1-CD44) con tumor
y linfocitos T, y mostré clonotipos CD8 expan-
didos en focos CXCL9/10/11 cercanos a tumor y
zonas linfoides, convalidado por hibridacion in
situ de alto plexo®.

Multimodalidad e integracion: la multimoda-
lidad resuelve las ambigiiedades bioldgicas del
bulk. Los enfoques multiome (RNA+ATAC por
célula; ATAC = Assay for Transposase-Accessible
Chromatin) conectan programas de expresion
con su regulacién cromatinica, CITE-seq (Cellular
Indexing of Transcriptomes and Epitopes by
sequencing) agrega protedmica de superficie
para anclar fenotipos inmunes, y los bench-
marks recientes de integracién multidmica (40
algoritmos, 65 tareas) orientan qué métodos
son mas robustos y escalables para RNA+ATAC
o RNA+ADT (proteina), estandarizando rutas
analiticas que facilitan convertir estas sefales
en biomarcadores clinicos***. El acceso longitu-
dinal a sangre periférica y médula ésea permite
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aplicaranalisis unicelulares paraperfilarprogeni-  (citometria de flujo, IHQ/ISH)**. La Figura 1
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resolucion no alcanzable por el enfoque bulk,  células Unicas y su utilidad clinica.

y anclar estos hallazgos a sustitutos clinicos

Figura1.

Ciclo para la secuenciacion y utilidad del analisis de célula unica.

©

@ Composicion tumoral Seleccién de las células
individuales

Inicio y
promocién
tumoral

Evolucién clonal/Expansion
.
L)

-
* s

+ Y -
Secuenciacion de células Perfil de expresion génica de @ Agrupacion celular
individuales células individuales

™ 0
Lﬂ Perfil de expresion i

® cell =... ..ll. . : Tipocel 1
ecc2 N BEER g Tipo cel 2
CYeEN | | | . Tipo cel 3
E Tipo cel 4
0 | TR
30 2 0 0 10 20 30
+SNE1
1. Evaluacién heterogeneidad celular
2. Mapeo tumoral dinamico
3. Clasificacién celular
4. Caracterizacion del estroma tumoral
5. Caracterizacién células T
6. Evaluacion del repertorio de células T
7. Expresion génica diferencial
8. Trayectori evolucion clonal
9. Funcionalidad celular
Evidencia traslacional: sefiales con asociacién miento de NK activadas (FGFBP2+) y
consistente a respuesta o resistencia aumento de células B/memoria, especial-

mente en escenarios neoadyuvantes.

Inmunoterapia (ICl): diversos estudios unicelu-

lares y atlas en contexto de ICl reportan asocia- * No respuesta /[ resistencia: incremento de

ciones consistentes entre: Tregs (CCR8+) y de programas mieloides
SPP1+ con polaridad angiogénica/inmunosu-

e Respuesta: mayor proporcion de CD8 presora.
progenitor-exhausted TCF7+, enriqueci-
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e Estas asociaciones emergen al integrar
la composicion, el estado y la clonalidad
(scRNA-seq + TCR-seq)**2.

Organizacion espacial del microambiente: Ia
capa espacial localiza nichos y ejes de interac-
cion asociados a eficacia inmune: en cancer
colorrectal se observa enriquecimiento de
macréfagos SPP1+/SELENOP+ en territorio
tumoral, interacciéon SPP1-CD44 con tumor y
focos CXCL9/10/11 préximos a clonotipos CD8
expandidos; esta geometria sugiere combina-
ciones como antiangiogénicos con ICl en esce-
narios de exclusiéon T mediada por estroma/
vasos?.

Terapias dirigidas y dianas accionables: integra-
ciones de bulk + unicelular + espacial en NSCLC
han permitido priorizar dianas funcionales no
evidentes mediante enfoques agregados, con
validacion experimental y potencial traslacional
hacia combinaciones racionales®.

Nivel de evidencia, reproducibilidad y proxies
clinicos: para priorizacion traslacional se
recomiendan sefiales con: replicacion externa,
validacion cruzada entre modalidades (bulk/
unicelular/espacial), robustez computacional
en integraciones multimodales y posibilidad de
proxies clinicos (IHQ/ISH/citometria) para adop-
ciéon hospitalaria®*4?°. El control de artefactos
de disociacion y otros sesgos técnicos es requi-
sito para la interpretacion comparativa entre
centros®.

