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DESCRIPCION

Un método para indicar la presencia de tumores benignos mediante el uso de una muestra de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Referencias cruzadas a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad de Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos No. 61/827,933,
titulado "Differential diagnosis of benign tumors," presentado el 28 de mayo de 2013.

Campo de las modalidades

Las modalidades se refieren generalmente al diagnostico de tumores y, en particular, a métodos para el diagnostico
diferencial de tumores sélidos benignos y malignos.

Antecedentes

La espectroscopia infrarroja es una técnica basada en la absorcién o reflexién de la radiacion infrarroja por
sustancias quimicas, cada sustancia quimica que tiene espectros de absorcion Unicos. La espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) se usa para identificar compuestos bioquimicos y examinar la composicion
bioquimica de una muestra biolégica. Tipicamente, los espectros de FTIR se componen de varias bandas de
absorcién, cada una de las cuales corresponde a grupos funcionales especificos relacionados con componentes
celulares tales como lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos. Procesos tales como la carcinogénesis
pueden desencadenar cambios globales en la bioquimica de las células cancerosas, lo que da como resultado
diferencias en los espectros de absorcién cuando se analizan mediante técnicas de espectroscopia FTIR. Por lo
tanto, la espectroscopia FTIR se usa cominmente para distinguir entre tejido normal y anormal al analizar los
cambios en las bandas de absorcion de macromoléculas tales como lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos
nucleicos. Ademas, la espectroscopia FTIR puede utilizarse para la evaluacion del modo de muerte celular, la
progresion del ciclo celular y el grado de maduracion de las células hematopoyéticas.

El analisis de ciertos marcadores (por ejemplo, ciertas proteinas, péptidos, moléculas de ARN) en la circulacion de
un paciente puede ser Util en la deteccion y/o monitoreo del cancer. Por ejemplo, los estudios han demostrado que el
analisis del plasma sanguineo de un paciente en busca de ciertos antigenos oncofetales, enzimas y/o moléculas de
miARN puede ayudar en el diagndstico y prondstico de ciertos tipos de cancer. La espectroscopia FTIR se usa para
el andlisis de diversos compuestos en el plasma sanguineo, tal como proteinas totales, creatinina, aminoacidos,
acidos grasos, albumina, glucosa, fibrindgeno, lactato, triglicéridos, glicerol, urea, colesterol, apolipoproteina e
inmunoglobina.

El documento 5,261,410 divulga un método para determinar si un tejido es un tejido tumoral maligno, un tejido
tumoral benigno o un tejido normal o benigno mediante el uso de espectroscopia Raman, por lo que los tumores no
cancerosos se denominan comunmente tumores benignos. El tejido normal o benigno produce espectros Raman
infrarrojos distinguibles cuando se irradia con un haz de luz infrarroja monocromatica. Los tejidos investigados
incluyen los de regiones del cuerpo como el recto, el colon, el estbmago y la boca, que son elementos del tracto
gastrointestinal (Gl).

Resumen de las modalidades de la invencion

En algunas solicitudes, se proporciona un método para el diagndstico diferencial de tumores premalignos, malignos
y benignos. Por consiguiente, algunas solicitudes de la presente invencién permiten distinguir entre sujetos que
padecen una afeccion premaligna o maligna y sujetos con un tumor benigno, no maligno.

Algunas solicitudes de la presente invencion proporcionan un método que comprende obtener un espectro infrarrojo
(IR) de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un sujeto al analizar la muestra
mediante espectroscopia infrarroja; y en base al espectro infrarrojo, generar una salida indicativa de la presencia de
un tumor benigno del sujeto.

Adicional o alternativamente, algunas solicitudes proporcionan un método que comprende obtener un espectro
infrarrojo (IR) de una muestra de plasma de un sujeto al analizar la muestra mediante espectroscopia infrarroja; y en
base al espectro infrarrojo, generar una salida indicativa de la presencia de un tumor benigno del sujeto.

Tipicamente, el analisis mediante espectroscopia infrarroja (IR), por ejemplo, espectroscopia FTIR y
microespectroscopia (FTIR MSP), de las propiedades bioquimicas globales de las células mononucleares o del
plasma derivados de la sangre puede indicar la presencia de una afeccidon maligna y premaligna o un tumor benigno.
De acuerdo con algunas solicitudes, se llevaron a cabo experimentos en los que muestras de PBMC o plasma de
una pluralidad de sujetos que tenian tumores sélidos benignos o tumores solidos malignos y premalignos (por
ejemplo, pero no se limita a, tumores en tejido mamario, tejidos ginecoldgicos o tejido del tracto gastrointestinal) se

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2877332 T3

analizaron mediante técnicas de microspectroscopia FTIR. Posteriormente, se compararon los espectros de FTIR
(absorcion y/o reflexion) de las muestras de PBMC o plasma de los sujetos con tumores benignos con los espectros
de FTIR de muestras de PBMC o plasma obtenidos de los pacientes con cancer y con los espectros de FTIR de
muestras de PBMC o plasma obtenidos de un grupo control. El grupo control estaba compuesto por sujetos sanos
que no tenian identificados tumores premalignos, malignos o benignos.

Los inventores han identificado que las muestras de PBMC o plasma obtenidas de pacientes que padecen un tumor
soélido premaligno o maligno producen espectros de FTIR que se diferencian de los del grupo control que no
padecen un tumor sélido maligno, lo que permite distinguir entre los pacientes con cancer y controles. Ademas, los
inventores han identificado que las muestras de PBMC o plasma obtenidas de sujetos con un tumor benigno
producen espectros de FTIR que difieren de los pacientes con cancer y de los del grupo control, lo que permite
distinguir entre sujetos con tumores benignos, pacientes con cancer e individuos sanos. Por tanto, algunas
solicitudes pueden usarse para diagnosticar pacientes con cancer que padecen tumores sélidos y para distinguir un
sujeto con un tumor benigno de un paciente con cancer y un sujeto sano. La distincion por espectroscopia FTIR
entre controles y sujetos que padecen tumores benignos o premalignos y malignos se realiza tipicamente en base al
analisis de muestras de PBMC y plasma sanguineo y no de las células tumorales reales, lo que permite una amplia
deteccion de la poblacion si es apropiado, y reduce la necesidad en muchos casos de realizar una biopsia de tejido.

Para algunas solicitudes, un procesador de datos analiza el espectro IR, por ejemplo, el espectro FTIR, de la
muestra de PBMC o plasma del sujeto. La informaciéon del procesador de datos se alimenta tipicamente a una
unidad de salida que genera una salida indicativa de la presencia de un tumor benigno y/o una afeccion pre-maligna
o maligna, en base al espectro infrarrojo (IR). Ademas, el procesador de datos se configura tipicamente para calcular
una segunda derivada del espectro infrarrojo (IR) de la muestra de PBMC y, en base a la segunda derivada del
espectro infrarrojo (IR), para generar una salida indicativa de la presencia de un tumor benigno, premaligno o
maligno.

Para algunas solicitudes, el andlisis por espectroscopia IR, por ejemplo, espectroscopia FTIR, de la bioquimica de
PBMC, plasma o cualesquiera otras células derivadas de la sangre se usa para la deteccion de grandes
poblaciones, lo que ayuda en la deteccién temprana de tumores sélidos. Adicional o alternativamente, las solicitudes
se usan para diagnosticar tumores premalignos o malignos que pueden requerir tratamiento urgente, en contraste
con un tumor benigno que tipicamente no requiere intervencion médica urgente (o ninguna). La espectroscopia FTIR
(y microespectroscopia) es tipicamente un método simple, sin reactivos y rapido adecuado para usar como prueba
de deteccidon para grandes poblaciones. La deteccion temprana del cancer generalmente permite intervencion y
tratamiento tempranos, lo que contribuye a reducir la tasa de mortalidad.

Para algunas solicitudes, los datos obtenidos tanto de las muestras de PBMC como de las muestras de plasma
sanguineo se analizan ademas mediante métodos adecuados conocidos en la técnica, por ejemplo, redes
neuronales artificiales y/o analisis de grupos, y/o analisis de componentes principales, y/o analisis discriminante
lineal (LDA) y/o andlisis discriminante no lineal y/u otros modelos de clasificacion apropiados. Tipicamente, la
combinacién de analisis de datos de PBMC y plasma proporciona resultados de analisis que presentan una alta
sensibilidad y especificidad de aproximadamente 71 % y 95 %, respectivamente.

Por lo tanto, se proporciona de acuerdo con algunos métodos de solicitud que incluyen:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un
sujeto al analizar la muestra mediante espectroscopia infrarroja; y

en base al espectro infrarrojo, lo que genera una salida indicativa de la presencia de un tumor benigno del sujeto.

Para algunas solicitudes, el método incluye ademas obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de plasma
del sujeto al analizar la muestra de plasma mediante espectroscopia infrarroja, generar la salida incluye generar la
salida indicativa de la presencia del tumor benigno del sujeto en respuesta al analisis espectroscopico infrarrojo de la
muestra de PBMC y la muestra de plasma.

Para algunas solicitudes, generar la salida incluye indicar a través de la salida que el tumor no es un tumor maligno.

Para algunas solicitudes, generar la salida incluye indicar a través de la salida que el tumor no es una afeccion
premaligna.

Para algunas solicitudes, generar la salida incluye indicar a través de la salida que el tumor no es una afeccion
premaligna y no es un tumor maligno.

Para algunas solicitudes, generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la presencia
del tumor benigno en lugar de la ausencia de un tumor.

Para algunas solicitudes, el tumor benigno incluye un tumor benigno en tejido seleccionado del grupo que consiste
de: tejido mamario y tejido del tracto gastrointestinal, y generar la salida incluye generar una salida indicativa de la
presencia de un tumor benigno en el tejido seleccionado.
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Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 837,4 + 4 cm-1, 1027,9 + 4 cm-1, 1182,6 + 4 cm-1, 1213,0 + 4 cm-1,
1278,1+ 4 cm-1, 1544,2 + 4 cm-1, 1011,0 £ 4 cm-1, 1071,7, 1141,7 £+ 4 cm-1, 1158,0 + 4 cm-1, 1181, 7+ 4 cm-1y
1502,3 + 4 cm-1, el tejido seleccionado incluye el tejido mamario, y generar incluye generar una salida indicativa de
la presencia de un tumor benigno en el tejido mamario.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar la caracteristica a, al menos, dos nimeros de onda seleccionados
del grupo.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar la caracteristica a, al menos, tres niumeros de onda seleccionados
del grupo.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 837,4 + 4 cm-1, 1027,9 £+ 4 cm-1, 1182,6 £ 4 cm-1, 1213,0 £ 4 cm-1, 1278,1
+ 4 cm-1y 1544,2 + 4 cm-1, y generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la
presencia del tumor benigno en lugar de la ausencia de un tumor.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 1011,0 + 4 cm-1, 1071,7, 1141,7 + 4 cm-1, 1158,0 + 4 cm-1, 1181,7 + 4 cm-
1y 1502,3 + 4 cm-1, y generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la presencia
del tumor benigno en lugar de un tumor maligno.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 785,4 + 4 cm-1, 811,9 + 4 cm-1, 879,9 + 4 cm-1, 1253,0 + 4 cm-1, 1485,4 +
4 cm-1y 1526,9 + 4 cm-1, 760,8 + 4 cm-1, 870,7 £ 4 cm-1, 1371,1 + 4 cm-1, 1485,9 + 4 cm-1, 15269 + 4 cm-1y
1627,1 + 4 cm-1, el tejido seleccionado incluye el tejido del tracto gastrointestinal, y generar incluye generar una
salida indicativa de la presencia de un tumor benigno en el tejido del tracto gastrointestinal.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar la caracteristica a, al menos, dos nimeros de onda seleccionados
del grupo.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar la caracteristica a, al menos, tres niumeros de onda seleccionados
del grupo.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 785,4 + 4 cm-1, 811,9 + 4 cm-1, 879,9 + 4 cm-1, 1253,0 + 4 cm-1, 1485,4 +
4 cm-1y 1526,9 + 4 cm-1, y generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la
presencia del tumor benigno en lugar de la ausencia de un tumor.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 760,8 + 4 cm-1, 870,7 + 4 cm-1, 1371,1 £ 4 cm-1, 1485,9 + 4 cm-1, 1526,9
+ 4 cm-1y 1627,1 + 4 cm-1, y generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la
presencia del tumor benigno en lugar de un tumor maligno.

Para algunas solicitudes, analizar la muestra incluye obtener una segunda derivada del espectro infrarrojo (IR) de la
muestra.

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de sangre de plasma de un sujeto al analizar la muestra mediante
espectroscopia infrarroja; y

en base al espectro infrarrojo, lo que genera una salida indicativa de la presencia de un tumor benigno del sujeto.

Para algunas solicitudes, generar la salida incluye indicar a través de la salida que el tumor no es un tumor maligno.

Para algunas solicitudes, generar la salida incluye indicar a través de la salida que el tumor no es una afeccion
premaligna.

Para algunas solicitudes, generar la salida incluye indicar a través de la salida que el tumor no es una afeccion
premaligna y no es un tumor maligno.

Para algunas solicitudes, generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la presencia
del tumor benigno en lugar de la ausencia de un tumor.

Para algunas solicitudes, el tumor benigno incluye un tumor benigno en tejido seleccionado del grupo que consiste
de: tejido mamario y tejido del tracto gastrointestinal, y generar la salida incluye generar una salida indicativa de la
presencia de un tumor benigno en el tejido seleccionado.
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Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 761,3 £ 4 cm-1, 1117,5 £+ 4 cm-1, 1152,3 £+ 4 cm-1, 1310,9 £ 4 cm-1, 1388,0
+ 4 cm-1y 1453,6 + 4 cm-1, 761,7 £+ 4 cm-1, 1020,2 £ 4 cm-1, 1249,2 + 4 cm-1, 1560,1 £ 4 cm-1, 16479+t 4 cm-1y
1736,1 + 4 cm-1, el tejido seleccionado incluye el tejido mamario, y generar incluye generar una salida indicativa de
la presencia de un tumor benigno en el tejido mamario.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar la caracteristica a, al menos, dos nimeros de onda seleccionados
del grupo.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar la caracteristica a, al menos, tres niumeros de onda seleccionados
del grupo.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 761,3 £ 4 cm-1, 1117,5 £+ 4 cm-1, 1152,3 £+ 4 cm-1, 1310,9 £ 4 cm-1, 1388,0
+ 4 cm-1y 1453,6 + 4 cm-1, y generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la
presencia del tumor benigno en lugar de la ausencia de un tumor.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 761,7 £ 4 cm-1, 1020,2 + 4 cm-1, 1249,2 + 4 cm-1, 1560,1 £ 4 cm-1, 1647,9
+ 4 cm-1y 1736,1 + 4 cm-1, y generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la
presencia del tumor benigno en lugar de un tumor maligno.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 780,1 + 4 cm-1, 872,6 + 4 cm-1, 1142,1 + 4 cm-1, 1378,9 + 4 cm-1, 1399,6
+ 4 cm-1y1622,8 + 4 cm-1, 948,3 + 4 cm-1, 1034,6 £ 4 cm-1, 1110,3 + 4 cm-1, 1153,2 + 4 cm-1, 1340,3+4 cm-1y
1378,4 + 4 cm-1, el tejido seleccionado incluye el tejido del tracto gastrointestinal, y generar incluye generar una
salida indicativa de la presencia de un tumor benigno en el tejido del tracto gastrointestinal.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar la caracteristica a, al menos, dos nimeros de onda seleccionados
del grupo.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar la caracteristica a, al menos, tres niumeros de onda seleccionados
del grupo.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 780,1 + 4 cm-1, 872,6 + 4 cm-1, 1142,1 + 4 cm-1, 1378,9 + 4 cm-1, 1399,6
+ 4 cm-1y 1622,8 + 4 cm-1, y generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la
presencia del tumor benigno en lugar de la ausencia de un tumor.

Para algunas solicitudes, analizar incluye evaluar una caracteristica de la muestra a, al menos, un nimero de onda
seleccionado del grupo que consiste de: 948,3 + 4 cm-1, 1034,6 + 4 cm-1, 1110,3 £ 4 cm-1, 1153,2 £ 4 cm-1, 1340,3
+ 4 cm-1y 1378,4 + 4 cm-1, y generar la salida incluye indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la
presencia del tumor benigno en lugar de un tumor maligno.

Para algunas solicitudes, analizar la muestra incluye obtener una segunda derivada del espectro infrarrojo (IR) de la
muestra.

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) al analizar
la muestra mediante espectroscopia infrarroja; y

en base al espectro infrarrojo, generar una salida indicativa de la presencia de un tumor sélido en el tejido
ginecoldgico de un sujeto.

Para algunas solicitudes, el tumor sélido en tejido ginecoldgico incluye un tumor sélido en tejido seleccionado del
grupo que consiste de: tejido ovarico, tejido endometrial y tejido cervical, y generar la salida incluye generar una
salida indicativa de la presencia de un tumor sélido en tejido seleccionado del grupo.

Para algunas solicitudes, el tumor sélido es un sarcoma.

Todavia se proporciona de acuerdo con algunas solicitudes un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de plasma sanguineo al analizar la muestra mediante
espectroscopia infrarroja; y

en base al espectro infrarrojo, generar una salida indicativa de la presencia de un tumor sélido en el tejido
ginecoldgico de un sujeto.
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Para algunas solicitudes, el tumor sélido en tejido ginecoldgico incluye un tumor sélido en tejido seleccionado del
grupo que consiste de: tejido ovarico, tejido endometrial y tejido cervical, y generar la salida incluye generar una
salida indicativa de la presencia de un tumor sélido en tejido seleccionado del grupo.

Para algunas solicitudes, el tumor sélido es un sarcoma.

Ademas se proporciona, de acuerdo con algunas solicitudes, un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un
sujeto y un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de plasma del sujeto al analizar la muestra mediante
espectroscopia infrarroja; y

en base al espectro infrarrojo, generar una salida indicativa de la presencia de un tumor maligno sélido del sujeto,

generar la salida incluye generar la salida indicativa de la presencia del tumor del sujeto en respuesta al analisis
espectroscopico infrarrojo de la muestra de PBMC y la muestra de plasma.

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una poblaciéon de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un
sujeto que presenta un parametro clinico que puede desencadenar un diagndstico falso positivo de una afeccion
maligna, al analizar las células mediante espectroscopia infrarroja; y

en base al espectro infrarrojo (IR), generar una salida que es indicativa diferencialmente de la presencia de una
afeccion maligna frente a la presencia de un parametro clinico que puede desencadenar un diagndstico falso
positivo.

Para algunas solicitudes, el sujeto que exhibe un parametro clinico que puede desencadenar un diagndstico falso
positivo de una afeccion maligna incluye a una mujer embarazada, y generar una salida incluye generar una salida
que es indicativa diferencialmente de la presencia de una afeccion maligna frente a la presencia de un embarazo.
Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de plasma sanguineo de un sujeto que presenta un parametro
clinico que puede desencadenar un diagnéstico falso positivo de una afeccion maligna, al analizar la muestra
mediante espectroscopia infrarroja; y

en base al espectro infrarrojo (IR), generar una salida que es indicativa diferencialmente de la presencia de una
afeccion maligna frente a la presencia de un parametro clinico que puede desencadenar un diagndstico falso
positivo.