Implementacién en practica clinica

Preanalitica para elegir bien la muestra y
llegar a tiempo: el mayor cuello de botella es
logistico, esto se debe a que obtener tejido
viable en momentos clinicamente oportunos
(metdstasis o durante tratamiento) afiade varia-
bilidad. Cuando la célula integra es inviable, el
snRNA-seq en tejido congelado o FFPE amplia
de forma realista el nimero de casos anali-

zables. La capa espacial preserva el contexto
tisular y ayuda a corregir los sesgos de captura
en el scRNA-seq. En conjunto, estas opciones
hacen factible el muestreo en la practica clinica
sin sacrificar la interpretabilidad +*.

Buenas practicas de obtencion y preservacién:

e Para snRNA-seq: congelacidn inmediata en
OCT y almacenamiento a -80 °C, disociacion
en frio previa a la carga.

e Para scRNA-seq en fresco: transporte inme-
diato en un medio adecuado y procesa-
miento sin demoras.

Estas medidas sostienen la viabilidad y la calidad
del RNA y son transferibles a la rutina hospita-
laria con apoyo de patologia*.

Control de calidad con criterios explicitos:
propuesta en cuatro puntos:

Filtros por célula (genes/UMIs y % de mito-
condrial) para excluir la baja complejidad.

e Deteccién de dobletes antes de cualquier
inferencia.

e Correccién de RNA ambiente (SoupX).

e Vigilancia de estrés por disociacion y genes
problemdticos (ribosomales, 1G, HLA).
Compendios clinicos muestran flujos repro-
ducibles con pseudobulk para armonizar
lotes. SoupX documenta la ubicuidad de Ia
contaminaciény su correccion por célula’™?.

Integracion de lotes y multimodalidad: docu-
mentar el lote y elegir integradores validados
es clave. Recursos curados en ICI emplean
hSEGs y pseudobulk y publican scripts/objetos
para auditoria. En multiémica (RNA/ATAC/ADT/
espacial), benchmarks 2025 comparan decenas

Rev. Colomb. Hematol. Oncol 2026; 13 (1-Supl): 183-197 1 89




Garzon-Dangond et al.

de métodos en exactitud, robustez y escalabi-
lidad, y estandarizan pasos como el Gene
Activity Matrix para ATAC*.

Cuando afnadir capa espacial: se debe afadir
capa espacial, especialmente cuando la decision
depende del entorno (proximidad inmune al
tumor, barreras de estroma/vasos, estructuras
linfoides). La lectura in situ permite distin-
guir nichos pro y antitumor, asignar interac-
ciones ligando-receptor a regiones concretas y
explicar discordancias entre abundanciainmune
y eficacia clinica®.

Pipeline versionado y reporte auditable: para
cumplir un estandar clinico, el pipeline debe:
a) fijar versiones y pardmetros, b) conservar
objetos procesados (matrices corregidas,
embeddings, anotaciones) y c¢) emitir un
reporte minimo con metadatos de procedencia
(muestra—biblioteca—corrida—andlisis).  Las
guias minSCe definen metadatos minimos y los
compendios clinicos que publican cddigo y data
records facilitan la trazabilidad*>’.

Del informe al comité molecular: se recomienda
la realizaciéon de un informe clinico que
contenga:

e Hallazgos accionables (subtipo por estados,
firmas validadas, interacciones relevantes,
programas de resistencia/estrés y niveles de
evidencia).

e Anexo técnico (pre-analitica, QC, inte-
gracién, control de versién, limitaciones).
Con SOPs claros, uso de snRNA-seq en
tejidos dificiles y pipelines estabilizados, un
TAT =14 dias desde la biopsia es alcanzable.
La coordinacién entre patologia (triage/
preservacion), biologia molecular (biblio-
tecas), bioinformatica (QC—ntegracion—re-
porte) y comité molecular (decisién) es
esencial**°.

Calidad y reproducibilidad

Esta seccidn define estdndares transversales
que auditan y documentan cada paso del flujo
operativo descrito en la Seccidn 4. En andlisis
unicelular, la calidad no es un unico filtro, mas
bien es una cadena de decisiones repetibles
(desde la obtencién de la muestra hasta el
reporte) que determina si los hallazgos son
confiables y reutilizables. Las revisiones clinicas
y manuales recientes coinciden en dos puntos:
a) las principales fuentes de variabilidad provie-
nen del manejo de la muestra y de los efectos
de lote (almacenamiento, disociacion, prepa-
racion de bibliotecas) y b) es indispensable
estandarizar un flujo QC — andlisis - reporte
con criterios explicitos y trazables®.