Para algunas solicitudes, el sujeto que exhibe un parametro clinico que puede desencadenar un diagndstico falso
positivo de una afeccion maligna incluye a una mujer embarazada, y generar una salida incluye generar una salida
que es indicativa diferencialmente de la presencia de una afeccion maligna frente a la presencia de un embarazo.
Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un
sujeto al analizar la muestra mediante espectroscopia infrarroja;

analizar el espectro infrarrojo mediante el uso de un procesador; y

en base al analisis mediante el uso del procesador, mediante el uso de un dispositivo de salida, generar una salida
indicativa de la presencia de un tumor benigno del sujeto.

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de sangre de plasma de un sujeto al analizar la muestra mediante
espectroscopia infrarroja;

analizar el espectro infrarrojo mediante el uso de un procesador; y

en base al analisis mediante el uso del procesador, mediante el uso de un dispositivo de salida, generar una salida
indicativa de la presencia de un tumor benigno del sujeto.

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un método que incluye:

6
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obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un
sujeto, al analizar la muestra mediante espectroscopia infrarroja;

analizar el espectro infrarrojo, mediante el uso de un procesador; y

en base al analisis mediante el uso del procesador, mediante el uso de un dispositivo de salida, generar una salida
indicativa de la presencia de un tumor sélido en el tejido ginecolégico del sujeto.

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de plasma sanguineo de un sujeto al analizar la muestra
mediante espectroscopia infrarroja;

analizar el espectro infrarrojo mediante el uso de un procesador; y

en base al analisis mediante el uso del procesador, mediante el uso de un dispositivo de salida, generar una salida
indicativa de la presencia de un tumor sélido en el tejido ginecolégico del sujeto.

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un
sujeto y un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de plasma del sujeto al analizar la muestra mediante
espectroscopia infrarroja;

analizar el espectro infrarrojo mediante el uso de un procesador; y

en base al analisis mediante el uso del procesador, mediante el uso de un dispositivo de salida, generar una salida
indicativa de la presencia de un tumor maligno soélido del sujeto,

en donde generar la salida comprende generar la salida indicativa de la presencia del tumor del sujeto en respuesta
al analisis espectroscopico infrarrojo de la muestra de PBMC y la muestra de plasma.

Ademas, se proporciona un método para el diagnéstico de un tumor sélido, el método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una poblaciéon de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un
sujeto que presenta un parametro clinico que puede desencadenar un diagndstico falso positivo de una afeccion
maligna, al analizar las células mediante espectroscopia infrarroja;

analizar el espectro infrarrojo mediante el uso de un procesador; y

en base al analisis mediante el uso del procesador, mediante el uso de un dispositivo de salida, generar una salida
que es indicativa diferencialmente de la presencia de una afecciéon maligna frente a la presencia de un parametro
clinico que puede desencadenar un diagndstico falso positivo.

Ademas, se proporciona un método para el diagnéstico de un tumor sélido, el método que incluye:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de plasma sanguineo de un sujeto que presenta un parametro
clinico que puede desencadenar un diagnéstico falso positivo de una afeccion maligna, al analizar la muestra
mediante espectroscopia infrarroja;

analizar el espectro infrarrojo mediante el uso de un procesador; y

en base al analisis mediante el uso del procesador, mediante el uso de un dispositivo de salida, generar una salida
que es indicativa diferencialmente de la presencia de una afecciéon maligna frente a la presencia de un parametro
clinico que puede desencadenar un diagndstico falso positivo.

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un producto de programa informatico para administrar
el procesamiento de un cuerpo de datos, el producto incluye un medio legible por computadora que tiene
instrucciones de programa incorporadas en el mismo, cuyas instrucciones, cuando las lee una computadora, hacen
a la computadora:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de plasma sanguineo al analizar la muestra de plasma sanguineo
mediante espectroscopia infrarroja; y

en base al espectro infrarrojo, generar una salida indicativa de la presencia de un tumor benigno.
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Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un producto de programa informatico para administrar
el procesamiento de un cuerpo de datos, el producto incluye un medio legible por computadora que tiene
instrucciones de programa incorporadas en el mismo, cuyas instrucciones, cuando las lee una computadora, hacen
a la computadora:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) al analizar
la muestra de sangre mediante espectroscopia infrarroja; y

en base al espectro infrarrojo, generar una salida indicativa de la presencia de un tumor benigno.

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona sistema para diagnosticar un tumor benigno, que
incluye:

un procesador, configurado para analizar un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de plasma sanguineo de un
sujeto; y

un dispositivo de salida, configurado para generar una salida indicativa de la presencia de un tumor benigno, en
base al espectro infrarrojo (IR).

Ademas, de acuerdo con algunas solicitudes, se proporciona un sistema para diagnosticar un tumor benigno, que
incluye:

un procesador, configurado para analizar un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) de un sujeto; y

un dispositivo de salida, configurado para generar una salida indicativa de la presencia de un tumor benigno, en
base al espectro infrarrojo (IR).

La presente invencion se entendera mejor a partir de la siguiente descripcion detallada de sus modalidades, tomada
junto con los dibujos, en los que:

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-D son graficos que representan los espectros de absorciéon de FTIR, la segunda derivada de los
espectros de absorcion, y su analisis, en base a muestras de PBMC de pacientes con cancer de mama, sujetos con
tumores de mama benignos y controles, derivados de acuerdo con algunas solicitudes.

Las Figuras 2A-D son graficos que representan los espectros de absorciéon de FTIR, la segunda derivada de los
espectros de absorcion, y su analisis, en base a muestras de plasma de pacientes con cancer de mama, sujetos con
tumores de mama benignos y controles, derivados de acuerdo con algunas solicitudes.

Las Figuras 3A-H son graficos que representan el analisis estadistico y el analisis de grupos de estos, incluido el
analisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC) del analisis de espectros de absorcion de FTIR, en
base a muestras de PBMC y plasma de pacientes con cancer de mama, sujetos con tumores de mama benignos y
controles, derivados de acuerdo con algunas solicitudes;

Las Figuras 4A-D son graficos que representan el andlisis de informacion clinica de pacientes con cancer de mama,
para muestras de PBMC y muestras de plasma obtenidas de pacientes con cancer de mama de acuerdo con
algunas solicitudes;

Las Figuras 5A-D son graficos que representan los espectros de absorciéon de FTIR, la segunda derivada de los
espectros de absorcion, y su andlisis, en base a muestras de PBMC de pacientes con cancer colorrectal, sujetos con
tumores colorrectales benignos y controles, derivados de acuerdo con algunas solicitudes de la presente invencion;

Las Figuras 6A-E son graficos que representan los espectros de absorcion de FTIR, la segunda derivada de los
espectros de absorcion, y su analisis, en base a muestras de plasma de pacientes con cancer colorrectal, sujetos
con tumores colorrectales benignos y controles, derivados de acuerdo con algunas solicitudes.

Las Figuras 7A-H son graficos que representan el analisis estadistico, incluido el andlisis de la curva caracteristica
operativa del receptor (ROC) del analisis de espectros de absorcion de FTIR, en base a muestras de PBMC y
plasma de pacientes con cancer colorrectal, sujetos con tumores colorrectales benignos y controles, derivados de
acuerdo con algunas solicitudes

Las Figuras 8A-D son graficos que representan el anadlisis de la informacion clinica de pacientes con cancer
colorrectal, para muestras de PBMC y muestras de plasma obtenidas de pacientes con cancer colorrectal de
acuerdo con algunas solicitudes.
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Las Figuras 9A-D son graficos que representan el analisis estadistico de muestras de PBMC y muestras de plasma
de pacientes con cancer colorrectal, sujetos con tumores colorrectales premalignos, sujetos con tumores
colorrectales benignos y controles, derivados de acuerdo con algunas solicitudes.

Las Figuras 10A-E son graficos que representan los espectros de absorcion de FTIR, la segunda derivada de los
espectros de absorcion, y su analisis, en base a muestras de PBMC de: pacientes con cancer ginecoldgico, sujetos
con tumores ginecoldgicos benignos, sujetos embarazadas y controles sanos, derivados de acuerdo con algunas
solicitudes

Las Figuras 11A-E son graficos que representan los espectros de absorcion de FTIR, la segunda derivada de los
espectros de absorcion y analisis de estos, en base a muestras de plasma de: pacientes con cancer ginecoldgico,
sujetos con tumores ginecolégicos benignos, sujetos embarazadas y controles sanos, derivados de acuerdo con
algunas solicitudes.

Las Figuras 12A-B son graficos que representan el anadlisis estadistico de los espectros de FTIR de muestras de
PBMC y plasma de pacientes con cancer ginecoldgico, pacientes con cancer colorrectal y pacientes con cancer de
mama derivados de acuerdo con algunas solicitudes;

Las Figuras 13A-D son graficos que representan la segunda derivada de los espectros de absorcion de FTIR y su
analisis, en base a muestras de PBMC y plasma de pacientes con cancer y controles sanos, derivados de acuerdo
con algunas solicitudes.

Las Figuras 14A-C son graficos que representan el anadlisis estadistico, que incluyen el analisis de la curva
caracteristica operativa del receptor (ROC) del analisis de espectros de absorcion de FTIR, en base a el analisis de
muestras de PBMC y plasma de pacientes con cancer y controles sanos, derivados de acuerdo con algunas
solicitudes

Las Figuras 15A-D son ilustraciones esquematicas de portaobjetos que contienen una muestra biolégica que se
seco al aire durante 0,5 h bajo flujo laminar a una temperatura de 30 + 4 C para eliminar el agua de acuerdo con
algunas solicitudes en comparacion con los portaobjetos que contienen una muestra bioldégica que se secé al aire
durante 0,5 h bajo flujo laminar a una temperatura de 21 C para eliminar el agua; y

La Figura 16 es un diagrama de blogues de un sistema para el diagnéstico diferencial de tumores sdlidos benignos y
malignos, de acuerdo con algunas solicitudes

Descripcion detallada de las modalidades

Algunas solicitudes comprenden métodos para realizar el diagnoéstico diferencial de tumores sélidos benignos y
malignos mediante técnicas de microspectroscopia (MSP) FTIR. De acuerdo con algunas solicitudes, la
microspectroscopia FTIR se usa para diagnosticar diferencialmente un tumor soélido y un tumor benigno en base a
las propiedades bioquimicas de una muestra de sangre y/o plasma de un sujeto. Algunas solicitudes comprenden
obtener una muestra de sangre de un sujeto y analizar PBMC y/o plasma de la muestra por técnicas FTIR-MSP para
la deteccion de un tumor sélido maligno o benigno. Tipicamente, el plasma sanguineo y/o una muestra de PBMC de
un paciente que tiene un tumor sélido benigno se identifica por presentar espectros de FTIR que son diferentes de
los espectros de FTIR producidos por plasma sanguineo/PBMC de un sujeto que tiene un tumor sélido maligno.
Ademas, se identifica que el plasma sanguineo y/o una muestra de PBMC de un paciente que padece un tumor
soélido benigno exhiben espectros de FTIR que son diferentes de los espectros de FTIR producidos por plasma
sanguineo/PBMC de un sujeto que no padece un tumor sélido maligno o benigno (para algunas solicitudes, el grupo
control puede incluir sujetos que padecen una patologia que no es un tumor sélido). Por consiguiente, algunas
solicitudes proporcionan un método util para diagnosticar a un paciente con cancer y distinguir entre un paciente con
cancer y un sujeto con un tumor benigno.

METODOS USADOS EN ALGUNAS MODALIDADES DE LA PRESENTE INVENCION

Mas abajo en la presente descripcion, se describen una serie de protocolos que pueden usarse por separado o en
combinacién, segin sea apropiado, de acuerdo con las solicitudes de la presente invencion. Debe apreciarse que
los valores numéricos se proporcionan a modo de ilustracion y no de limitacion. Tipicamente, pero no
necesariamente, cada valor mostrado es un ejemplo seleccionado de un intervalo de valores que esta dentro del 20
% del valor mostrado. De manera similar, aunque determinadas etapas se describen con un alto nivel de
especificidad, un experto en la técnica apreciara que pueden realizarse otras etapas, que cambian lo que se deba
cambiar.

De acuerdo con algunas solicitudes, se aplicaron los siguientes métodos:
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Obtencién de poblaciones de pacientes y control

Todos los estudios se aprobaron por el Comité de Etica local del Centro Médico Edith Wolfson, Holon, Israel, y el

Hospital Beilinson, Israel. Los estudios se realizaron de acuerdo con la Declaraciéon de Helsinki. El personal

calificado obtuvo el consentimiento informado de cada individuo que participd en este estudio.

Una primera poblacién de pacientes incluyé sujetos diagnosticados con tumores solidos en tejido mamario y

gastrointestinal como se establece en la siguiente tabla A:

Tabla A:
Tejido mamario Tejido gastrointestinal
(colorrectal)
Control | Benigno | Cancer | Control Benigno Cancer

Numero de sujetos. 15 15 29 15 14 35
Edad media * SD 42+14 46121 60+13 55116 71+10 67114

Masculino - - - 8 7 19
Género

Femenino 15 15 29 7 7 16

Premaligno - - 0 - - 6

| - - 11 - - 6
Estadio de la
enfermedad I - - 13 - - 13

i - - 2 - - 8

v - - 0 - - 2

El diagnostico de cancer se determind mediante diagndstico clinico, quirtrgico, histolégico y patolégico. El estadio
patolégico del tumor se determiné de acuerdo con la clasificacion de tumor-ganglio-metastasis (TNM), como se
describe en "TNM Classification of Malignant Tumours", por Sobin LH. y otros, 7ma Edicion, Nueva York: John Wiley,
2009. Los detalles clinicos para pacientes con cancer de mama y colorrectal se presentan en la Figura 4A.

Un grupo control (n=15) incluy6 voluntarios sanos.

Una segunda poblacidon de pacientes incluyd sujetos diagnosticados con tumores sélidos en tejido ginecoldgico
como se establece en la siguiente tabla B:

Tabla B:
Control Mama Gastrointestinal Pulmén Otro
Edad media = SD 52114 59+12 66+13 5948 4715
Masculino 18 0 27 9 3
Género
Femenino 37 42 24 2 2
Pre 0 0 6 0 0
| 0 11 3 0 1
Estadio de la
enfermedad - 0 17 13 1 0
]l 0 4 11 3 1
v 0 1 8 7 0

El diagnostico de cancer se determind mediante diagndstico clinico, quirtrgico, histolégico y patolégico. El estadio
patolégico del tumor se determind de acuerdo con la clasificacion de tumor-ganglio-metastasis (TNM), como se
describe en "TNM Classification of Malignant Tumours", por Sobin LH. y otros, 7ma Edicion, Nueva York: John Wiley,
2009.

Un grupo control (n=28) incluy6 voluntarios sanos.

Un grupo control adicional consistié en mujeres embarazadas (n=11).
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Recoleccion de muestras de sangre

Se recogieron 1-2 mL de sangre periférica en tubos de recoleccién de sangre con EDTA de 5 mL (BD Vacutainer®
Tubes, BD Vacutainer, Toronto) de pacientes y controles mediante el uso de procedimientos de flebotomia
estandarizados. Las muestras se procesaron dentro de las dos horas posteriores a la recoleccion.

Extraccion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se aplicaron leucocitos residuales depletados de plaquetas obtenidos de pacientes con cancer y controles sanos a
gradientes Histopaque 1077 (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE.UU.) al seguir el protocolo del fabricante
para obtener PBMC.

Las células se aspiraron de la interfase, se lavaron dos veces con solucion salina isoténica (solucion de NaCl al 0,9
%) a 500 g durante 7 minutos y se resuspendieron en 10 uL de solucion salina isoténica reciente. Las células se
diluyeron con solucion salina a diferentes concentraciones (respectivamente, por 1x, 2x, 3x, 5x y 6x), y se
depositaron 0,4 uL de cada concentracion en portaobjetos de seleniuro de zinc (ZnSe) para formar una capa
uniforme de células secas. Cabe sefialar que puede usarse cualquier otro portaobjetos adecuado, por ejemplo, las
mediciones de reflexion pueden llevarse a cabo mediante el uso de un portaobjetos de oro. A continuacion, los
portaobjetos se secaron al aire durante 0,5 h bajo flujo laminar a una temperatura de 30 + 4 C para eliminar el agua.
Las células secas se evaluaron luego mediante microscopia FTIR.

Aislamiento de plasma de muestras de sangre periférica

La sangre de pacientes con cancer y controles sanos se diluy6 1:1 en solucion salina isotonica (solucion de NaCl al
0,9 %). La sangre diluida se aplicd cuidadosamente a gradientes Histopaque 1077 (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Missouri, EE.UU.) en tubos de recoleccion de 15 mL y se centrifugé a 400 g durante 30 min.

Para descartar plaquetas y restos celulares, el plasma se transfirié a tubos eppendorf de 1,5 mL y se centrifugé a
6000 g durante 10 min. Luego, se transfirieron 500 uL de la seccién media del plasma a un nuevo tubo eppendorf y
se depositaron 0,8 uL de plasma en un portaobjetos de seleniuro de zinc (ZnSe). Cabe sefalar que puede usarse
cualquier otro portaobjetos adecuado, por ejemplo, las mediciones de reflexion pueden llevarse a cabo mediante el
uso de un portaobjetos de oro. El portaobjetos se secé al aire durante 0,5 h bajo flujo laminar a una temperatura de
30 + 4 C para eliminar el agua. A continuacion, el plasma seco se sometié a microscopia FTIR.

Microspectroscopia FTIR

La microspectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR-MSP) y las mediciones de adquisicion de datos
se realizaron mediante el uso del microscopio FTIR Nicolet Centaurus con un detector de teluro de mercurio-cadmio
(MCT) enfriado con nitrégeno liquido, acoplado al espectrometro FTIR Nicolet iS10, mediante el uso del software
OMNIC (Nicolet, Madison, WI). Para lograr una alta relacién sefial a ruido (SNR), se recopilaron 128 exploraciones
codificadas en cada medicion en la region del numero de onda de 700 a 4000 cm-1. El sitio de medicion era circular,
con un diametro de 100 um y una resolucién espectral de 4 cm-1 (espaciado de datos de 0,482 cm-1). Para reducir
la variacion del espesor de la muestra de plasma y lograr una comparacion adecuada entre diferentes muestras, se
adoptaron los siguientes procedimientos:

1. Cada muestra se midié al menos cinco veces en diferentes lugares.

2. Las velocidades del convertidor analdgico a digital (ADC) se eligieron empiricamente entre 2000 y 3000
recuentos/s (lo que proporciona areas de medicion con densidad de material similar).

3. Los espectros obtenidos se corrigieron en la linea base mediante el uso del método de la banda elastica, con
64 puntos consecutivos, y se normalizaron mediante el uso de la normalizacion vectorial en el software OPUS como
se describe en un articulo titulado "Early spectral changes of cellular malignant transformation using Fourier
transformation infrared microspectroscopy"”, por Bogomolny y otros, 2007. J Biomed Opt. 12:024003.

Con el fin de obtener valores de absorcidon precisos en un nimero de onda dado con una minima interferencia de
fondo, se usaron los espectros de la segunda derivada para determinar las concentraciones de biomoléculas de
interés. Este método es susceptible a cambios en FWHM (ancho completo a la mitad del maximo) de las bandas IR.
Sin embargo, en el caso de muestras bioldgicas, todas las muestras (plasma) del mismo tipo estan compuestas por
componentes basicos similares, que dan bandas relativamente anchas. Por lo tanto, es posible ignorar en general
los cambios en la banda FWHM, como se describe en un articulo titulado "Selenium alters the lipid content and
protein profile of rat heart: An FTIR microspectroscopy study”, por Toyran y otros, Arch.Biochem.Biophys. 2007
458:184-193.
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Procesamiento de espectros y analisis estadistico

El espectro IR refleja los datos bioquimicos de la muestra medida. Para distinguir entre grupos de cancer y control,
se seleccionaron secciones especificas del intervalo seleccionado de los espectros segun lo determinado por la
prueba T. Las diferencias se consideraron significativas a P <0,05. La reduccion de datos se implementd por el
analisis de componentes principales (PCA). Si cada uno de los niumeros de onda se considera una direccion,
entonces la técnica de PCA buscé nuevas direcciones en los datos que tienen la varianza mas grande y
posteriormente proyectd los datos en un nuevo espacio multidimensional. Después del PCA, se realiz6 el analisis
discriminante lineal de Fisher (FLDA) para clasificar entre grupos de cancer y control. Se usoé la validacion cruzada
dejando uno fuera (LOOCV), que es un método comun en el analisis espectral FTIR, para evaluar el rendimiento del
clasificador. Los datos se verificaron mediante métodos analiticos adicionales no supervisados, tal como el andlisis
de grupos, mediante el uso del método de Ward y distancias euclidianas para verificar ain mas el analisis
(STATISTICA, StatSoft, Tulsa, OK).

DATOS EXPERIMENTALES

Los experimentos descritos mas abajo en la presente descripcidon se realizaron por los inventores de acuerdo con
algunas solicitudes y mediante el uso de las técnicas descritas anteriormente en la presente descripcion.

Los experimentos presentados mas abajo en la presente descripcion con referencia a los ejemplos 1-4 demuestran
que, de acuerdo con algunas solicitudes, el analisis de muestras de PBMC y/o muestras de plasma por técnicas
FTIR-MSP puede usarse para el diagnéstico diferencial de tumores soélidos benignos y malignos en base al patron
espectral de FTIR-MSP en los numeros de onda seleccionados.

Ejemplo 1

En un conjunto de experimentos, se realizé el diagnéstico diferencial de tumores de mama benignos y tumores de
mama malignos en base a un patrén espectral de FTIR-MSP en ndmeros de onda seleccionados de muestras de
PBMC.

De acuerdo con las solicitudes, se analizaron muestras de PBMC de 15 controles sanos por FTIR-MSP, y se
establecié un patron espectral de FTIR-MSP tipico para las PBMC control. Ademas, las muestras de PBMC de 29
pacientes con cancer de mama se sometieron a analisis FTIR-MSP y se compararon con el patron espectral de
FTIR-MSP control. Ademas, analisis de MSP y comparacion con el patrén espectral de FTIR-MSP de control y con el
patrén espectral de FTIR-MSP de cancer de mama. Las muestras de PBMC se obtuvieron mediante procesamiento
preliminar de la sangre periférica, de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente en la presente descripcion
con referencia a la extraccion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). A continuacion, las muestras
de PBMC se analizaron por FTIR-MSP, de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente en la presente
descripcion con referencia a FTIR-MSP.

Se hace referencia a las Figuras 1A-D, que son graficos que representan los espectros de absorcion de FTIR y la
segunda derivada de los espectros de absorcion y andlisis de estos, para muestras de PBMC de 29 pacientes con
cancer de mama, 15 sujetos con tumores benignos en tejido mamario y 15 controles sanos, derivados de acuerdo
con algunas solicitudes

La Figura 1A muestra los espectros de absorcion de FTIR-MSP promedio de muestras de PBMC de controles sanos,
sujetos con tumores de mama benignos y pacientes con cancer de mama en las regiones de 700-1800 cm-1,
después de la correccion de la linea base y la normalizacion del vector. Cada espectro representa el promedio de
cinco mediciones en diferentes sitios para cada muestra. Los espectros estan compuestos por varias bandas de
absorcién, cada una de las cuales corresponde a grupos funcionales especificos de macromoléculas especificas
como lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos. Generalmente, el espectro FTIR se analiza tipicamente al
seguir los cambios frente al control en la absorcién (intensidad y/o cambio) de estas macromoléculas.

La tabla C representa algunas de las principales bandas de absorcion IR para células PBMC y sus correspondientes
grupos funcionales moleculares:
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Tabla C:
Numero de onda (cm-1 £ 4) | Asignacion
2958 Vas CH3, principalmente proteinas, lipidos
2922 Vas CHy, principalmente lipidos, proteinas
2873 vs CHjs, principalmente proteinas, lipidos
2854 vs CHy, principalmente lipidos, proteinas
~1,656 Amida | v C=0 (80 %), v C-N (10 %), & N-H
~1,546 Amida 11 8 N-H (60 %), v C-N (40 %)
1400 v COO-, & s CH3 lipidos, proteinas
1313 Componentes de la banda amida lll de las proteinas
1240 vas PO2, grupos fosfodiéster de acidos nucleicos
1170 Bandas de C-O de glucomateriales y proteinas
1155 vC-O de proteinas y carbohidratos
1085 vs PO2 de acidos nucleicos, fosfolipidos, proteinas
1053 v C-O y 6 C-O de carbohidratos
996 C-Cy C-O deribosa de ARN
967 C-C y C-O de movimientos esqueléticos de desoxirribosa de ADN
780 conformacion Z de azucar-fosfato de ADN
740 v N=H de timina

Se hace referencia a la Figura 1B. Con el fin de lograr una comparacion eficaz entre las muestras de PBMC de los
pacientes con cancer de mama, sujetos con tumores de mama benignos y los controles, se usé la segunda derivada
de los espectros de FTIR-MSP normalizados por vector y corregidos por la linea base. Los resultados se presentan
en la Figura 1B. Como se muestra en el analisis de espectros de la segunda derivada, los espectros de las muestras
de PBMC de los pacientes con cancer de mama diferian significativamente de los espectros de las muestras de
PBMC tanto de los sujetos con tumores de mama benignos como de los controles, en la region espectral de 1140
cm-1.

La media * error estandar de la media SEM para cada uno de los conjuntos de datos (sano, benigno, cancer de
mama) esta representado por el grosor de las lineas del grafico que representan los grupos sano, benigno y de
cancer de mama, de acuerdo con la leyenda de la Figura, como se muestra en la Figura 1B.

Se hace referencia a las Figuras 1C-D, que son graficos que representan valores de la segunda derivada de los
espectros de absorcion de muestras de PBMC de sujetos con tumores de mama benignos en comparacion con
muestras de PBMC de pacientes con cancer y/o a muestras de PBMC de controles sanos (indicados como sanos en
las figuras), derivado de acuerdo con algunas solicitudes se realizé un analisis estadistico y se proporcionan los
valores p. Como se muestra:

a) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de PBMC de los pacientes con cancer de
mama difirié significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de las PBMC de controles
sanos;

b) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de PBMC de los pacientes con cancer de
mama difiri6 significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de las PBMC de sujetos con
un tumor de mama benigno; y

c) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de PBMC de los sujetos con un tumor de
mama benigno difirié significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de PBMC de
controles sanos.

La tabla D enumera los numeros de onda que se identificaron en este conjunto de experimentos como se presenta
en las Figuras 1A-D. Tipicamente, las muestras de PBMC se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de
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estos numeros de onda para distinguir entre: a) pacientes de control sanos y con cancer de mama; b) control sano y
sujetos con tumores benignos de mama; y c) pacientes con cancer de mama y sujetos con tumores de mama
benignos. Para algunas solicitudes, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un nimero de
onda seleccionado de la tabla D. Alternativamente, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos,
dos o tres niumeros de onda seleccionados de la tabla D.

Tabla D:
Control sano frente a Benigno Control sano frente a Cancer Benigno frente a Cancer Numero
Numero de onda (cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4) de onda (cm-1 * 4)
712,1 928,6 1537,5 711,6 1459,4 1608,3 729,0 1173,0 1542,3
725,6 945,9 15442 838,9 1465,2 1616,1 753,1 1181,7 1548,1
745.8 963,3 1612,7 946,9 1473,3 1618,9 758,9 1197,6 1559,2
758,9 1027,9 1632,9 1010,5 1498,4 1626,2 847,1 1253,5 1576,5
773,8 1077,5 1644,0 1082,4 1501,8 1635,3 870,2 1341,7 1602,1
784.,9 1116,1 1702,4 1100,7 1507,1 1641,1 882,8 13721 1612,7
793,6 1129,6 1712,0 1115,1 1512,4 1645,5 1003,8 1423,2 1627,1
798,44 1182,6 1778,5 1140,7 1524,9 1647,9 1011,0 1437,2 1637,3
803,7 1196,6 1176,8 1528,3 1653,2 1023,5 1449,2 1642,1
8374 1213,0 1213,0 1532,2 1658,5 1034,1 1466,1 1654,1
845,2 1238,6 1254,0 1535,5 1674,4 1047,2 1475,3 1659,9
862,5 1271,8 1278,6 1542,8 1684,5 1071,7 1498,9 1667,6
871,2 1278,1 1366,3 1548,1 1693,2 1080,9 1502,3 1678,7
882,3 1292,6 1437,2 1551,9 1698,5 1128,2 1509,0 1709,6
1443,0 1559,6 1701,4

897,7 1320,0 1453,1 1568,8 1762,1 11417 1524,9 1730,8
903,5 1332,6 1158,0 1536,0

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla D se
usan para diferenciar entre la ausencia de un tumor y un tumor de mama maligno: 1140,7 + 4 cm-1, 1254,0 £ 4 cm-1,
1473,3 £ 4 cm-1,1551,9 £+ 4 cm-1, 1635,3 + 4 cm-1y 1658,5 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla D se
usan para diferenciar entre la ausencia de un tumor y un tumor de mama benigno: 837,4 + 4 cm-1, 1027,9 + 4 cm-1,
1182,6 + 4 cm-1, 1213,0 + 4 cm-1, 1278,1 £ 4 cm-1, 1544,2 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o0 mas de los siguientes numeros de onda seleccionados de la tabla D se
usan para diferenciar entre un tumor de mama maligno y un tumor de mama benigno: 1011,0 + 4 cm-1, 1071,7,
1141,7 + 4 cm-1, 1158,0 + 4 cm-1, 1181,7 £ 4 cm-1, 1502,3 + 4 cm-1.

Ejemplo 2

En un conjunto de experimentos, el diagndstico diferencial de tumores de mama benignos y tumores de mama
malignos se realizdé en base a un patron espectral de FTIR-MSP de muestras de plasma a numeros de onda
seleccionados.

De acuerdo con las solicitudes, se analizaron muestras de plasma de 15 controles sanos por FTIR-MSP y se
establecié un patron espectral tipico de FTIR-MSP para el plasma control. Ademas, las muestras de plasma de 29
pacientes con cancer de mama se sometieron a analisis FTIR-MSP y se compararon con el patron espectral de
FTIR-MSP de control. Ademas, las muestras de plasma de 15 sujetos con un tumor benigno en tejido mamario se
sometieron a analisis FTIR-MSP y se compararon con el patrén espectral de FTIR-MSP de control y con el patréon
espectral de FTIR-MSP de cancer de mama. Las muestras de plasma se obtuvieron mediante el procesamiento
preliminar de la sangre periférica de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente en la presente descripcion
con referencia al aislamiento de plasma a partir de muestras de sangre periférica. A continuacion, las muestras de
plasma sanguineo se analizaron por FTIR-MSP, de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente en la
presente descripcion con referencia a FTIR-MSP.
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Se hace referencia a las Figuras 2A-D, que son graficos que representan los espectros de absorcion de FTIR y la
segunda derivada de los espectros de absorcion y analisis de estos, para muestras de plasma de 29 pacientes con
cancer de mama, 15 sujetos con tumores benignos en tejido mamario y 15 controles sanos, derivados de acuerdo
con algunas solicitudes

La Figura 2A muestra los espectros de absorcion de FTIR-MSP promedio de muestras de plasma de controles
sanos, sujetos con tumores de mama benignos y pacientes con cancer de mama en las regiones de 700 - 1800 cm-
1, después de la correccioén de la linea base y la normalizacion del vector. Cada espectro representa el promedio de
cinco mediciones en diferentes sitios para cada muestra. Los espectros se componen de varias bandas de
absorcién, cada una correspondiente a grupos funcionales especificos de macromoléculas especificas tales como
lipidos, proteinas y carbohidratos/acidos nucleicos. Generalmente, el espectro FTIR se analiza tipicamente al seguir
los cambios en la absorcion (intensidad y/o desplazamiento) de estas macromoléculas.

Se hace referencia a la Figura 2B. Con el fin de lograr una comparacion eficaz entre las muestras de plasma de los
pacientes con cancer de mama, sujetos con tumores de mama benignos y los controles, se usé la segunda derivada
de los espectros de FTIR-MSP normalizados por vector y corregidos por la linea base. Los resultados se presentan
en la Figura 2B. Como se muestra en el analisis de espectros de la segunda derivada, los espectros de las muestras
de plasma de los pacientes con cancer de mama diferian significativamente de los espectros de las muestras de
plasma tanto de los sujetos con tumores de mama benignos como de los controles, en la region espectral de 1659
cm-1y 1653 cm-1.

La media + SEM para cada uno de los conjuntos de datos (sano, benigno, cancer de mama) se representa mediante
el grosor de las lineas del grafico que representan los grupos sano, benigno y de cancer de mama, de acuerdo con
la leyenda de la Figura, como se muestra en la Figura 2B.

Se hace referencia a las Figuras 2C-D, que son graficos que representan valores de la segunda derivada de los
espectros de absorcion de muestras de plasma de sujetos con tumores de mama benignos en comparacion con
muestras de plasma de pacientes con cancer y/o muestras de plasma de controles sanos, derivado de acuerdo con
algunas solicitudes se realizé un analisis estadistico y se proporcionan los valores p. Como se muestra:

a) La segunda derivada de las muestras de plasma de los pacientes con cancer de mama difirid
significativamente del analisis de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP del plasma de controles sanos;

b) La segunda derivada de las muestras de plasma de los pacientes con cancer de mama difirid
significativamente del analisis de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP del plasma de sujetos con un
tumor de mama benigno; y

c) La segunda derivada de las muestras de plasma de los sujetos con un tumor de mama benigno difirid
significativamente del analisis de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP del plasma de controles sanos.

La tabla E1 enumera los nimeros de onda que se identificaron en este conjunto de experimentos como se presenta
en las Figuras 2A-D. Tipicamente, las muestras de plasma se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de
estos niumeros de onda para distinguir entre: a) pacientes de control y de cancer de mama; b) control y sujetos con
tumores de mama benignos; y c) pacientes con cancer de mama y sujetos con tumores de mama benignos. Para
algunas solicitudes, las muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un nimero de onda
seleccionado de la tabla E1. Alternativamente, las muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a, al menos, dos o
tres numeros de onda seleccionados de la tabla E1.
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Tabla E1:
Beiic;:ltgoll\lzﬁgrgzrgir? da Control sano frente a Cancer Nimero Benigno frente a Cancer Numero de
(cm-1 + 4) de onda (cm-1 % 4) onda (cm-1 + 4)
7241 1286,3 723,7 1153,2 1528,3 713,5 1512,4 1674,9
761,3 1300,3 728,0 1180,7 1532,2 726,5 1525,4 1698,5
768,5 1310,9 746,8 1200,5 1534,6 740,5 1528,8 1736,1
897,7 1325,3 752,6 1232,8 1542,3 756,0 1532,2 1748,6
9247 1343,7 769,9 1250,6 15471 761,7 1535,1 1754.,4
943,5 1349,0 840,8 12791 1551,9 772,8 1542,3 1758,8
959,9 1388,0 883,2 1288,2 1559,6 867,8 15471 1765,5
980,6 1396,2 916,5 1305,1 1584,2 1020,2 1552,9 1770,8
989,3 1402,5 925,7 1312,8 1612,2 1200,5 1560,1 1776,1
1013,4 1411,2 943,0 1326,8 1619,4 1249,2 1565,9 1780,5
1032,7 1425,6 958,9 1342,2 1626,7 1267,0 1569,8 1785,8
1049,1 1453,6 965,2 1350,9 1635,8 1330,6 1612,2 1790,6
1355,2 1616,1

1054,9 1466,6 980,6 1386,6 1637,3 1378,9 1619,4
1089,6 1581,3 990,7 1406,8 1645,9 1427 1 1626,7
1117,5 1587,1 1021,6 14242 1652,7 1437,7 1634,9
1134,4 1731,3 1033,7 1429,5 1659,9 1443,9 1641,1
1146,0 1741,9 1081.,4 1453,6 1667,6 1467,6 1645,9
1152,3 1752,0 1088,6 1480,1 1673,9 1474,3 1647,9
1169,6 1757,3 1094,9 1498,4 1699,0 1479,6 1653,2
1255,4 1768,9 1101,6 1502,3 1741,9 14946 1659,4
1266,5 1779,5 1118,0 1512,4 1756,8 1502,3 1667,6
12791 1146,5 1524,9 1767,9

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla E1 se
usan para diferenciar entre la ausencia de un tumor y un tumor de mama benigno: 761,3 + 4 cm-1, 1117,5 + 4 cm-1,
1152,3 +4 cm-1,1310,9 £+ 4 cm-1, 1388,0 £ 4 cm-1y 1453,6 £ 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla E1 se
usan para diferenciar entre la ausencia de un tumor y un tumor de mama maligno: 925,7 + 4 cm-1, 1153,2 + 4 cm-1,
1200,5 + 4 cm-1, 1350,9 + 4 cm-1, 1453,6 + 4 cm-1, 1637,3 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla E1 se
usan para diferenciar entre un tumor de mama maligno y un tumor de mama benigno: 761,7 + 4 cm-1, 1020,2 + 4
cm-1, 1249,2 + 4 cm-1, 1560,1 + 4 cm-1, 1647,9 + 4 cm-1, 1736,1 + 4 cm-1.

Ahora se hace referencia a las Figuras 1A-D, Figuras 2A-D y las Figuras 3A-G. Las Figuras 3A-G son graficos que
representan el andlisis estadistico, incluido el analisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC) de
espectros de absorcion de FTIR, en base a muestras de PBMC y plasma de pacientes con cancer de mama, sujetos
con tumores de mama benignos y controles, como se muestra en las Figuras 1A-D y las Figuras 2A-D.