Capas minimas de control de calidad:

e Métricas por célula. Nimero de genes/
UMIs detectados y % mitocondrial para
excluir células de baja calidad, son el primer
filtro antes de cualquier modelado, y se
recomienda ajustar por ciclo celular/UMls
cuando corresponda®*28,

e Contaminaciéon por RNA “ambiente”.
Transcritos libres procedentes de células
dafiadas o gotas vacias sesgan anotaciones
y comparaciones; deben corregirse o, al
menos, monitorizarse. SoupX estima la
fraccidn de contaminacion a partir de gotas
vacias y aplica una correcciéon por célula,
mejorando la interpretabilidad, en especial
en tejidos complejos o necréticos’?.

e Genes problematicos y “estrés” de diso-
ciacion. Vigilar/filtrar ribosomales, inmu-
noglobulinas, HLA y ciertos IncRNA que
inducen artefactos de clustering; reconocer
firmas reproducidas de estrés por disocia-
cion (~200 genes) y aplicar criterio para no
eliminar biologia real*>?.
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e Dobletes (multiplets). Detectarlos y exclu-
irlos antes de la inferencia bioldgica; su
presencia altera clustering y andlisis de
expresién diferencial®.

e Heuristicas por tejido. En tumores sdlidos,
la sefial de hemoglobina en el fondo ayuda a
estimar contaminacidn por eritrocitos®.

Efectos de lote e integracion: la variacion
atribuible a almacenamiento, disociacidon y
protocolos de biblioteca puede simular diferen-
cias bioldgicas. Documentar el lote y elegir inte-
gradores validados es clave. Los benchmarks
2025 en multiomica (RNA/ATAC/ADT y espa-
cial) comparan multiples métodos en exactitud
bioldgica, remocion de lote, usabilidad vy
escalabilidad, ofreciendo una guia practica
segun modalidad y tamafio de cohorte. Ademas,
estandarizan pasos de preprocesamiento (p.
ej., Gene Activity Matrix para ATAC con Signac/
Seurat) y definen limites de escalabilidad
que conviene considerar al planificar andlisis
clinicos®.

Reproducibilidad formal: metadatos y reporte
(minSCe). La reproducibilidad se logra con
publicar matrices, y adicionalmente hay que
preservar metadatos minimos (aislamiento, RT,
amplificacién, biblioteca, corrida), paréametros y
versiones de software. Las guias minSCe definen
esta lista de verificacion para scRNA-seq, de
forma andloga a MIAME/MINSEQE en bulk,
habilitando comparaciones entre estudios®. En
practica clinica esto implica versionar pipelines
y parametros, entregar objetos procesados
(conteos corregidos, embeddings, anotaciones)
junto al crudo, acompafar con cddigo ejecu-
table/cuadernos y un reporte minimo orientado
al comité molecular.

Transparenciay privacidad: las matrices unicelu-
lares humanas con metadatos clinicos pueden
permitir reidentificacién mediante ataques de

enlace basados en eQTLs; se hademostrado que
es posible vincular individuos con alta precision,
incluso tras preprocesamientos minimos. Por
ello, la publicacién debe balancearse con gober-
nanza de datos (accesos controlados, seudoni-
mizacidon y consentimiento informado espe-
cifico para data sharing)*”*.

Regulacion y privacidad

Marco ético y legal previo al andlisis: toda
obtencién y uso de datos unicelulares deben
estar cubiertos por un protocolo aprobado por
IRB/CEl con un consentimiento que describa
con claridad: naturaleza de los andlisis dmicos,
posibilidad de uso secundario e intercambio
de datos, transferencia internacional si aplica,
gestion de incidentalomas y politica de recon-
tacto. Para reportes con intencion clinica, el
flujo debe operar bajo un marco acreditado
(CLIA/CAP o equivalente) con SOP y auditorias
vigentes*. También es recomendable alinear el
registro electronico y la trazabilidad con buenas
practicas compatibles con 21 CFR Part 11 cuando
corresponda*.

Reproducibilidad y documentacién minima: La
reproducibilidad clinica exige versionar pipe-
lines, conservar objetos procesados (matrices
corregidas, embeddings, anotaciones), regis-
trar parametros y versiones, y emitir un reporte
minimo orientado al comité molecular. Las
guias minSCe definen metadatos y campos
obligatorios que facilitan auditoria y comparabi-
lidad entre centros”. En el informe, distinguir de
forma explicita resultados para decision clinica
de exploraciones de investigacion**.