Las Figuras 3A-C muestran el analisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC), incluido el area bajo la
curva (AUC), de PBMC (Figura 3A) y plasma (Figura 3B) de controles sanos en comparacion con los sujetos con
tumores de mama benignos. Como se muestra, el uso combinado de las muestras de plasma y PBMC (Figura 3C)
aumento la sensibilidad y la especificidad para el diagndstico de un tumor de mama benigno.

Las Figuras 3D-F muestra el analisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC), incluido el area bajo la

curva (AUC), de PBMC (Figura 3D) y plasma (Figura 3E) de pacientes con cancer de mama en comparacion con los
sujetos con tumores de mama benignos. Como se muestra, el uso combinado de las muestras de plasma y PBMC
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(Figura 3F) aumento la sensibilidad y la especificidad para distinguir entre un tumor de mama benigno y un tumor de
mama maligno.

La Figura 3G muestra el analisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC), incluido el area bajo la
curva (AUC), del uso combinado de muestras de plasma y PBMC de pacientes con cancer de mama, en
comparacion con los sujetos con tumores de mama benignos y controles sanos. Los valores de sensibilidad y
especificidad se presentan en la Figura 3G.

La Figura 3H representa el analisis de grupos de acuerdo con el método de Ward de pacientes con cancer de
mama, los sujetos con tumores de mama benignos y los controles sanos, de acuerdo con algunas solicitudes. El
analisis de datos de la segunda derivada que se muestra en las Figuras 2B-D se usé como entrada para el analisis
de grupos. La Figura 3H muestra una distinciéon entre (a) pacientes con cancer y (b) sujetos con tumores de mama
benignos y controles sanos (el grupo benigno y los controles sanos muestran una mayor similitud).

La tabla E2 representa los datos correspondientes a los nimeros en la Figura 3H.

Tabla E2
CANCER23 | 30 | HGDISP
CANCER22 |31 | H4
CANCER21 |32 | H14
CANCER13 | 33 | BEN8
BENG 34 | H13
CANCER17 | 35 | BEN12
CANCER14 | 36 | BEN 14
CANCER24 | 37 | H12
9 H6 38 | H10
10 | CANCER11 | 39 | H9
11 | CANCER20 | 40 | CANCER28
12 | H5 41 | H11
13 | CANCER27 |42 | H8
14 | CANCER19 | 43 | BEN13
15 | CANCER25 | 44 | BEN11
16 | CANCER18 | 45 | BEN1
17 | CANCER15 | 46 | CANCER2
18 | CANCER6 | 47 | BEN9
19 | BEN7 48 | BEN3
20 | BEN5 49 | BEN15
21 | CANCER9 |50 | BEN2
22 | CANCER 16 | 51 | BEN10
23 | CANCER5 |52 | CANCERS
24 | CANCER7 |53 | H3
25 | CANCER1 54 | CANCER26
26 | CANCER3 |55 | BEN4
27 | H7 56 | H2
28 | CANCER12 | 57 | CANCER4
29 | CANCER 10 | 58 | H1

(Nl || WIN|~
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Ahora se hace referencia a las Figuras 4A-D y tabla E3 que incluyen informacion clinica para 23 pacientes con
cancer de mama y analisis de muestras de PBMC (Figuras 4A-B) y muestras de plasma (Figuras 4C-D) obtenidas de
pacientes con cancer de mama de acuerdo con algunas solicitudes.

La tabla E3 es una tabla que representa los datos clinicos de 23 pacientes femeninas con cancer de mama que
participaron en los estudios descritos en la presente descripcion. En la tabla E3:

Columna "Ubicacion en el érgano principal”: "R" representa la mama derecha y "L" representa la mama izquierda
Columna de patologia: "M" representa maligno y "U" representa indeterminado

Columna de tipo de malignidad: "IDC" representa el carcinoma ductal infiltrante y "ILC" representa el carcinoma
lobular infiltrante.

"LN" significa ganglio linfatico
"MS" significa "tamafio de masa" (en mm)

"#m" significa "ndmero de masas"
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Las Figuras 4A-B son graficos que representan el analisis de diversos parametros clinicos de los pacientes con
cancer de mama segun se deriva de la tabla E3. Se realiz6 un analisis estadistico y se proporcionan los valores p.
Se evaluo el efecto de los siguientes parametros sobre las PBMC de pacientes con cancer de mama: tamafio de la
masa, numero de masas, ganglios linfaticos positivos (NL), tipo de malignidad, invasion vascular y distincion entre el
estadio 1 y el estadio 2 de la enfermedad. Como se muestra, de acuerdo con algunas solicitudes es posible
identificar un patrén especifico para cada parametro clinico en los espectros de FTIR obtenidos de muestras de
PBMC.

La tabla F enumera los numeros de onda que se identificaron en el conjunto de experimentos como se presentan en
las Figuras 4A-B. Tipicamente, las muestras de PBMC se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de
estos numeros de onda para identificar el efecto de los siguientes parametros clinicos en las muestras de PBMC de
pacientes con cancer de mama: tamafio de la masa, nimero de masas, ganglios linfaticos positivos (NL), tipo de
malignidad, invasion vascular y distincion entre el estadio 1 y el estadio 2 de la enfermedad. Para algunas
solicitudes, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un nimero de onda seleccionado de la
tabla F. Alternativamente, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos, dos o tres nUmeros de
onda seleccionados de la tabla F:

Tabla F
Tipo de . Invasion Num. de LN Num. de Tamafo de la masa
malignidad Estadio vascular positivos masas (mm)
729,9 1353,8 | 717,4 712,6 7174 734,3 746,3
737,2  1393,8 | 794,0 810,9 761,3 752,6 753,5
750,7 1398,6 | 801,3 892,9 777,7 769,0 803,2
7748 14415 | 817,77 1261,2 825,9 807,5 818,2
7854 14517 | 823,9 1306,1 832,1 884,7 824,9
848,0 1458,4 | 830,7 13171 885,2 899,1 831,7
855,8 14844 | 920,8 1324,9 1097,3 911,7 864,0
8654 14946 | 9257 1377,9 1136,3 929,0 881,3
870,7 1529,3 | 931,44 1410,2 1168,7 1001,8 919,9
892,9 1548,6 | 940,6 1449,7 12771 1022,1 958,4
902,0 1597,3 | 996,1 1461,3 1286,8 1106,9 1058,7
908,3 1604,0 | 1033,7 1489,7 1293,0 1172,5 1136,3
912,2 1614,6 | 1064,5 14994 1319,6 1250,1 1231,3
928,1 1649,3 | 1122,9 1503,7 1324,9 1259,3 1246,3
957,5 1663,3 | 1139,7 1510,0 1360,5 1292,6 1281,0
963,8 1709,6 | 1161,9 1549,5 1368,7 1344.,6 1394,8
1012,9 17255 | 1185,0 1648,4 1382,2 1353,3
1020,2 1729,8 | 1218,8 1753,0 1397,7 1376,9
1058,7 1745,7 | 1288,2 1762,6 1417,9 13924
1080,4 1751,5 | 13239 1769,4 1422,7 1409,2
1098,3 1762,6 | 1363,4 1780,5 1430,4 1450,2
1148,9 1775,2 | 14054 1785,3 1484.,4 1456,0
1152,3 1780,5 | 1502,3 17911 1520,6 1461,8
1168,7 1785,8 | 1508,5 1725,5 1473,8
1192, 3 1593,4 1745,7 1534,6
1241,9 1539,9
1247,7 1560,1
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(Continuacion)

Tipo de . Invasion Num. de LN Num. de Tamafio de la masa
malignidad Estadio vascular positivos masas (mm)
1270, 4 1565,9
1307,0 1596,3
1318, 6 1632,0
1326, 3 1654,6
1337,9 1660,9
1343, 2 1763,1

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla F se
usan para identificar en muestras de PBMC un patrén espectral distinto causado por el tipo de malignidad del tumor
de mama: 785,4 + 4 cm-1, 848,0 £+ 4 cm-1, 1012,9 + 4 cm-1, 1080,4+ 4 cm-1, 1148,9 £+ 4 cm-1y 1451,7 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla F se
usan para distinguir entre el estadio 1 y estadio 2 de los tumores de mama malignos: 717,4 + 4 cm-1, 801,3 £ 4 cm-
1, 823,9+4 cm-1, 920,8 £+ 4 cm-1y 1405,4 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla F se
usan para identificar en muestras de PBMC un patrén espectral distinto causado por la invasién vascular de un
tumor de mama: 1306,1 + 4 cm-1, 1489,7 + 4 cm-1, 1503,7 + 4 cm-1, 1648,4 + 4 cm-1, 1762,6 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla F se
usan para identificar en muestras de PBMC un patrén espectral distinto causado por el nimero de ganglios linfaticos
positivos de un paciente con cancer de mama: 717,4 + 4 cm-1, 825,9 + 4 cm-1, 1097,3 £ 4 cm-1, 1293,0 £ 4 cm-1,
1417,9 £ 4 cm-1y 1520,6 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla F se
usan para identificar en muestras de PBMC un patrén espectral distinto causado por el nimero de masas de un
paciente con cancer de mama: 752,6 cm-1, 769,0 + 4 cm-1, 899,1 + 4 cm-1, 911,7 £+ 4 cm-1, 1353,3 £+ 4 cm-1y
1450,2 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla F se
usan para identificar en muestras de PBMC un patron espectral distinto causado por el tamafio de la masa (mm) del
tumor de mama: 746,3 cm-1, 818,2 + 4 cm-1, 919,9 + 4 cm-1, 1136,3 + 4 cm-1y 1394,8 + 4 cm-1.

Las Figuras 4C-D son graficos que representan el andlisis de diversos parametros clinicos de los pacientes con
cancer de mama segun se deriva de la tabla E3. Se realizé un analisis estadistico y se proporcionan los valores p.
Como se muestra, de acuerdo con algunas solicitudes es posible identificar un patron espectral distinto en el analisis
FTIR de muestras de plasma que se produce en respuesta a, al menos, uno de los siguientes parametros: tamafo
de la masa, numero de masas, ganglios linfaticos positivos (NL), tipo de malignidad, invasién vascular y distincion
entre el estadio 1y el estadio 2 de la enfermedad.

La tabla G enumera los numeros de onda que se identificaron en este conjunto de experimentos como se presenta
en las Figuras 4C-D. Tipicamente, las muestras de plasma se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de
estos numeros de onda para identificar los siguientes parametros en base a muestras de plasma de pacientes con
cancer de mama: tamafio de la masa, niumero de masas, ganglios linfaticos positivos (NL), tipo de malignidad,
invasion vascular y distincion entre el estadio 1 y el estadio 2 de la enfermedad. Para algunas solicitudes, las
muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un nimero de onda seleccionado de la tabla G.
Alternativamente, las muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a, al menos, dos o tres nimeros de onda
seleccionados de la tabla G:
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Tabla G:

m;:%%%z d Estadio Invasion vascular NE)Lns;itcij\?oI;N Num. de masas T;r;::?r:;;a
775,7 7294 712,6 726,5 766,1 753,1
790,7 757,9 813,3 746,3 792,1 757,9
830,2 763,7 836,5 8924 837,0 781,5
866,8 780,5 843,2 927,1 856,7 799,3
897,7 797,9 850,9 1023,5 8934 814,3
922.,8 803,2 876,5 1174,9 915,1 890,5
951,2 809,0 902,0 1202,4 931,0 914,1
1070,8 815,7 913,6 1212,5 949,3 922,8
1116,6 8254 9324 991,7 946,9
1166,7 831,7 9454 1021,1 1055,8
1211,6 852,9 1014,9 1043,3 1072,7
1266,5 883,2 1089,1 1073,7 1117,5
1317,6 889,5 1105,0 1102,1 1147,9
1447,3 890,0 1120,4 1116,6 1180,7
1466,6 907,8 1129,1 1156,1 1206,3
1561,6 954.,6 1138,3 1173,0 1226,0
1569,3 961,8 1145,5 1179,7 1397,2
1692,7 968,6 1150,8 1206,3 1608,8
1699,5 979,2 1173,0 1235,7 1626,2
1712,0 985,0 12111 1266,5
1717,8 997.,0 1237,6 1292,1
1736,6 1012,9 12448 13171
1740,9 1024,0 1266,5 1328,2
1761,2 1040,4 1280,5 1387,5

1057,8 1291,1 1414,0
1077,5 1316,2 1430,9
1095,4 1328,2 1453,1
1110,8 1332,6 1459,4
1134,9 1380,3 1491,7
1147,0 1412,1 1497,0
1190,8 14242 1499,9
1201,0 1430,9 1504,7
12241 1445,9 1527,3
1255,0 1529,8 1567 ,4
1264,6 1578,9 1579,4
1271,8 1611,2 1589,1
1282,9 1621,4 1608,3
13441 1642,6 1613,6
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(Continuacion)

Tipo de malignidad | Estadio Invasion vascular Num.'c'ie LN NUm. de masas Tamario de la
positivos masa (mm)

1366,3 1678,2
1373,6 17371
14271
1438,6
1512,9
1546,6
1553,9
1560,6
1572,7
1609,3
1616,5
1662,3

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla G se
usan para identificar en muestras de plasma un patron espectral distinto causado por un tipo de malignidad del
tumor de mama: 775,7 + 4 cm-1, 897,7 + 4 cm-1, 922,8 + 4 cm-1, 1070,8 + 4 cm-1, 1447,3 + 4 cm-1y 1569,3 + 4 cm-
1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla G se
usan para distinguir entre el estadio 1 y estadio 2 de los tumores de mama malignos: 763,7 + 4 cm-1, 809,0 + 4 cm-
1, 889,5+4 cm-1, 961,8 £ 4 cm-1, 1255,0 + 4 cm-1y 1190,8 £ 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla G se
usan para identificar en muestras de plasma un patrén espectral distinto causado por la invasiéon vascular de un
tumor de mama: 843,2 + 4 cm-1, 876,5 + 4 cm-1, 1145,5 + 4 cm-1, 1316,2 + 4 cm-1, 1328,2 + 4 cm-1, 14121 + 4
cm-1y 1578,9 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla G se
usan para identificar en muestras de plasma un patréon espectral distinto causado por el nimero de ganglios
linfaticos positivos de un paciente con cancer de mama: 746,3 = 4 cm-1, 892,4 + 4 cm-1, 927,1 £ 4 cm-1, 1023,5+ 4
cm-1y 1174,9 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla G se
usan para identificar en muestras de plasma un patrén espectral distinto causado por el nimero de masas de un
paciente con cancer de mama: 856,7 cm-1, 1043,3 + 4 cm-1, 1116,6 £ 4 cm-1, 1235,7 + 4 cm-1, 1387,5 + 4 cm-1,
1504,7 £ 4 cm-1y 1608,3 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla G se
usan para identificar en muestras de plasma un patron espectral distinto causado por el tamafo de la masa (mm) del
tumor de mama: 781,5 cm-1, 922,8 + 4 cm-1, 946,9 + 4 cm-1, 1072,7 £+ 4 cm-1, 1147,9 + 4 cm-1y 1206,3 £ 4 cm-1.

Ejemplo 3

En un conjunto de experimentos, se realizd el diagndstico diferencial de tumores gastrointestinales benignos
(especificamente colorrectales) y tumores gastrointestinales malignos y premalignos en base a un patrén espectral
de FTIR-MSP en un intervalo de numeros de onda de muestras de PBMC.

De acuerdo con las solicitudes, se analizaron muestras de PBMC de 15 controles sanos por FTIR-MSP y se
establecié un patrén espectral de FTIR-MSP tipico para las PBMC de control. Ademas, las muestras de PBMC de 36
pacientes con cancer colorrectal se sometieron a analisis FTIR-MSP y se compararon con el patron espectral de
FTIR-MSP control. Ademas, las muestras de PBMC de 14 sujetos con un tumor benigno en tejido colorrectal se
sometieron a analisis FTIR-MSP y se compararon con el patrén espectral de FTIR-MSP de control y con el patréon
espectral de FTIR-MSP de cancer colorrectal. Las muestras de PBMC se obtuvieron mediante procesamiento
preliminar de la sangre periférica, de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente en la presente descripcion
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con referencia a la extraccion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). A continuacion, las muestras
de PBMC se analizaron por FTIR-MSP, de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente en la presente
descripcion con referencia a FTIR-MSP.

Para el propdsito del conjunto de experimentos gastrointestinales, los 36 pacientes con cancer colorrectal incluyeron
pacientes con condiciones pre-malignas, tipicamente displasia de alto grado. Como se muestra mas abajo en la
presente descripcion, algunas solicitudes permiten distinguir entre pacientes con una afeccion gastrointestinal
premaligna (por ejemplo, un tumor que presenta alta displasia) y pacientes con un tumor maligno en el tejido
gastrointestinal.

Se hace referencia a las Figuras 5A-D, que son graficos que representan los espectros de absorcion de FTIR y la
segunda derivada de los espectros de absorcion y andlisis de estos, para muestras de PBMC de 36 pacientes con
cancer colorrectal, 14 sujetos con tumores colorrectales benignos y 15 controles sanos, derivados de acuerdo con
algunas solicitudes de la presente invencion.

La Figura 5A muestra los espectros de absorcion de FTIR-MSP promedio de muestras de PBMC de controles sanos,
sujetos con tumores colorrectales benignos y pacientes con cancer gastrointestinal en las regiones de 700 - 1800
cm-1, después de la correccion de la linea base y la normalizacion del vector. Cada espectro representa el promedio
de cinco mediciones en diferentes sitios para cada muestra. Los espectros se componen de varias bandas de
absorcién, cada una correspondiente a grupos funcionales especificos de macromoléculas especificas tales como
lipidos, proteinas y carbohidratos/acidos nucleicos. Generalmente, el espectro FTIR se analiza tipicamente al seguir
los cambios en la absorcion (intensidad y/o desplazamiento) de estas macromoléculas.

Se hace referencia a la Figura 5B. Para lograr una comparacion eficaz entre las muestras de PBMC de los pacientes
con cancer colorrectal, los sujetos con tumores colorrectales benignos y los controles, se uso la segunda derivada
de los espectros de FTIR-MSP normalizados por vector y corregidos por la linea base. Los resultados se presentan
en la Figura 5B. Como se muestra en el analisis de espectros de la segunda derivada, las muestras de PBMC de los
sujetos con un tumor benigno diferian significativamente de los espectros de las muestras de PBMC tanto de los
sujetos con tumores malignos como de los controles, en la region espectral de 1485 cm-1y 1490 cm-1.

La media + SEM para cada uno de los conjuntos de datos (sano, benigno, cancer colorrectal) se representa
mediante el grosor de las lineas del grafico que representan los grupos sano, benigno y cancer colorrectal, de
acuerdo con la leyenda de la Figura, como se muestra en la Figura 5B.