Gobernanza de datos: propiedad, acceso y ciclo
de vida:

e Propiedady control: los datos pertenecen al
paciente y/o a lainstitucion; los proveedores
actuan como encargados del tratamiento.
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e Acceso controlado: DUA especificos,
comités de acceso, autenticacion fuerte,
registro de auditoria y cifrado en transito y
en reposo.

e Ciclodevida: politicas deretenciénydestruc-
cion certificada para objetos analiticos;
claves y copias de seguridad administradas
con rotacion definida.

e Interoperabilidad: formatos abiertos y clau-
sulas de salida para evitar la dependencia
del proveedor; documentacion de las trans-
formaciones para la trazabilidad®.

Riesgo de reidentificacién y mitigacién: las
matrices unicelulares con metadatos clinicos
pueden permitir reidentificaciéon mediante
ataques de enlace basados en eQTL/genotipo
implicito, inferencia de pertenencia o recons-
truccidon de rasgos, incluso tras preprocesa-
mientos convencionales. Por ello se requiere:

* Minimizacién de datos: divulgar unica-
mente lo necesario para la reproducibilidad;
separar identificadores y quasi-identifica-
dores.

e Espaciossegurosy analisis federado: preferir
acceso en entorno controlado o federated
analysis para colaboraciones multicentro.

e Medidas técnicas: anonimizacidn robusta
o seudonimizacion con gestion de llaves,
enmascaramiento de celdas pequefias vy
privacidad diferencial cuando se publiquen
agregados.

e Evaluacion del impacto: realizar un DPIA
documentando los riesgos y las mitigaciones
antes de compartir o publicar datasets®.

Intercambio de datos y publicacion responsable

e (apas de acceso: distinguir entre datos
abiertos, restringidos y altamente sensibles;
preferir accesos controlados para matrices
con granularidad celular y metadatos
clinicos.

e Transparencia sin exposiciéon: publicar el
cddigo ejecutable y los objetos procesados
con suficiente detalle para replicar los
hallazgos sin exponer informacidn que faci-
lite la reidentificacion®.

e Licenciamiento y condiciones de uso: definir
ambitos permitidos, prohibiciones de
reidentificacion y obligaciones de destruc-
cién o devolucidn al final del proyecto.

e Transferencia internacional: verificar base
legal (p. ej., HIPAA, GDPR o normativas
locales) y mecanismos de transferencia
cuando haya colaboracidn internacional#*.

Conclusiones y agenda minima

La adopcidn clinica del analisis unicelular, ideal-
mente integrado con capa espacial, es viable
en escenarios definidos siempre que se apli-
quen estandares claros de calidad, trazabilidad
y gobernanza. Aporta valor cuando la decision
depende de estados celulares y nichos tisulares
que el enfoque bulk no distingue, como resis-
tencia o progresion atipica, inmunoterapia con
sefiales ambiguas y CUP. Las sintesis recientes
respaldan unaimplementacion selectiva basada
en SOP e informes interpretables+.
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Criterios de indicacion clinica

Solicitar analisis unicelular, preferentemente
con lectura espacial, cuando la decisidn terapéu-
tica dependa de resolver tres dimensiones que
el enfoque bulk no separa: composicidn celular,
estado funcional y localizacidn tisular. Aplica-
cionestipicasincluyenlaexclusionTmediadapor
nichos mieloestromales que orienta a combinar
anti-VEGF + ICl en cancer de colon, ajuste de la
intensidad de ICl segiin abundancia de CD8 TRM
y precursores TCF7+ y, en hematologia, detec-
cién de plasticidad clonal y programas de estrés
que reordenan la secuencia terapéutica®'9326,

Condiciones de posibilidad

e (alidad y trazabilidad. QC por capas
(dobletes, RNA ambiente, estrés de diso-
ciacién, lote), versionado de pipelines y
reporte minimo; minSCe define metadatos
esenciales y los recursos clinicos publican
objetos y cédigo para auditoria®>”’.

* Integracion informada. Seleccién de inte-
gradores multimodales guiada por bench-
marks 2025 (RNA/ATAC/ADT/espacial) aten-
diendo a exactitud, robustez y escalabilidad
computacional*t.

e Gobernanza y privacidad. Datos bajo
controles de acceso y acuerdos de uso de
datos, con consentimientos que anticipen
reidentificacion por ataques de enlace
basados en eQTL™.

Agenda minima

Pilotos por escenario. Resistencias a ICl,

CUP, progresion atipica y casos seleccio-
nados en hematologia, con endpoints
clinicos explicitos (decisiones modifi-
cadas, tiempo a tratamiento, desenlaces
tempranos). Emplear snRNA-seq en FFPE
para ampliar elegibilidad sin comprometer
TAT*.