Se hace referencia a las Figuras 5C-D, que son graficos que representan valores de la segunda derivada de los
espectros de absorcién de muestras de PBMC de sujetos con tumores colorrectales benignos en comparacion con
muestras de PBMC de pacientes con cancer y/o muestras de PBMC de controles sanos, derivados de acuerdo con
algunas solicitudes. Se realizé un analisis estadistico y se proporcionan los valores p. Como se muestra:

a) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de PBMC de los pacientes con cancer
colorrectal difirié significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de PBMC de controles
sanos;

b) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de PBMC de los pacientes con cancer
colorrectal difirié significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de PBMC de sujetos con
un tumor colorrectal benigno; y

c) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de PBMC de los sujetos con un tumor
colorrectal benigno difirié significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de PBMC de
controles sanos.

La tabla H enumera los nimeros de onda que se usaron en este conjunto de experimentos como se presenta en las
Figuras 5A-D. Tipicamente, las muestras de PBMC se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de estos
numeros de onda para distinguir entre: a) pacientes de control y de cancer colorrectal; b) control y sujetos con
tumores colorrectales benignos; y c) pacientes con cancer colorrectal y sujetos con tumores colorrectales benignos.
Para algunas solicitudes, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un numero de onda
seleccionado de la tabla H. Alternativamente, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos, dos o
tres numeros de onda seleccionados de la tabla H.
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Tabla H:
Bei%:f?hﬁ?grgzrgis da Co’ntrol sano frente a Cancer Benigno frente a Cancer Numero de onda (cm-1
(cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4) +4)
707,3 707,3 1428,0 712,6 1175,4 1509,5 1680,7
785,44 7241 1460,8 7241 1265,1 1526,9 1699,0
811,9 741,0 1475,3 760,8 1365,8 1543,7 1751,5
879,9 811,9 1526,9 785,9 13711 1569,3 1795,9
1253,0 1033,7 1565,0 831,7 1378,4 1608,8
1485,4 1060,2 1613,6 870,7 1430,9 1619,9
1509,0 1141,7 1627,6 920,8 1460,3 1627,1
1526,9 1253,0 1638,7 999,9 1485,9 1638,7
1662,8 1285,3 1695,6 1020,2 1491,2 1649,8
1378,4 1796,8 1104,0 1499,9 1662,8

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla H se
usan para diferenciar entre la ausencia de un tumor y un tumor colorrectal benigno: 785,4 + 4 cm-1, 811,9 + 4 cm-1,
879,9+4 cm-1, 1253,0 £ 4 cm-1, 1485,4 + 4 cm-1y 1526,9 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla H se
usan para diferenciar entre la ausencia de un tumor y un tumor colorrectal maligno: 724,1 + 4 cm-1, 741,0 + 4 cm-1,
1141,7 + 4 cm-1, 1475,3 + 4 cm-1, 1627,6 £+ 4 cm-1, 1695,6 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla H se
usan para diferenciar entre un tumor colorrectal maligno y un tumor colorrectal benigno: 760,8 + 4 cm-1, 870,7 + 4
cm-1, 1371,1 £+ 4 cm-1, 1485,9 + 4 cm-1, 1526,9 + 4 cm-1, 1627,1 + 4 cm-1.

Ejemplo 4

En un conjunto de experimentos, se realizd el diagndstico diferencial de tumores gastrointestinales benignos
(especificamente colorrectales) y tumores gastrointestinales malignos y premalignos en base a un patrén espectral
de FTIR-MSP en nimeros de onda seleccionados de muestras de plasma.

De acuerdo con las solicitudes, se analizaron muestras de plasma de 15 controles sanos por FTIR-MSP y se
establecié un patron espectral tipico de FTIR-MSP para el plasma control. Ademas, las muestras de plasma de 36
pacientes con cancer colorrectal se sometieron a analisis FTIR-MSP y se compararon con el patron espectral de
FTIR-MSP de control. Ademas, las muestras de plasma de 14 sujetos con un tumor benigno en tejido colorrectal se
sometieron a analisis FTIR-MSP y se compararon con el patrén espectral de FTIR-MSP de control y con el patréon
espectral de FTIR-MSP de cancer colorrectal. Las muestras de plasma se obtuvieron mediante el procesamiento
preliminar de la sangre periférica de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente en la presente descripcion
con referencia al aislamiento de plasma a partir de muestras de sangre periférica. A continuacion, las muestras de
plasma se analizaron por FTIR-MSP, de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente en la presente
descripcion con referencia a FTIR-MSP.

Se hace referencia a las Figuras 6A-E, que son graficos que representan los espectros de absorcion de FTIR y la
segunda derivada de los espectros de absorcion y analisis de estos, para muestras de plasma de 36 pacientes con
cancer colorrectal, 14 sujetos con tumores colorrectales benignos y 15 controles sanos, derivados de acuerdo con
algunas solicitudes

La Figura 6A muestra los espectros de absorcion promedio de FTIR-MSP de muestras de plasma de controles
sanos, sujetos con tumores colorrectales benignos y pacientes con cancer colorrectal en las regiones de 700-1800
cm-1, después de la correccion de la linea base y la normalizacion del vector. Cada espectro representa el promedio
de cinco mediciones en diferentes sitios para cada muestra. Los espectros se componen de varias bandas de
absorcién, cada una correspondiente a grupos funcionales especificos de macromoléculas especificas tales como
lipidos, proteinas y carbohidratos/acidos nucleicos. Generalmente, el espectro FTIR se analiza tipicamente al seguir
los cambios en la absorcion (intensidad y/o desplazamiento) de estas macromoléculas.

Se hace referencia a las Figuras 6B-C. Con el fin de lograr una comparacion eficaz entre las muestras de plasma de
los pacientes con cancer colorrectal, sujetos con tumores colorrectales benignos y los controles, se uso la segunda
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derivada de los espectros de FTIR-MSP normalizados por vector y corregidos por la linea base. Los resultados se
presentan en las Figuras 6B-C. Como se muestra en el andlisis de espectros de la segunda derivada, las muestras
de plasma de los pacientes con cancer colorrectal diferian significativamente de los espectros de las muestras de
plasma tanto de los sujetos con tumores colorrectales benignos como de los controles, en la regidon espectral de
1152 cm-1, 1172 cm- 1y 1035 cm-1.

La media + SEM para cada uno de los conjuntos de datos (sano, benigno, cancer colorrectal) se representa
mediante el grosor de las lineas del grafico que representan los grupos sano, benigno y cancer colorrectal, de
acuerdo con la leyenda de la figura, como se muestra en la Figura 6B.

Se hace referencia a las Figuras 6D-E, que son graficos que representan valores de la segunda derivada de los
espectros de absorcion de muestras de plasma de sujetos con tumores colorrectales benignos en comparacion con
muestras de plasma de pacientes con cancer colorrectal y/o muestras de plasma de controles sanos, derivados de
acuerdo con algunas solicitudes

Se realiz6 un andlisis estadistico y se proporcionan los valores p. Como se muestra:

a) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de plasma de los pacientes con cancer
gastrointestinal difirié significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP del plasma de
controles sanos;

b) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de plasma de los pacientes con cancer
colorrectal difirié significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP del plasma de sujetos con
un tumor colorrectal benigno; y

c) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de plasma de los sujetos con un tumor
colorrectal benigno difirié significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP del plasma de
controles sanos.

La tabla | enumera los nimeros de onda que se usaron en este conjunto de experimentos como se presenta en las
Figuras 6A-E. Tipicamente, las muestras de plasma se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de estos
numeros de onda para distinguir entre: a) pacientes de control y de cancer colorrectal; b) control y sujetos con
tumores colorrectales benignos; y c) pacientes con cancer colorrectal y sujetos con tumores colorrectales benignos.
Para algunas solicitudes, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un numero de onda
seleccionado de la tabla I. Alternativamente, las muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a, al menos, dos o
tres numeros de onda seleccionados de la tabla 1.
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Tablal:
Beiic;:ltgoll\lzﬁgrg%rgir? da Control sano frente a Cancer Numero Benigno frente a Cancer Numero de
(cm-1 + 4) de onda (cm-1 % 4) onda (cm-1 t 4)
780,1 713,5 1074,6 1342,2 713,1 1053,4 1404,9
841,3 720,8 1088,6 1352,8 718,8 1075,6 1420,8
872,6 780,1 1104,5 1378,9 735,2 1080,9 1430,0
1043,8 816,2 1109,8 1399,1 774,3 1089,1 1460,8
1061,1 822,0 1126,2 1419,8 790,2 1104,0 1480,1
1142,1 829,2 1135,9 1430,4 817,2 1110,3 1510,5
1378,9 840,8 11445 1447,3 830,2 1127,2 1612,7
1383,2 846,6 1154,7 1464,2 839,8 1133,9 1627,1
1399,6 859,1 1175,4 1481,1 846,1 1153,2 1662,3
1622,8 904,5 1199,0 1584,2 872,1 1174,0 1729,8
922,8 1228,0 1609,3 877,5 1187,5 1744,3
947 4 1278,6 1613,2 904,9 1200,0 1757,8
1007,6 1289,2 1620,4 921,8 12771 1768,9
1035,6 1313,3 1626,7 948,3 1321,0 1775,6
1052,0 1322,9 1662,3 964,2 1332,1 1780,9
1061,6 1331,1 1697,1 992,7 1340,3 1789,6
1034,6 1355,2
1049,1 1378,4

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla | se
usan para diferenciar entre la ausencia de un tumor y un tumor colorrectal benigno: 780,1 + 4 cm-1, 872,6 + 4 cm-1,
1142,1 £+ 4 cm-1,1378,9 £+ 4 cm-1, 1399,6 + 4 cm-1y 1622,8 £ 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla | se
usan para diferenciar entre la ausencia de un tumor y un tumor colorrectal maligno: 840,8 + 4 cm-1, 922,8 + 4 cm-1,
1035,6 + 4 cm-1, 1154,7 + 4 cm-1, 1352,8 + 4 cm-1, 1378,9 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla | se
usan para diferenciar entre un tumor colorrectal maligno y un tumor colorrectal benigno: 948,3 + 4 cm-1, 1034,6 + 4
cm-1, 1110,3 + 4 cm-1, 1153,2 + 4 cm-1, 1340,3 + 4 cm-1, 1378,4 + 4 cm-1.

Ahora se hace referencia a las Figuras 5A-D, las Figuras 6A-E y las Figuras 7A-F. Las Figuras 7A-F son graficos que
representan el andlisis estadistico, incluido el andlisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC) de
espectros de absorcion de FTIR, en base a muestras de PBMC y plasma de pacientes con cancer colorrectal,
sujetos con tumores colorrectales benignos y controles, como se muestra en las Figuras 5A-D y las Figuras 6A-E.

Las Figuras 7A-C muestran el analisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC), incluido el area bajo la
curva (AUC), de PBMC (Figura 7A) y plasma (Figura 7B) de pacientes con cancer colorrectal en comparaciéon con
los sujetos con tumor colorrectal benigno. Como se muestra, el uso combinado de las muestras de plasma y PBMC
(Figura 7C) aumenté la sensibilidad y la especificidad para distinguir entre un tumor colorrectal benigno y un tumor
colorrectal maligno.

Las Figuras 7D-F muestran el analisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC), incluido el area bajo la
curva (AUC), de PBMC (Figura 7D) y plasma (Figura 7E) de controles sanos en comparacion con sujetos con un
tumor colorrectal benigno. Como se muestra, el uso combinado de las muestras de plasma y PBMC (Figura 7F)
aumento la sensibilidad y especificidad para el diagndstico de un tumor colorrectal benigno.

La Figura 7G muestra el analisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC), incluido el area bajo la
curva (AUC), de muestras de plasma de pacientes con cancer colorrectal en comparaciéon con los sujetos con
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tumores de mama benignos y controles sanos. Los valores de sensibilidad y especificidad se presentan en la Figura
7G.

La Figura 7H muestra el andlisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC), incluido el area bajo la
curva (AUC), del uso combinado de muestras de plasma y PBMC de pacientes con cancer colorrectal en
comparacion con los sujetos con tumores de mama benignos y controles sanos. Los valores de sensibilidad y
especificidad se presentan en la Figura 7H.

Ahora se hace referencia a las Figuras 8A-D y tabla J1. La tabla J1 incluye informacion clinica para 23 pacientes con
cancer colorrectal. Las Figuras 8A-D muestran el anadlisis de muestras de PBMC (Figuras 8A-B) y muestras de
plasma (Figuras 8C-D) obtenidas de pacientes con cancer colorrectal de acuerdo con algunas solicitudes.

La tabla J1 es una tabla que representa los datos clinicos de 23 pacientes con cancer colorrectal que participaron en
los estudios descritos en la presente descripcion. En la tabla J1:

Columna de género: "M" representa masculino y "F" representa femenino
Columna del érgano principal: "R" representa el recto y "C" representa el colon

Ubicacion en la columna del 6rgano principal: "Re" representa el recto, "Rt" representa la derecha, "L" representa la
izquierda, "C" representa el colon, "A" representa el ascendente,

Columna de patologia: "M" representa maligno y "PM" representa pre-maligno
Columna de tipo de malignidad: AC representa Adenocarcinoma.

"#M" representa el nUmero de masas

"MS" representa el tamafio de la masa (en mm)

"LN" representa el nimero de ganglios linfaticos
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Las Figuras 8A-B son graficos que representan el analisis del efecto de diversos parametros clinicos (tabla J1) de los
pacientes con cancer colorrectal en los espectros de FTIR de muestras de PBMC. Se realizé un analisis estadistico y
se proporcionan los valores p. Como se muestra, de acuerdo con algunas solicitudes, es posible identificar un patrén
espectral distinto en el analisis FTIR de muestras de PBMC. El patrén espectral distintivo se produce en respuesta a,
al menos, uno de los siguientes parametros de los pacientes con cancer colorrectal: tamafio de la masa, nimero de
masas, ganglios linfaticos positivos (NL), tipo de malignidad y distincion entre los estadios 1y 2 y el estadio 3 de la
enfermedad.

La tabla J2 enumera los nimeros de onda que se identificaron en este conjunto de experimentos como se presenta
en las Figuras 8B-C. Tipicamente, las muestras de PBMC se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de
estos niumeros de onda para identificar patrones espectrales para los siguientes parametros en base a muestras de
PBMC de los pacientes con cancer colorrectal: tamafio de la masa, nimero de masas, ganglios linfaticos positivos
(LN), tipo de malignidad y distincién entre los estadios 1 y 2 y el estadio 3 de la enfermedad. Para algunas
solicitudes, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un nimero de onda seleccionado de la
tabla J2. Alternativamente, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos, dos o tres nimeros de
onda seleccionados de la tabla J:

Tabla J2:
Tip9 de malignidad Estadio Numero de NL’JImero de masas .NL'Jm. dfe LN Tamaﬁolde masa
Numero de onda onda (cm-1 + 4) Numero de onda positivos Numero de (mm) Numero de
(cm-1+4) (cm-1+4) onda (cm-1 1 4) onda (cm-1 % 4)
746,3 705,3 713,5 704,9 756,4
753,1 716,9 734,3 716,4 1019,2
809,5 767,0 759,8 755,0 1201,0
815,3 789,7 766,1 766,6 1516,3
829,2 804,7 769,9 770,9 1632,9
856,7 810,0 836,5 789,7 1645,0
868,8 815,7 860,1 796,0
880,8 837.,9 893,8 837,9
892,9 846,6 909,3 846,6
957,5 861,1 932,9 847,1
1033,2 895,8 946,9 861,1
1049,1 992,2 981.,6 895,3
1061,1 1007,6 992,2 945,9
1104,0 1076,6 1006,2 991,2
1118,5 1266,5 1031,2 1007,1
1129,6 1274,7 1039,4 1076,6
1145,0 1298,3 1050,1 1183,6
1186,5 1329,2 1063,5 1232,3
1201,9 1351,9 1075,6 1266,5
12294 13711 1163,3 1292,6
1235,7 1446,4 1183,1 1329,7
1251,6 1497,9 1213,0 1351,9
1293,0 1507,6 1224 1 13711
1364,9 1574.,6 1267,5 1438,2
1418,4 1605,4 1274,7 1445,9
1626,7 1657,5 1298,8 1488,3
1665,7 1715,9 1310,4 1550,0
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(Continuacion)

Tip9 de malignidad Estadio Numero de NL’JImero de masas .NL'Jm. dfe LN Tamaﬁolde masa
Numero de onda onda (cm-1 + 4) Numero de onda positivos Numero de (mm) Numero de
(cm-1+4) (cm-1+4) onda (cm-1 % 4) onda (cm-1 % 4)
1690,3 1727,9 1329,2 1575,1
1739,0 1370,7 1605,9
1761,2 13711 1657,5
1773,7 1425,6 1707,2
1535,5 1707,7
1540,4 1717,3
1546,1 1727,9
1558,7 1738,0
1590,5 1742,9
1673,9 1773,7
1718,3
1727,9
1740,4

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla J2 se
usan para identificar en muestras de PBMC un patrén espectral distinto causado por un tipo de malignidad del tumor
colorrectal: 868,8 + 4 cm-1, 957,5 + 4 cm-1, 1145,0 £ 4 cm-1, 1251,6 £ 4 cm-1y 1364,9 £+ 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla J2 se
usan para distinguir entre el estadio 1y 2 y el estadio 3 del tumor colorrectal: 815,7 + 4 cm-1, 837,9 + 4 cm-1, 895,8
+4 cm-1,992,2 + 4 cm-1, 1371,1 £ 4 cm-1, 1574,6+ 4 cm-1y 1657,5 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla J2 se
usan para identificar en muestras de PBMC un patrén espectral distinto causado por el nimero de masas de un
tumor colorrectal: 734,3 + 4 cm-1, 759,8 + 4 cm-1, 893,8 + 4 cm-1, 932,9 + 4 cm-1, 1370,7 + 4 cm-1,1412,1 + 4 cm-1
y 1578,9 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla J2 se
usan para identificar en muestras de PBMC un patrén espectral distinto causado por el nimero de ganglios linfaticos
positivos de un paciente con cancer colorrectal: 837,9 + 4 cm-1, 895,3 £ 4 cm-1, 1292,6 + 4 cm-1, 1371,1 £ 4 cm-1,
1550,0 £ 4 cm-1y 1575,1 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla J2 se
usan para identificar en muestras de PBMC un patron espectral distinto causado por el tamafio de la masa (mm) del
tumor colorrectal: 756,4 cm-1, 1019,2 + 4 cm-1, 1201,0 £ 4 cm-1y 1516,3 + 4 cm-1.

Las Figuras 8C-D son graficos que representan el andlisis de diversos parametros clinicos de los pacientes con
cancer colorrectal como se deriva de la Tabla J1. Se realizé un analisis estadistico y se proporcionan los valores p.
Como se muestra, de acuerdo con algunas solicitudes, es posible identificar un patrén espectral de FTIR distinto en
muestras de plasma debido a los siguientes parametros de pacientes con cancer colorrectal: tamafio de la masa,
ganglios linfaticos positivos (NL), invasion vascular y distincion entre los estadios 1 y 2 y el estadio 3 de la
enfermedad.

La tabla K enumera los nimeros de onda que se identificaron en este conjunto de experimentos como se presenta
en las Figuras 8C-D. Tipicamente, las muestras de plasma se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de
estos niumeros de onda para identificar el efecto de los siguientes parametros en el patron espectral de FTIR de las
muestras de plasma de los pacientes con cancer colorrectal: tamafio de la masa, ganglios linfaticos positivos (NL),
invasion vascular y distincion entre los estadios 1y 2 y el estadio 3 de la enfermedad. Para algunas solicitudes, las
muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un nimero de onda seleccionado de la tabla K.
Alternativamente, las muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a, al menos, dos o tres nimeros de onda
seleccionados de la tabla K:
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Tabla K:
Invasion vascular Estadio Num. de LN positivos Tamafo de la masa (mm)
Numero de onda (cm-1 + Numero de onda (cm-1+ | Numero de onda (cm-1+ | Numero de onda (cm-1 %
4) 4) 4) 4)

7294 1157,1 709,7 710,2 740,5
746,3 1168,2 756,4 756,4 832,1
751,1 1177,3 806,6 807,1 8447
775,7 1192,3 813,3 813,3 992,7
793,1 1216,9 819,1 818,6 1051,0
808,0 1222,2 826,3 826,8 1155,2
814.,8 1229,9 861,1 833,6 13774
833,6 1251,1 872,6 861,1 1426,1
857,7 1264,6 945,9 872,1 1578,0
870,7 1269,9 952,2 910,2 1669,6
905,4 1282,4 971,9 945,9 1712,5
912,6 1356,7 988,3 952,2 1718,3
946,4 1531,7 1018,7 1013,4 1728,9
958,0 1546,1 1043,8 1019,2 1740,4
976,3 1559,2 1165,3 1043,8 1751,0
998,0 1568,8 1196,1 1052,9 1756,8
1007,6 1572,2 1216,9 1164,8 1767,9
1019,2 1621,4 1245,8 1172,5 1773,2
1028,4 1635,3 1267,5 1195,6 1778,0
1040,4 1643,1 12791 1356,7

1046,2 1663,8 1288,7 1664,3

1052,9 1692,7 1664,3 1725,5

1074,6 1738,0 1738,0 1746,2

1143,6 1763,6

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla K se
usan para identificar en muestras de plasma un patrén espectral distinto causado por la invasiéon vascular de un
tumor colorrectal: 976,3 + 4 cm-1, 1052,9 + 4 cm-1, 1143,6 + 4 cm-1, 1177,3 + 4 cm-1, 1229,9 + 4 cm-y 1356,7 + 4
cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla K se
usan para distinguir entre el estadio 1y 2 y el estadio 3 del tumor colorrectal: 756,4 + 4 cm-1, 806,6 + 4 cm-1, 945,9
+ 4 cm-1, 1165,3 £ 4 cm-1, 1196,1 + 4 cm-1, 1288,7 £+ 4 cm-1y 1657,5 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla K se
usan para identificar en muestras de plasma un patréon espectral distinto causado por el nimero de ganglios
linfaticos positivos de un paciente con cancer colorrectal: 756,4 + 4 cm-1, 807,1 + 4 cm-1, 861,1 £+ 4 cm-1, 872,14
cm-1,9459+4 cm-1y 1164,8 £ 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla K se
usan para identificar en muestras de plasma un patron espectral distinto causado por el tamafo de la masa (mm) del
tumor colorrectal: 740,5 + 4 cm-1, 844,7 + 4 cm-1, 1051,0 £ 4 cm-1y 1377,4 £+ 4 cm-1, 1751,0 £ 4 cm-1, 1778,0 + 4
cm-1.
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Se hace referencia a las Figuras 9A-D que son graficos que representan analisis estadistico y valores P de PBMC
(Figuras 9A-B) y muestras de plasma (Figuras 9C-D) de pacientes con cancer colorrectal (Cn), sujetos con tumores
colorrectales premalignos (HGD), sujetos con tumores colorrectales benignos (Bn) y controles sanos (H1), derivados
de acuerdo con algunas solicitudes

Como se muestra en las Figuras 9A-B, las muestras de PBMC que se analizaron por técnicas FTIR-MSP permiten
distinguir entre: a) control sano y pacientes con cancer colorrectal; b) controles sanos y sujetos con tumores
colorrectales benignos frente a pacientes con cancer colorrectal; c) sujetos con tumores colorrectales premalignos
que presentan displasia de alto grado frente a pacientes con cancer; d) controles sanos frente a pacientes con
cancer colorrectal y sujetos con tumores colorrectales premalignos que presentan displasia de alto grado; e) control
sano y sujetos con tumores colorrectales benignos frente a pacientes con cancer colorrectal y sujetos con tumores
colorrectales premalignos que presentan displasia de alto grado; y f) controles sanos frente a sujetos con tumores
colorrectales benignos, pacientes con cancer colorrectal y sujetos con tumores colorrectales premalignos que
presentan displasia de alto grado.

Como se muestra en las Figuras 9C-D, las muestras de plasma que se analizaron por técnicas FTIR-MSP permiten
distinguir entre: a) control sano y pacientes con cancer colorrectal; b) controles sanos y sujetos con tumores
colorrectales benignos frente a pacientes con cancer colorrectal; c) sujetos con tumores colorrectales premalignos
que presentan displasia de alto grado frente a pacientes con cancer; d) controles sanos frente a pacientes con
cancer colorrectal y sujetos con tumores colorrectales premalignos que presentan displasia de alto grado; e) control
sano y sujetos con tumores colorrectales benignos frente a pacientes con cancer colorrectal y sujetos con tumores
colorrectales premalignos que presentan displasia de alto grado; y f) controles sanos frente a sujetos con tumores
colorrectales benignos, pacientes con cancer colorrectal y sujetos con tumores colorrectales premalignos que
presentan displasia de alto grado.

Ejemplo 5

En un conjunto de experimentos, se realiz6 el diagnoéstico diferencial de diversos tipos de tumores malignos en tejido
ginecoldgico en base a un patron espectral de FTIR-MSP en ndimeros de onda seleccionados de muestras de
PBMC. Ademas, el diagnéstico diferencial de tumores de ovario malignos y tumores de ovario benignos se realizé en
base a un patrén espectral de FTIR-MSP en nimeros de onda seleccionados de muestras de PBMC. Los datos de
los pacientes se presentan anteriormente en la presente descripcion en la tabla B. Como se mencioné anteriormente
en la presente descripcion, un grupo control adicional para este conjunto de experimentos consisti6 en mujeres
embarazadas (n=11). (El embarazo puede desencadenar un diagnoéstico de cancer falso positivo debido a cambios
fisiolégicos y la presencia de marcadores sanguineos. Por lo tanto, el embarazo actiia como un control apropiado
para los tumores ginecolégicos y para la efectividad de algunas solicitudes para diferenciar entre el cancer y otras
afecciones no cancerosas, por ejemplo, embarazo).

De acuerdo con las solicitudes, las muestras de PBMC de 28 controles sanos se analizaron por FTIR-MSP y se
establecié un patron espectral de FTIR-MSP tipico para las PBMC control. Ademas, las muestras de PBMC de 11
pacientes con cancer de ovario, 15 pacientes con cancer de endometrio, 6 pacientes con sarcoma ginecoldgico, 7
pacientes con cancer de cuello uterino, 4 pacientes con cancer de vulva y 3 pacientes diagnosticadas con un tumor
limitrofe de ovario (BOT) se sometieron a analisis FTIR-MSP y se compararon con el patrén espectral de FTIR-MSP
de control. Ademas, las muestras de PBMC de 8 sujetos con un tumor benigno en tejido ovarico se sometieron a
analisis FTIR-MSP y se compararon con el patron espectral de FTIR-MSP de control y con el patron espectral de
FTIR-MSP del cancer. Ademas, las muestras de PBMC de 11 mujeres embarazadas se sometieron a analisis FTIR-
MSP y se compararon con el patron espectral de FTIR-MSP de control, con el patron espectral de FTIR-MSP de
cancer y con el patron espectral de FTIR-MSP benigno.

Las muestras de PBMC se obtuvieron mediante procesamiento preliminar de la sangre periférica, de acuerdo con los
protocolos descritos anteriormente en la presente descripcion con referencia a la extraccion de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC). A continuacion, las muestras de PBMC se analizaron por FTIR-MSP,
de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente en la presente descripcion con referencia a FTIR-MSP.

Los resultados se presentan en las Figuras 10A-E, que son graficos que representan los espectros de absorcion de
FTIR, la segunda derivada de los espectros de absorcion, y su analisis, en base a muestras de PBMC de pacientes
con cancer ginecoldgico, sujetos con tumores ginecoldgicos benignos, sujetos embarazadas y controles sanos,
derivados de acuerdo con algunas solicitudes.

La Figura 10A muestra los espectros de absorcién de FTIR-MSP promedio de muestras de PBMC de controles
sanos, sujetos con tumores de ovario benignos y pacientes con cancer ginecolégico en las regiones de 700-1800
cm-1, después de la correccion de la linea base y la normalizacion del vector. Cada espectro representa el promedio
de cinco mediciones en diferentes sitios para cada muestra. Los espectros se componen de varias bandas de
absorcién, cada una correspondiente a grupos funcionales especificos de macromoléculas especificas tales como
lipidos, proteinas y carbohidratos/acidos nucleicos. Generalmente, el espectro FTIR se analiza tipicamente al seguir
los cambios en la absorcion (intensidad y/o desplazamiento) de estas macromoléculas.
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Se hace referencia a las Figuras 10B-C. Para lograr una comparacion eficaz entre las muestras de PBMC de los
diversos pacientes con cancer ginecoldgico, sujetos con tumores de ovario benignos, mujeres embarazadas y los
controles, se uso la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP normalizados por vector y corregidos por la
linea base. Los resultados se presentan en las Figuras 10B-C. Como se muestra en el andlisis de espectros de la
segunda derivada, las muestras de PBMC de los diversos pacientes con cancer diferian del grupo control y de
mujeres embarazadas. Ademas, el analisis de PBMC por FTIR-MSP de los diversos pacientes con cancer produjo
espectros de FTIR distintos para cada tipo de tumor ginecoldgico. Por consiguiente, algunas solicitudes se usan para
detectar un tipo de tumor solido ginecoldgico. Tipicamente, cada tipo de tumor sélido ginecoldgico maligno produce
espectros de FTIR distintos de las PBMC, que son exclusivos del tipo de tumor sdélido. Esto puede deberse a que
cada tipo de tumor sélido induce cambios bioquimicos especificos en las PBMC.

Se hace referencia a las Figuras 10D-E, que son graficos que representan valores de la segunda derivada de los
espectros de absorcién de las muestras de PBMC presentadas en las Figuras 10B-C. Se realiz6 un analisis
estadistico y se proporcionan los valores p.

La Figura 10D muestra analisis estadistico y valores P para pacientes con cancer ginecolégico en comparacion con
mujeres embarazadas y controles sanos. Como se muestra,

a) La segunda derivada de las muestras de PBMC de los pacientes con cancer ginecologico difirid
significativamente del analisis de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de PBMC de controles sanos,

y

b) La segunda derivada de las muestras de PBMC de las mujeres embarazadas difirid significativamente del
analisis de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de los pacientes con cancer.

La tabla L enumera los nimeros de onda que se identificaron en el conjunto de experimentos como se presentan en
la Figura 10D. Tipicamente, las muestras de PBMC se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de estos
numeros de onda para distinguir a) pacientes de control y de cancer ginecoldgico; y b) pacientes con cancer
ginecoldgico y mujeres embarazadas. Para algunas solicitudes, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a,
al menos, un nimero de onda seleccionado de la tabla 1. Alternativamente, las muestras de PBMC se analizan por
FTIR-MSP a, al menos, dos o tres nimeros de onda seleccionados de la tabla L.

Tabla L:
Control sano frente a Cancer Numero CS (embarazada) frente a Cancer
de onda (cm-1 % 4) Numero de onda (cm-1 + 4)
706,3 1102,6 1458,4 750,2 1061,1 1538,9
752,6 11171 1464,2 755,5 1139,2 1544,7
767,5 1134,9 1496,5 789,2 1167,7 1558,2
776,7 1161,4 1523,0 795,0 1178,8 1564,0
784,9 1170,1 1535,1 806,6 1185,0 1595,3
798,4 1186,5 1558,7 811,9 1221,7 1605,4
804,2 1201,0 1564,0 820,6 1240,0 1610,8
877,5 1219,3 1574,6 828,8 1261,7 1615,1
883,2 1228,4 1605,4 843,2 1328,7 1629,1
920,4 1237,1 1618,0 848,5 1385,6 1634,4
927,6 12477 1624,3 891,0 1403,4 1645,0
955,6 1265,6 1632,4 900,1 1436,2 1653,2
985,4 12747 1638,7 919,4 1486,8 1684,5
998,5 1305,6 1647,9 935,8 1497,9 1690,8
1008,6 1348,5 1653,7 994.,6 1501,3 1783,4
1030,3 1365,4 1669,6 1000,9 1506,6 1789,1
1036,6 1370,7 1678,2 1006,2 1512,4
1058,2 1384,2 1684,5 1034,1 1527,3
1067,9 1389,5 1728,9 1048,6 1533,1
1081,9 1414,0 1783,4
1095,9 1452,1
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Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla L se
usan para diferenciar entre los controles sanos y los pacientes con cancer ginecologico: 1030,3 + 4 cm-1, 1067,9 + 4
cm-1, 11349 £+ 4 cm-1, 1161,4 + 4 cm-1, 1186,5+ 4 cm-1y 1389,5 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla L se
usan para diferenciar entre las mujeres embarazadas y las pacientes con cancer ginecologico: 750,2 + 4 cm-1, 843,2
+ 4 cm-1, 1034,1 +4 cm-1, 1048,6 + 4 cm-1, 1185,0 + 4 cm-1, 1506,6 + 4 cm-1.

La Figura 10E muestra analisis estadistico y valores p para pacientes con cancer de ovario, sujetos con tumores de
ovario benignos y controles sanos. Como se muestra,

a) La segunda derivada de las muestras de PBMC de los pacientes con cancer de ovario difirid
significativamente del analisis de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de PBMC de controles sanos,

b) La segunda derivada de muestras de PBMC de controles sanos difirié significativamente del analisis de la
segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de los sujetos con un tumor de ovario benigno, y

c) La segunda derivada de las muestras de PBMC de pacientes con cancer de ovario difirié significativamente
del analisis de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de los sujetos con un tumor de ovario benigno.

La tabla M enumera los numeros de onda que se identificaron en el conjunto de experimentos como se presentan en
la Figura 10E. Tipicamente, las muestras de PBMC se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de estos
numeros de onda para distinguir entre: a) pacientes de control sanos y con cancer de ovario; y b) pacientes con
cancer de ovario y sujetos con un tumor de ovario benigno, y c) control sano y sujetos con un tumor de ovario
benigno. Para algunas solicitudes, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un ndmero de
onda seleccionado de la tabla M. Alternativamente, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al menos,
dos o tres niUmeros de onda seleccionados de la tabla M.

Tabla M:
Control sano frente a Cancer Control sano frente a Benigno Benigno frente a Cancer
Numero de onda (cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4)
745,4 1096,3 1536,0 702,9 1228,0 1558,2 733,3 1408,3
752,1 1133,0 1558,2 733,8 1303,6 1563,5 740,0 1445,9
776,2 1162,4 1564,0 740,5 1333,5 1575,6 747,3 1523,5
783,44 1171,5 15741 754,0 1338,8 1582,3 753,5 1540,4
788,7 1188,4 1604,5 840,8 1346,1 1588,6 840,8 1551,9
797,9 1200,5 1618,0 850,5 1376,9 1630,0 850,5 15741
804,2 1219,8 1653,2 868,3 1391,9 1635,8 887,1 1582,8
829,2 1238,6 1666,7 880,3 1407,8 1642,1 909,8 1588,6
919,9 1330,6 1728,9 909,8 1440,1 1651,7 918,9 1595,8
929,5 1348,5 1740,9 1002,8 1445,9 1666,7 1058,7 1618,0
946,9 1354,7 1751,0 1008,6 1456,0 1678,2 1073,7 1629,1
956,5 1384,6 1066,4 1489,3 1685,0 1127,7 1635,8
985,4 1389,5 1103,6 1514,3 1694,2 1146,5 1641,1
992,2 1418,4 1121,4 1524,0 1747,7 1187,9 1651,7
1007,1 1468,5 1128,2 1532,2 1753,5 12371 1657,5
1029,8 1476,2 1135,4 1535,5 1771,8 1252,1 1728,4
1057,8 1497,0 1146,0 1540,8 1778,5 1266,5 1761,7
1068,4 1522,0 1173,5 1546,6 17944 1329,7 1773,2
1080,4 1532,6 1199,5 1552,4 13475 1778,5
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Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla M se
usan para diferenciar entre controles sanos y pacientes con cancer de ovario: 752,1 + 4 cm-1, 956,5 + 4 cm-1,
1029,8 + 4 cm-1, 1057,8 £+ 4 cm-1, 1162,4 + 4 cm-1, 1389,5 + 4 cm-1y 1476,2 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla M se
usan para diferenciar entre los controles sanos y los sujetos con un tumor ovarico benigno: 754,0 + 4 cm-1, 1103,6
4 cm-1,1121,4 + 4 cm-1, 1346,1 £ 4 cm-1y 1376,9 £ 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla M se
usan para diferenciar entre los sujetos con un tumor de ovario benigno y los pacientes con cancer de ovario: 753,50
+ 4 cm-1, 850,5 + 4 cm-1, 918,9 £+ 4 cm-1, 1058,7 + 4 cm-1, 1187,9 £+ 4 cm-1y 1651,7 + 4 cm-1.

Ejemplo 6

En un conjunto de experimentos, se realiz6 el diagnéstico diferencial de diversos tipos de tumores malignos en tejido
ginecoldgico en base a un patron espectral de FTIR-MSP en ndimeros de onda seleccionados de muestras de
plasma. Ademas, el diagnéstico diferencial de tumores de ovario malignos y tumores de ovario benignos se realizé
en base a un patréon espectral de FTIR-MSP en niumeros de onda seleccionados de muestras de plasma. Los datos
de los pacientes se presentan anteriormente en la presente descripcion en la tabla B. Como se menciond
anteriormente en la presente descripcion, un grupo control adicional para este conjunto de experimentos consistié en
mujeres embarazadas (n=11). El embarazo puede desencadenar un diagnostico de cancer falso positivo debido a
cambios fisiologicos, lo que actua, asi como un adecuado control de los tumores ginecoldgicos.

De acuerdo con las solicitudes, las muestras de plasma de 28 controles sanos se analizaron por FTIR-MSP y se
establecié un patron espectral de FTIR-MSP tipico para el plasma control. Ademas, las muestras de plasma de 11
pacientes con cancer de ovario, 15 pacientes con cancer de endometrio, 6 pacientes con sarcoma ginecoldgico, 7
pacientes con cancer de cuello uterino, 4 pacientes con cancer de vulva y 3 pacientes diagnosticadas con un tumor
limitrofe de ovario (BOT)se sometieron a analisis FTIR-MSP y se compararon con el patron espectral de FTIR-MSP
de control. Ademas, las muestras de plasma de 8 sujetos con un tumor benigno en tejido ovarico se sometieron a
analisis FTIR-MSP y se compararon con el patron espectral de FTIR-MSP de control y con el patron espectral de
FTIR-MSP del cancer. Ademas, las muestras de plasma de 11 mujeres embarazadas se sometieron a analisis FTIR-
MSP y se compararon con el patron espectral de FTIR-MSP de control, con el patron espectral de FTIR-MSP de
cancer y con el patron espectral de FTIR-MSP benigno.