Reporte estandar y checklist. Informe de
hallazgos accionables y nivel de evidencia;
anexo técnico con QC, lotes y parametros,
SOPs preanaliticos por érgano y reutilizacion
de pseudobulk y hSEGs con publicacion de
scripts y objetos; alinear con recomenda-
ciones para comités moleculares’?.

Priorizar firmas robustas. Programas vy
estados validados de forma cruzada entre
modalidades (bulk, unicelular, espacial) y
medibles por técnicas dirigidas (IHC, ISH,
paneles espaciales) como paso previo a vali-
daciones prospectivas®?°.

Capacidad computacional. Planificar
recursos segun limites de escalabilidad
documentados en benchmarks (memoria,
tiempo, GPU) para no comprometer plazos
clinicos**. La Tabla 1 resume la utilidad y el
proceso de implementacion del anadlisis de
célula unica en cancer.
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Tabla 1.

Implementacidn clinica del andlisis unicelular/espacial (ruta resumida)

Tabla 1. Implementacién ¢

Objetivo

is unicelular/espacial (ruta resumida)

Criterios / acciones clave

Métricas [ umbrales minimos

Responsable

Entregable | TAT
objetivo

1. Seleccién de
muestra y triaje

2. Preservacion
y transporte

3. Biblioteca
(wet-lab)
4.

Secuenciacion

5. QC por capas

6. Integracién y
anotacion

7. Capa espacial
(si aplica)

8. Informe
clinico

9. Comité
molecular

Garantizar
material atil y
oportuno

Conservar
integridad

Preparar librerias
de calidad

Profundidad
adecuada al
objetivo

Asegurar
interpretabilidad

Evitar confundir
técnica con
biclogia

Localizar nichos e
interacciones

Traducir a
decisién

Tomar decisién
trazable

Indicacion clinica definida; triaje por
viabilidad, celularidad, necrosis y
fraccién tumoral; decidir fresco vs
snRNA-seq en congelado/FFPE;
registrar pre-analitica

Fresco en medio adecuado y
traslado inmediato; para nucleos,
congelacion en OCT a -80 °C

Kits validados; controles internos;
lotes documentados

Multiplexacién razonada;
reads/célula segun composicion vs
estado

Filtros por célula (genes/UMIs, %
mitocondrial); dobletes; RNA
ambiente; estrés de disociacion;
genes problematicos; lote

Integracion guiada por benchmarks;
pseudobulk/hSEGs; versiones
fijadas; trazabilidad completa

Anadir panel espacial cuando el
'donde' cambie la decision
(exclusion T, barreras vaso-estroma,
nichos mieloides)

2 paginas: hallazgos accionables y
nivel de evidencia; anexo técnico
(QC, lote, parametros, limitaciones)

Discusion de opciones, beneficios y
limites; registrar decisién y plan

Tiempo de isquemia
registrado; fraccién tumoral =
criterio local; marcar espacial
si la localizacidn condiciona
decisién

Tiempo a laboratorio dentro de
SOP; cadena de frio
documentada

Tasa de librerias repetidas <
5-10 %

Q30 = criterio local;
reads/célula y n° células/caso
segun SOP

Genes/UMIs = umbral por
tejido; % mito < 10-20 %;
dobletes < 5-10 %;

contaminacidn corregida

Efecto de lote residual bajo;
parametros y versiones
registrados

Densidad/vecindad
cuantificada; control técnico
por regién

Terminologia consistente;
proxies IHC/ISH propuestos

Acta con referencia a sefiales y
evidencia

Abreviaturas: snRNA-seq = single-nucleus RNA sequencing; FFPE = formalina fijada e incluida en parafina;
SOP = standard operating procedure; UMI = unique molecular identifier; QC = quality control;
IHC = inmunohistoquimica; ISH = hibridacién in situ; TAT = turnaround time.

Financiamiento
Conflicto de interés

Ninguno.

Patologia +
Eguipo tratante

Patologia

Biologia
molecular

Plataforma
gendmica

Bioinformatica

Bioinformatica

Patologia +
Bioinformatica

Bioinfo +
Clinica

Comité

Orden y plan de
muestreo (Dia Q)

Recepcidén y
checklist pre-
analitico (Dia 0)

Librerias listas
(Dias 1-3)

FASTQ/CRAM
(Dias 3-6)

Reporte QC y
objeto procesado
(Dias 5-8)

Objeto final y
notebook
reproducible
(Dias 7-10)

Mapa espacial
con métricas
(Dias 9-12)

Informe para
comité (Dias 10—
13)

Decision/plan
terapéutico (=
Dia 14-21)
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