Las muestras de plasma se obtuvieron mediante el procesamiento preliminar de la sangre periférica de acuerdo con
los protocolos descritos anteriormente en la presente descripcidn con referencia a la extraccion de plasma. A
continuacién, las muestras de plasma se analizaron por FTIR-MSP, de acuerdo con los protocolos descritos
anteriormente en la presente descripcidon con referencia a FTIR-MSP.

Los resultados se presentan en las Figuras 11A-E, que son graficos que representan los espectros de absorcion de
FTIR, la segunda derivada de los espectros de absorcion, y su analisis, en base a muestras de plasma de pacientes
con cancer ginecoldgico, sujetos con tumores ginecoldgicos benignos, sujetos embarazadas y controles sanos,
derivados de acuerdo con algunas solicitudes.

La Figura 11A muestra los espectros de absorcion de FTIR-MSP promedio de muestras de plasma de controles
sanos, sujetos con tumores de ovario benignos y pacientes con cancer ginecolégico en las regiones de 700-1800
cm-1, después de la correccion de la linea base y la normalizacion del vector. Cada espectro representa el promedio
de cinco mediciones en diferentes sitios para cada muestra. Los espectros se componen de varias bandas de
absorcién, cada una correspondiente a grupos funcionales especificos de macromoléculas especificas tales como
lipidos, proteinas y carbohidratos/acidos nucleicos. Generalmente, el espectro FTIR se analiza tipicamente al seguir
los cambios en la absorcion (intensidad y/o desplazamiento) de estas macromoléculas.

Se hace referencia a las Figuras 11B-C. Con el fin de lograr una comparacion eficaz entre las muestras de plasma
de los diversos pacientes con cancer ginecoldgico, sujetos con tumores de ovario benignos, mujeres embarazadas y
los controles, se uso la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP normalizados por vector y corregidos por la
linea base. Los resultados se presentan en las Figuras 11B-C. Como se muestra en el analisis de espectros de la
segunda derivada, las muestras de plasma de los diversos pacientes con cancer diferian del grupo control y de
mujeres embarazadas. Ademas, el andlisis de plasma por FTIR-MSP de los diversos pacientes con cancer produjo
espectros de FTIR distintos para cada tipo de tumor ginecoldgico. Por consiguiente, algunas solicitudes se usan para
detectar un tipo de tumor solido ginecoldgico. Tipicamente, cada tipo de tumor sélido ginecoldgico maligno produce
espectros de FTIR distintos del plasma, que son exclusivos del tipo de tumor sdlido. Esto puede deberse a que cada
tipo de tumor sdlido induce cambios bioquimicos especificos en el plasma.

Se hace referencia a las Figuras 11D-E, que son graficos que representan valores de la segunda derivada de los
espectros de absorcion de las muestras de plasma presentadas en las Figuras 11B-C. Se realiz6 un analisis
estadistico y se proporcionan los valores p.
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La Figura 11D muestra analisis estadistico y valores P para pacientes con cancer ginecolégico en comparacion con
mujeres embarazadas y controles sanos. Como se muestra,

a) La segunda derivada de las muestras de plasma de los pacientes con cancer ginecoldgico difirid
significativamente del analisis de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP del plasma de controles sanos,

y

b) La segunda derivada de las muestras de plasma de las mujeres embarazadas difirié significativamente del
analisis de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de los pacientes con cancer.

La tabla N enumera los nimeros de onda que se identificaron en el conjunto de experimentos como se presentan en
la Figura 11D. Tipicamente, las muestras de plasma se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de estos
numeros de onda para distinguir a) pacientes de control y de cancer ginecoldgico; y b) pacientes con cancer
ginecoldgico y mujeres embarazadas. Para algunas solicitudes, las muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP
a, al menos, un numero de onda seleccionado de la tabla N. Alternativamente, las muestras de plasma se analizan
por FTIR-MSP a, al menos, dos o tres numeros de onda seleccionados de la tabla N.

Tabla N:
Control sano frente a Cancer CS (embarazada) frente a Cancer
Numero de onda (cm-1 + 4) Numerode onda (cm-1 + 4)
7454 1100,2 1413,6 7294 1181,2 1147 4
752,6 1112,7 1421,8 740,0 1205,8 1160,0
781,5 1130,1 1435,7 749,2 1217,3 1168,2
821,5 1137,8 1449,2
760,8 1237,1 1523,5
830,2 1145,5 1460,3
836,5 1156,1 1475,3
800,8 1246,8 1530,2
846,6 1171,5 1519,2
856,7 1199,0 1529,3
846,1 1281,5 1545,7
870,2 1233,7 15447
898,2 1266,0 1564,0
859,1 1291,1 1557,2
906,4 1279,5 1578,5
9194 1287,7 1585,2
864,9 1329,7 1564,0
928,6 1294,5 1620,4
971,5 1304,1 1642,1
926,6 1350,9 1610,3
980,1 1313,8 16474
989,8 1324,9 1653,7 938,2 1362,0 1621,4
1007,6 1336,4 1669,6
951,2 1378,4 1634,4
1015,3 1349,9 1676,3
1038,0 1378,9 1684,0
971,0 1399,1 1644,5
1055,4 1388,0 1691,7
1066,4 1401,5 1699,9 992,2 1427,5 1652,7
1012,0 1436,2 1658,5
1019,7 1453,6 1669,1
1030,3 1466,1 1676,8
1049,6 1475,3 1683,1
1064,5 1496,5 1689,3
1071,7 1501,3 1714,9
1079,5 1506,6 1725,5
1091,0 1512,4 1730,8
1101,2 1519,6 1739,0
1115,1 1131,5 1764,1
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Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla N se
usan para diferenciar entre los controles sanos y los pacientes con cancer ginecoldgico: 980,1 + 4 cm-1, 1007,6 + 4
cm-1, 1038,0 £ 4 cm-1, 1055,4 + 4 cm-1, 1171,5+ 4 cm-1y 1279,5 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla N se
usan para diferenciar entre las mujeres embarazadas y las pacientes con cancer ginecologico: 740,0 + 4 cm-1, 971,0
+4 cm-1, 1019,7 £+ 4 cm-1, 1064,5 + 4 cm-1, 1291,1 + 4 cm-1, 1378,4 + 4 cm-1.

La Figura 11E muestra analisis estadistico y valores p para pacientes con cancer de ovario, sujetos con tumores de
ovario benignos y controles sanos. Como se muestra,

a) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de plasma de pacientes con cancer de
ovario difirid significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP del plasma de controles
sanos,

b) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de plasma de controles sanos difirid
significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de los sujetos con tumor de ovario
benigno, y

c) La segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de muestras de plasma de pacientes con cancer de
ovario difiri6 significativamente de la segunda derivada de los espectros de FTIR-MSP de los sujetos con un tumor
de ovario benigno.

La tabla O enumera los numeros de onda que se identificaron en el conjunto de experimentos como se presentan en
la Figura 11E. Tipicamente, las muestras de plasma se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de estos
numeros de onda para distinguir entre: a) pacientes de control sanos y con cancer de ovario; y b) pacientes con
cancer de ovario y sujetos con un tumor de ovario benigno, y c) control sano y sujetos con un tumor de ovario
benigno. Para algunas solicitudes, las muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a, al menos, un ndmero de
onda seleccionado de la tabla O. Alternativamente, las muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a, al menos,
dos o tres niumeros de onda seleccionados de la tabla O.

Tabla O:

Control sano frente a Cancer Control sano frente a Benigno Benigno frente a Cancer

Numero de onda (cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4)
717,9 1146,5 1642,1 732,3 1432,9 705,3 1339,3
7241 1156,6 1653,2 763,7 1450,7 731,9 1357,6
746,3 1172,5 1675,4 771,9 1456,0 777,2 1369,2
751,6 1198,1 1692,2 777,2 1461,8 787,3 1391,4
764,2 1233,3 1700,4 830,7 1488,8 809,5 1456,5
786,3 1269,9 17245 8384 1537,0 846,6 1490,2
792,6 1281,0 1761,2 849,0 1543,3 900,6 1522,5
809,0 1288,2 979,2 1557,2 967,1 1549,0
818,2 1312,8 1007,6 1576,0 975,8 1618,9
832,1 1323,9 1026,9 1633,9 984,5 1634,4
839,8 1348,0 1045,7 1651,7 1028,4 1658,5
846,6 1379,8 1134,4 1666,7 1039,4 1666,7
856,7 1386,1 1153,2 1671,0 1052,5 1673,4
873,1 1400,1 1174,4 1676,8 1114,2 1688,4
904,0 1448,8 1218,3 1716,3 1156,1 1696,6
9194 1467,1 1259,8 17221 11971 1710,6
981,1 1522,0 1276,6 1730,8 1218,3 1731,3
1001,4 1529,8 1290,1 1748,6 1234,2 1743,3
1007,1 15447 1320,5 1754,9 1258,8 1755,4
1036,6 1550,5 13374 1765,5 1274,7 17674
1056,8 1563,5 1351,4 1771,8 1293,5 1771,8
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(Continuacion)

Control sano frente a Cancer Control sano frente a Benigno Benigno frente a Cancer

Numero de onda (cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4)
1072,2 1584,7 1391,4 1781,9 1318,6 1781,9
1113,7 1618,0 1398,6 1333,1 1786,2

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla O se
usan para diferenciar entre controles sanos y pacientes con cancer de ovario: 846,6 + 4 cm-1, 1056,8+ 4 cm-1,
1146,5 + 4 cm-1, 1156,6 + 4 cm-1, 1172,5 + 4 cm-1, 1198,1 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla O se
usan para diferenciar entre los controles sanos y los sujetos con un tumor de ovario benigno: 830,7 + 4 cm-1, 1007,6
+ 4 cm-1, 1290,1 £ 4 cm-1, 1676,8 + 4 cm-1, 1716,3 £ 4 cm-1y 1754,9 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla O se
usan para diferenciar entre los sujetos con un tumor de ovario benigno y los pacientes con cancer de ovario: 777,2 +
4 cm-1, 1039,4 + 4 cm-1, 1052,5 + 4 cm-1, 1156,1 + 4 cm-1, 1218,3 + 4 cm-1y 1369,2 + 4 cm-1.

Se hace referencia a los ejemplos 1-6 y a las Figuras 12A-B. En algunas solicitudes, el analisis de muestras de
PBMC y plasma por FTIR-MSP se usa para detectar un tipo de tumor sdlido. Tipicamente, cada tipo de tumor solido
maligno produce espectros de FTIR distintos de las PBMC y el plasma, que son exclusivos del tipo de tumor sélido.

La Figura 12A muestra el analisis estadistico y los valores p de los espectros de FTIR-MSP obtenidos de muestras
de PBMC de pacientes con cancer de mama, pacientes con cancer ginecoldgico y pacientes con cancer colorrectal
(GI). Como se muestra, algunas solicitudes distinguen entre

a) Pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer colorrectal;
b) Pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer ginecoldgico; y
c) Pacientes con cancer colorrectal y pacientes con cancer ginecolégico.

La tabla P enumera los nimeros de onda que se identificaron en el conjunto de experimentos como se presentan en
la Figura 12A. Tipicamente, las muestras de PBMC se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de estos
numeros de onda para distinguir entre: a) pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer colorrectal; b)
pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer ginecoldgico, y c) pacientes con cancer colorrectal y
pacientes con cancer ginecologico. Para algunas solicitudes, las muestras de PBMC se analizan por FTIR-MSP a, al
menos, un numero de onda seleccionado de la tabla P. Alternativamente, las muestras de PBMC se analizan por
FTIR-MSP a, al menos, dos o tres nimeros de onda seleccionados de la tabla P.

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2877332 T3

Tabla P
Colol\r/Iraeg]tglflr\(leEr?e?o de Mama frente a Ginecoldgico Numero | Colorrectal frente a Ginecoldgico Numero de
onda (cm-1 + 4) de onda (cm-1 % 4) onda (cm-1 t 4)

704,9 731,44 1264,6 1546,6 707,7 9541 1303,6 1528,3
753,1 737,6 1309,4 1552,4 736,7 986,9 1313,8 1534,6
879,9 753,5 1365,4 1559,6 764.,6 999 4 1365,8 1541,3
939,2 767,5 13711 1568,3 776,7 1008,1 1371,6 1546,6
956,0 784,9 1378,4 1574.,6 783,9 1028,4 13774 1551,9
990,7 805,1 1384,6 1589,1 788,7 1037,0 1384,6 1568,3
1008,1 928,1 1405,9 1605,4 806,1 1051,5 1403,9 15741
1035,1 955,6 1414,0 1615,6 812,8 1067,9 1414,0 1578,5
1049,6 999 4 1427 1 1631,0 820,1 1083,3 1425,6 1590,0
1066,0 1030,3 1437,2 1637,3 836,5 1128,2 1435,7 1605,0
1072,7 1039,0 1452,6 1642,1 850,0 1153,2 1443,5 1611,7
1102,6 1067,4 1458,9 1645,5 864,0 1161,4 1453,1 1626,7
1172,5 1126,2 1465,6 1648,4 870,2 1170,1 1459,8 1642,1
1221,2 1162,9 1474,3 1654,6 880,3 1179,3 1467,1 1648,4
1401,5 1170,1 1501,8 1660,9 887,1 1186,5 1474.,8 1660,4
1568,8 1178,3 1506,1 1664,7 898,2 1202,9 1498,4 1673,9
1186,0 1511,9 1694,6 920,4 1252,1 1501,8 1693,7

1202,9 1528,3 1698,5 927,6 1262,7 1507,1 1700,9

1219,8 1532,2 939,6 1275,7 1512,4 1728,4

1251,1 1540,8 946,4 1299,8 1516,7 1734,7

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla P se
usan para diferenciar entre pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer colorrectal: 879,9 + 4 cm-1, 939,2
+ 4 cm-1, 1035,1 +4 cm-1, 1066,0 + 4 cm-1, 1172,5 + 4 cm-1, 1568,8 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla P se
usan para diferenciar entre pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer ginecolégico: 1162,9 + 4 cm-1,
1186,0 £ 4 cm-1, 1251,1 £+ 4 cm-1, 1365,4 + 4 cm-1, 1465,6 £+ 4 cm-1, 1528,3 + 4 cm-1y 1648,4 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla P se
usan para diferenciar entre pacientes con cancer colorrectal y pacientes con cancer ginecolégico: 954,1 + 4 cm-1,
1037,0 £ 4 cm-1, 1067,9 £+ 4 cm-1, 1170,1 £ 4 cm-1, 1365,8 £ 4 cm-1y 1384,6 + 4 cm-1.

La Figura 12B muestra el analisis estadistico y los valores P de los espectros de FTIR-MSP obtenidos de muestras
de plasma de pacientes con cancer de mama, pacientes con cancer ginecoldgico y pacientes con cancer colorrectal
(GI). Como se muestra, algunas solicitudes distinguen entre

a) Pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer colorrectal;
b) Pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer ginecoldgico; y
c) Pacientes con cancer colorrectal y pacientes con cancer ginecolégico.

La tabla Q enumera los numeros de onda que se identificaron en el conjunto de experimentos como se presentan en
la Figura 12B. Tipicamente, las muestras de plasma se analizaron por técnicas FTIR-MSP mediante el uso de estos
numeros de onda para distinguir entre: a) pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer colorrectal; b)
pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer ginecoldgico, y c) pacientes con cancer colorrectal y
pacientes con cancer ginecoldgico. Para algunas solicitudes, las muestras de plasma se analizan por FTIR-MSP a,
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al menos, un nimero de onda seleccionado de la tabla Q. Alternativamente, las muestras de plasma se analizan por
FTIR-MSP a, al menos, dos o tres nimeros de onda seleccionados de la tabla Q.

Tabla Q
Mama frente a Colorrectal Mama frente a Ginecoldgico Colorrectal frente a Ginecoldgico
Numero de onda (cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4) Numero de onda (cm-1 + 4)

716,9 1115,1 715,0 1164, 8 1528, 3 739,1 1116, 1 1496, 5 1712, 0
728,5 1142,1 728,0 1171, 1 1534, 6 773,3 1138, 3 1501, 3 1719,7
742,0 1156,1 756,0 1177, 3 1552, 4 795,0 1175, 9 1511, 4 1734,7
796,5 1174,4 762,2 1193,7 1565, 9 823,0 1193, 2 1519, 6 1740, 9
823,0 1199,5 821,5 1204, 8 1579, 4 833,6 1201, 9 1528, 3 1749, 1
831,2 1249,6 829,2 1217, 3 1587, 6 847,1 1241,9 1535, 5 1756, 4
883,2 1271,3 836,5 1229, 9 1591, 5 856,7 1257, 8 1542, 3 1767, 4
904,5 1282,4 846,6 1238, 1 1610, 8 876,0 1271, 8 1552, 4
948,3 1370,7 856,7 1315, 2 1615, 1 940,6 1284, 8 1565, 9
955,6 1379,8 876,0 1335, 9 1630, 5 955,1 1295, 9 1578, 0
975,3 1464,7 882,3 1388, 5 1641, 1 962,3 1304, 1 1587, 6
1003,8 1573,1 904,9 1412, 6 1647, 9 976,8 1322, 9 1615, 1
1010,5 1609,3 9194 1421, 3 1653, 7 987.,9 1336, 4 1626, 7
1030,8 1634,4 927,1 1436, 7 1660, 9 998,5 1360, 1 1631,0
1039,0 1661,9 937,7 1448, 8 1667, 6 1009, 6 1389, 5 1635, 3
1050,1 1666,2 948,3 1459, 4 1694, 2 1017, 3 1412, 1 1642, 1
1070,8 1740,4 961,3 1467, 1 1701, 9 1028, 4 1426, 6 1647, 9
1080,4 1745,3 980,1 1473, 8 1735, 1 1047, 6 1437, 2 1654, 1
1090,5 1751,0 1005, 2 1479, 6 1748, 2 1056, 8 1448, 8 1659, 9
1099,7 1790,1 1018, 7 1497, 0 1756, 8 1062, 1 1458, 9 1667, 2
1106,0 1039, 9 1501, 3 1778,0 1071, 3 1466, 1 1678,7

1055, 8 15086, 1 1783, 4 1082, 8 1473, 3 1685, 0

1144, 1 1511, 9 1098, 7 1479, 6 1693, 7

1157, 1 1521, 1 1107, 4 1484, 9 1701, 9

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla Q se
usan para diferenciar entre pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer colorrectal: 823,0 + 4 cm-1, 904,5
+ 4 cm-1, 955,6 + 4 cm-1, 1003,8 + 4 cm-1, 1039,0 £ 4 cm-1, 1099,7 + 4 cm-1y 1174,4 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla Q se
usan para diferenciar entre pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer ginecolégico: 961,3 + 4 cm-1,
1005,2+ 4 cm-1, 1039,9 + 4 cm-1, 1055,8 + 4 cm-1, 1528,3 + 4 cm-1y 1647,9 + 4 cm-1.

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla Q se
usan para diferenciar entre pacientes con cancer colorrectal y pacientes con cancer ginecolégico: 955,1 + 4 cm-1,
1028,4 + 4 cm-1, 1047,6 + 4 cm-1, 1098,7 £ 4 cm-1, 1175,9 £+ 4 cm-1, 1535,5+ 4 cm-1y 1647,9 + 4 cm-1.

Se hace referencia a las Figuras 13A-D, que son graficos que representan la segunda derivada de los espectros de

absorcion de FTIR, y analisis de estos, en base a muestras de PBMC (Figura 13A) y plasma (Figura 13B) de
pacientes con cancer y controles sanos, derivados de acuerdo con algunas solicitudes.
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Como se muestra en las Figuras 13A-B, el analisis espectral de la segunda derivada demuestra que las muestras de
PBMC y plasma de pacientes con cancer diferian de los espectros del control sano. Las principales regiones
espectrales estan marcadas.

La tabla R enumera los nimeros de onda que se identificaron para el diagndstico de cancer mediante el uso de
muestras de PBMC con referencia al conjunto de experimentos como se presentan en la Figura 13A-D.

Tabla R Numero de onda (cm-1 + 4)

706,3 11171 1420,8 1562,5
7429 1134,9 1431,4 1566,9
7497 1146,5 1437,2 1569,3
841.,8 1162,4 1453,6 1579,4
900,1 1188,4 1470,9 15871
910,7 1200,5 1476,7 1598,7
942,5 1220,7 1485,4 1613,6
956,5 12281 1496,0 1623,3
9777 1276,6 14994 1628,1
993,6 1285,3 1504,2 16431
10341 12921 1510,0 1649,8
1048,1 1298,8 1514,3 1663,3
1059,7 1321,0 1523,0 1669,6
1071,3 1369,2 1529,8 1675,8
1079,0 1382,2 1538,0 1681.,6
1094,9 1389,5 1544,2 1699,5
1110,3 1403,9 1555,8 1709,6

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres o0 mas de los siguientes niumeros de onda seleccionados de la tabla R se
usan para diagnosticar el cancer mediante el uso de muestras de PBMC: 749,70 + 4 cm-1, 841,8 + 4 cm-1, 993,6 + 4
cm-1, 1034,1 £+ 4 cm-1, 1117,1 £ 4 cm-1, 1146,5 + 4 cm-1, 1228,1 + 4 cm-1y 1276,6 £ 4 cm-1.

La tabla S enumera los numeros de onda que se identificaron para el diagndstico de cancer mediante el uso de
muestras de PBMC con referencia al conjunto de experimentos como se presentan en la Figura 13A-D.
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Tabla S

733,3 959,4 1174,0 13991 1562,5
748,2 963,8 1180,7 1414,5 1577,5
753,5 971.,9 1199,5 1421,3 1584,2
771,4 979,7 1217,3 1429,5 1601,6
779,1 989,8 1227,5 1448,8 16271
799,3 994,6 1233,7 1454 1 16431
821,5 1008,1 1263,6 1460,8 1651,3
821,5 1014,4 12781 1484.,9 1666,2
827.,8 1038,0 1289,7 1490,7 1675,8
840,3 1054,9 1295,0 14994 1681.,6
846,6 1066,9 1307,5 1504,2 1687.,4
858,6 1074,6 1321,5 1510,0 1694,2
870,2 1088,6 1331.,6 1515,3 1707,2
889,0 1111,3 1339,8 1519,2 1717,8
897,2 1128,6 1352,3 1523,0 1733,2
913,6 1136,8 1364,4 1529,8 1739,5
923,7 1146,0 1378,9 1537,5 1758,3
938,7 1153,7 1384,6 1544,2 1769,4
948,3 1160,9 1392,4 1555,8

Para algunas solicitudes, uno, dos, tres 0 mas de los siguientes nimeros de onda seleccionados de la tabla S se
usan para diagnosticar el cancer mediante el uso de muestras de plasma: 846,6 + 4 cm-1, 1008,1 + 4 cm-1, 1038,0 £
4 cm-1, 1111,3 £ 4 cm-1, 1153,7 £ 4 cm-1, 1278,1 £ 4 cm-1y 1289,7 + 4 cm-1.

Las Figuras 14A-C muestran el analisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC), incluido el area bajo
la curva (AUC), de PBMC (Figura 14A) y plasma (Figura 14B) de controles sanos, en comparacion con los sujetos
con tumores malignos (pacientes con cancer). Como se muestra, el uso combinado de las muestras de plasma y
PBMC (figura 14C) aumentd la sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de cancer.

Las Figuras 15A-D son ilustraciones esquematicas de portaobjetos que contienen una muestra de plasma bioldgico
que se seco al aire durante 0,5 h bajo flujo laminar a una temperatura de 30 + 4 C (Figuras 15A-B) para eliminar el
agua de acuerdo con algunas solicitudes en comparacién con los portaobjetos que contienen una muestra de
plasma bioldgico que se seco al aire durante 0,5 h bajo flujo laminar a una temperatura de 21 C para eliminar el
agua (Figura 15C-D). Los resultados muestran que el secado a una temperatura de 30 + 4 C produce portaobjetos
mejorados, para usar en solicitudes. Se observa que las Figuras 15B y 15D estan al mismo nivel de ampliacion
microscoépica y son una vista ampliada de las Figuras 15A y 15C, respectivamente.

Cabe sefalar que la presente divulgacion incluye el uso de sélo un biomarcador de nimero de onda para el
diagnéstico diferencial de tumores soélidos benignos y malignos, asi como el uso de dos, tres, cuatro o mas numeros
de onda.

Las modalidades descritas en la presente descripcion pueden tomar la forma de una modalidad completamente de
hardware, una modalidad completamente de software o una modalidad que incluye tanto elementos de hardware
como de software. En una modalidad, la implementacion esta en el software, que incluye, entre otros, firmware,
software residente, microcodigo, etc.

Ademas, las modalidades pueden tomar la forma de un producto de programa informatico accesible desde un medio
utilizable por computadora o legible por computadora que proporciona un cédigo de programa para usar por o en
conexiéon con una computadora o cualquier sistema de ejecucion de instrucciones. Para los propodsitos de esta
descripcion, un medio utilizable por computadora o legible por computadora puede ser cualquier aparato que pueda
comprender, almacenar, comunicar, propagar o transportar el programa para usar por o en conexion con el sistema,
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aparato o dispositivo de ejecucion de instrucciones. El medio puede ser un sistema (o aparato o dispositivo)
electrénico, magnético, éptico, electromagnético, infrarrojo o semiconductor o un medio de propagacion.

Los ejemplos de un medio legible por computadora incluyen un semiconductor o memoria de estado sdlido, cinta
magnética, un disquete de computadora extraible, una memoria de acceso aleatorio (RAM), una memoria de solo
lectura (ROM), un disco magnético rigido y un disco 6ptico. Los ejemplos actuales de discos 6pticos incluyen discos
compactos de memoria de solo lectura (CD-ROM), discos compactos de lectura/escritura (CD-R/W) y DVD.

Se hace referencia a la Figura 16. Tipicamente, las operaciones descritas en la presente descripcion se realizan
mediante un sistema 30 que transforma el estado fisico de una memoria 26, que es un articulo fisico real, para que
tenga una polaridad magnética, carga eléctrica o similar diferente, en dependencia de la tecnologia de la memoria
que se usa. Un procesador 22 del sistema 30 realiza el andlisis descrito en la presente descripcién, en base a
entradas de un sistema FTIR 20, y envia los resultados del analisis a un dispositivo de salida 24 (por ejemplo, una
pantalla, una impresora o un medio de almacenamiento a largo plazo). Por tanto, el sistema 30 puede usarse para
realizar analisis que incluyen cualquiera de los niumeros de onda descritos en la presente descripcion.

Un sistema de procesamiento de datos adecuado para almacenar y/o ejecutar codigo de programa incluira al menos
un procesador acoplado directa o indirectamente a elementos de memoria a través de un bus del sistema. Los
elementos de memoria pueden incluir memoria local empleada durante la ejecucion real del codigo del programa,
almacenamiento masivo y memorias caché que proporcionan almacenamiento temporal de al menos parte del
cédigo del programa para reducir el nimero de veces que el cédigo debe recuperarse del almacenamiento masivo
durante la ejecucion. El sistema puede leer las instrucciones en los dispositivos de almacenamiento de programas y
seguir estas instrucciones para ejecutar la metodologia de las modalidades.

Los dispositivos de entrada/salida (I/0O) (que incluyen, pero no se limitan a, teclados, pantallas, dispositivos
sefialadores, etc.) pueden acoplarse al sistema directamente o mediante controladores de 1/O intervinientes. Los
adaptadores de red también pueden acoplarse al sistema para permitir que el sistema de procesamiento de datos se
acople a otros sistemas de procesamiento de datos o impresoras remotas o dispositivos de almacenamiento a través
de redes publicas o privadas intervinientes. Los médems, mdédem por cable y tarjetas Ethernet son solo algunos de
los tipos de adaptadores de red disponibles actualmente.

El codigo del programa informatico para realizar operaciones puede escribirse en cualquier combinacion de uno o
mas lenguajes de programacion, que incluyen un lenguaje de programacion orientado a objetos tales como Java,
Smalltalk, C ++ o similares y lenguajes de programacion procedimentales convencionales, tal como el lenguaje de
programacion C o lenguajes de programacion similares.

Se entendera que las operaciones descritas en la presente descripcion pueden implementarse mediante
instrucciones de programa informatico. Estas instrucciones del programa informatico se pueden proporcionar a un
procesador (por ejemplo, procesador 22) de una computadora de propdsito general, computadora de propdsito
especial u otro aparato de procesamiento de datos programable para producir una maquina, de modo que las
instrucciones, que se ejecutan a través del procesador de la computadora u otro aparato de procesamiento de datos
programable, crear medios para implementar las funciones/actos descritos en la presente descripcion. Estas
instrucciones del programa informatico también pueden almacenarse en un medio legible por computadora que
puede hacer que una computadora u otro aparato de procesamiento de datos programable funcione de una manera
particular, de modo que las instrucciones almacenadas en el medio legible por computadora produzcan un articulo
de fabricacion que incluya medios de instruccion que implementen las funciones/actos descritos en la presente
descripcion. Las instrucciones del programa informatico también pueden cargarse en una computadora u otro
aparato de procesamiento de datos programable para hacer que se realicen una serie de etapas operacionales en la
computadora u otro aparato programable para producir un proceso implementado por computadora de manera que
las instrucciones que se ejecutan en la computadora otro aparato programable proporcionen procesos para
implementar las funciones/actos descritos en la presente descripcion.

Los expertos en la técnica apreciaran que la presente invencion no se limita a lo que se ha mostrado y descrito en
particular anteriormente en la presente descripcion.
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REIVINDICACIONES

Un método que comprende:

obtener un espectro infrarrojo (IR) de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de
un sujeto al analizar la muestra mediante espectroscopia infrarroja;

analizar el espectro infrarrojo mediante el uso de un procesador y evaluar una caracteristica de la muestra del
sujeto a, al menos, un numero de onda seleccionado del grupo que consiste de los numeros de onda: 785,4 +
4 cm-1, 811,9 + 4 cm-1, 879,9 + 4 cm-1, 1253,0 + 4 cm-1, 1485,4 + 4 cm-1, 760,8 + 4 cm-1, 870,7 + 4 cm-1,
1371,1 £ 4 cm-1, 14859 + 4 cm-1, 1526,9 + 4 cm-1y 1627,1 £ 4 cm-1;

en base al andlisis mediante el uso del procesador, mediante el uso de un dispositivo de salida, generar una
salida indicativa de la presencia de un tumor benigno que no es una afeccién pre-maligna, en el tejido del
tracto gastrointestinal del sujeto; y

determinar si el sujeto tiene un tumor benigno en el tejido del tracto gastrointestinal en base a la generacion
de la salida.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas obtener un espectro infrarrojo (IR) de
una muestra de plasma del sujeto al analizar la muestra de plasma mediante espectroscopia infrarroja, en
donde generar la salida comprende generar la salida indicativa de la presencia del tumor benigno del sujeto
en respuesta al analisis espectroscopico infrarrojo de la muestra de PBMC y la muestra de plasma.

El método de acuerdo la reivindicacion 1, en donde generar la salida comprende indicar a través de la salida
que el tumor no es un tumor maligno.

El método de acuerdo la reivindicacion 1, en donde generar la salida comprende indicar a través de la salida
que el tumor no es una afeccion premaligna y no es un tumor maligno.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde generar la salida comprende indicar que la salida es
indicativa diferencialmente de la presencia del tumor benigno en lugar de la ausencia de un tumor.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde analizar comprende evaluar la caracteristica a, al
menos, dos numeros de onda seleccionados del grupo.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde analizar comprende evaluar la caracteristica a, al
menos, tres numeros de onda seleccionados del grupo.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde analizar comprende evaluar una caracteristica de la
muestra a, al menos, un nimero de onda seleccionado del grupo que consiste de: 785,4 + 4 cm-1, 811,94
cm-1, 879,9 + 4 cm-1, 1253,0 + 4 cm-1, 1485,4 + 4 cm-1 y 1526,9 + 4 cm-1, y en donde generar la salida
comprende indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la presencia del tumor benigno en lugar de
la ausencia de un tumor.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde analizar comprende evaluar una caracteristica de la
muestra a, al menos, un nimero de onda seleccionado del grupo que consiste de: 760,8 + 4 cm-1, 870,7 + 4
cm-1, 1371,1 £+ 4 cm-1, 1485,9 + 4 cm-1, 1526,9 + 4 cm-1y 1627,1 £+ 4 cm-1, y en donde generar la salida
comprende indicar que la salida es indicativa diferencialmente de la presencia del tumor benigno en lugar de
un tumor maligno.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde analizar la muestra comprende
obtener una segunda derivada del espectro infrarrojo (IR) de la muestra.
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FIGURA 2D
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FIGURA 3A

PBMC: SANO (14) VS. BENIGNO (15)
SENSIBILIDAD: 73 %
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FIGURA 3B
PLASMA: SANO (13) VS. BENIGNO (15)
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FIGURA 3C
MAMA - VALIDACION CRUZADA DEJANDO UNO FUERA

I. SANO VS. BENIGNO

F1-PLASMA 768,0119 761,2623
F2-PLASMA 1054,871 1013.409
F1- PBMC 1026,426 961,8228
F2- PBMC 1171,061 1116,582

PBMC Y PLASMA COMBINADOS: SANO (12) VS. BENIGNO (15)
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FIGURA 3D

PBMC: BENIGNO (15) VS. CANCER (29)
SENSIBILIDAD: 72 % 0
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FIGURA 3E

PLASMA: BENIGNO (15) VS. CANCER (29)
SENSIBILIDAD: 60 %
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SENSIBILIDAD: 92 %
ESPECIFICIDAD: 73 %

CURVA ROC
AUC: 0,8344
1 —1
—
0.8}
0,6 ~
3
SENSIBILIDAD
04T
0,2
0 I g M .
0 0.2 0,4 06 08 1

1-ESPECIFICIDAD

59



ES 2877332 T3

FIGURA 3F

Il. BENIGNO VS. CANCER

F1-PLASMA 1652,696  1659,446
F2-PLASMA 761,2623 768,019
F1 - PBMC 1547595  1540,845
F2 - PBMC 10120,034  1023,534
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FIGURA 3G

CANCER DE MAMA

12 SANO; 15 BENIGNO; 25 CANCER;

VALIDACION CRUZADA DEJANDO UNO
FUERA CARACTERISTICAS DE PLASMA Y
PBMC COMBINADOS CLASIFICADOR: QDA

I. B1 SANO + BENIGNO (27) VS. CANCER
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FIGURA 3H

DIAGRAMA DE ARBOL PARA 58 VARIABLES
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FIGURA 7A

PBMC: BENIGNQ (13) VS. CANCER (32)
SENSIBILIDAD: 94 %
ESPECIFICIDAD: 54 %
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FIGURA 7B

PLASMA: BENIGNO (12) VS. CANCER (28)
SENSIBILIDAD: 93 %
ESPECIFICIDAD: 58 %
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FIGURA 7C

COLON - VALID%CI(')N CRUZADA DEJANDO UNO FUERA
BENIGNO VS. CANCER

F1 - PLASMA 1114,172 1174,436
F2 - PLASMA 1034,14 1052,461
F1 -PBMC 713,5327 760,7802
F2 - PBMC 1484,919 1490,223

PBMC Y PLASMA COMBINADOS: BENIGNO (11) VS. CANCER (27)
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FIGURA 7D

PBMC: SANO (15) VS. BENIGNO (13)

SENSIBILIDAD: 92 % O
ESPECIFICIDAD: 40 %

SENSIBILIDAD: 46 %
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FIGURA 7E

PLASMA: SANO (14) VS. BENIGNO (12)

SENSIBILIDAD: 83 % 0 SENSIBILIDAD: 67 %
ESPECIFICIDAD: 79 % ESPECIFICIDAD: 86 %
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FIGURA 7F

Il. SANO VS. BENIGNO
F1-PLASMA 1379336  1400,067
F1 - PBMC 706,7831  811,8845
F2 - PBMC 870,2206 879,863
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FIGURA 7G

CANCER DE COLON

14 SANOS + 11 BENIGNOS VS. 27 CANCER;

VALIDACION CRUZADA DEJANDO UNO FUERA
CARACTERISTICAS DE PLASMA UNICAMENTE
CLASIFICADOR: QDA

C1- SANO (14) + BENIGNO (11) VS. CANCER (27)
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FIGURA 7H

CANCER DE COLON _
14 SANO VS. 11 BENIGNO + 27 CANCER;

VALIDACION CRUZADA DEJANDO UNO FUERA
CARACTERISTICAS DE PLASMA Y PBMC
COMBINADOS CLASIFICADOR: QDA

L. C1- SANO (14) VS. BENIGNO + CANCER (38)
TOTAL 2 CARACTERISTICAS

CURVA ROC
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FIGURA 7H (CONT.)
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FIGURA 8B
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FIGURA 9A
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FIGURA 10D
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FIGURA 14A

PBMC: SANO (53) VS. CANCER (128)
SENSIBILIDAD: 43,5 %
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CURVA ROC
AUC: 0,8149

08 [

0.6
SENSIBILIDAD

04

0,2

0,2 0,4 0,6 0.8 1
1-ESPECIFICIDAD

L=
O

109



ES 2877332 T3

FIGURA 14B

PLASMA: SANO (
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FIGURA 14C

COMBINADO: SANO (50) VS. CANCER (96)
SENSIBILIDAD: 71,4 %
ESPECIFICIDAD: 94,7 %
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FIGURA 15A
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FIGURA 15B
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FIGURA 15C
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