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DESCRIPCION
Procedimiento de deteccién de cancer de pulmén
[0001] La presente invencién se refiere a la deteccién del cancer de pulmén.
[0002] El cancer de pulmén se puede detectar, por ejemplo, mediante imagenes de rayos X (incluidas imagenes

tomograficas) o mediante la toma de biopsias de tejido pulmonar.

[0003] El articulo “Near-infrared Raman spectroscopy for optical diagnosis of lung cancer”; ZHIWEI HUANG Y
COL; INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER; vol. 107, n.° 6; 2003-12-20, péaginas 1047-1052 describe un
procedimiento de diagnéstico para determinar el cancer de pulmén usando espectroscopia NIR de Raman donde se
usa una distribucién de grafico de dispersién de la relaciéon de intensidad de la sefial de Raman respectivamente a
1445 cm™ y a 1655 cm™ como métrica para separar el tejido pulmonar canceroso del tejido pulmonar normal.

[0004] Un objeto de la presente invencidn es permitir la deteccién de cancer de pulmén y otras enfermedades
respiratorias de manera méas conveniente, menos invasiva, en una etapa mas temprana y de manera mas confiable
que otras estrategias.

[0005] Segln un primer aspecto, se proporciona un procedimiento de diagnéstico para determinar la
enfermedad pulmonar como se establece en el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

[0006] Una distribucién puede proporcionar una distincién que puede ser indicativa de una enfermedad
pulmonar y puede permitir una identificacién de etapa temprana menos invasiva, mas conveniente y confiable de la
enfermedad pulmonar (o de un sujeto en riesgo de enfermedad pulmonar).

[0007] La enfermedad pulmonar puede diagnosticarse en caso de que la distribucién sea asimétrica. La
distribucién asimétrica puede ser particularmente indicativa de enfermedad pulmonar o riesgo de enfermedad
pulmonar.

[0008] El procedimiento puede comprender ademas determinar una relacién de valores atipicos a no atipicos
en la distribucién de caracteristicas de interés y determinar la asimetria segln la relaciéon. Dicha relacién puede
proporcionar una medida de la distribucién y puede seleccionarse para proporcionar una sensibilidad y/o especificidad
diana.

[0009] La distribucién puede ser asimétrica en caso de que la relacién de valores atipicos a no atipicos esté
por encima de un umbral. El umbral puede ser al menos 0,05, preferentemente al menos 0,1, preferentemente al
menos 0,15. El umbral se puede seleccionar para proporcionar una sensibilidad y/o especificidad diana.

[0010] Los valores atipicos pueden determinarse dependiendo de un limite unilateral, o alternativamente un
limite bilateral. El limite unilateral, o el limite bilateral, puede determinarse segin una media de las caracteristicas de
interés y/o segln una desviacién estandar de las caracteristicas de interés. El limite se puede seleccionar para
proporcionar una sensibilidad y/o especificidad diana.

[0011] El procedimiento puede comprender ademés determinar una medida de asimetria de la distribucién de
caracteristicas de interés y determinar la asimetria segln la medida de asimetria. La medida de asimetria puede ser
un sesgo, un sesgo de Pearson y/o una curtosis.

[0012] La enfermedad pulmonar puede diagnosticarse en caso de que la distribucién tenga una propagacion
por encima de un umbral. Una distribucién con una alta propagacién, ya sea simétrica o asimétrica, puede ser
particularmente indicativa de enfermedad pulmonar o riesgo de enfermedad pulmonar.

[0013] El procedimiento puede comprender ademas determinar una relacién de valores atipicos a no atipicos
en la distribuciéon de caracteristicas de interés, y determinar una propagacién por encima de un umbral segun la
relacién. Dicha relacién puede proporcionar una medida de la propagacidn y se puede seleccionar para proporcionar
una sensibilidad y/o especificidad diana. Los valores atipicos se determinan preferentemente segin un limite bilateral.
El limite bilateral puede determinarse segln una media de las caracteristicas de interés y/o segln una desviacion
estédndar de las caracteristicas de interés.

[0014] El procedimiento puede comprender ademas determinar una desviacién estandar como medida de la
propagacién, donde la enfermedad pulmonar se diagnostica en caso de que la desviacién estandar esté por encima
de un umbral. Se pueden usar otras medidas de la propagacidén, que incluyen: un ancho completo a la mitad del
méaximo para un histograma de la distribucién; un intervalo entre la parte superior e inferior, por ejemplo, cuartiles,
deciles o percentiles; una desviacién media absoluta; o una combinacién de dos 0 mas medidas de la propagacion.
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[0015] Por conveniencia y baja invasividad, la pluralidad de células puede ser del tracto respiratorio superior.
La pluralidad de células son preferentemente células bucales.

[0016] Las interrogaciones espectroscdpicas pueden ser una o mas de: interrogaciones espectroscdpicas de
infrarrojos, interrogaciones espectroscépicas de infrarrojos por transformada de Fourier. Los espectros son
preferentemente espectros de absorbancia o derivadas de los mismos.

[0017] Preferentemente, se obtienen al menos 20 espectros con cada espectro de una célula diferente,
preferentemente al menos 50 espectros con cada espectro de una célula diferente, mas preferentemente al menos 75
espectros con cada espectro de una célula diferente, ain méas preferentemente al menos 100 espectros con cada
espectro de una célula diferente.

[0018] La caracteristica de interés puede ser: un area de pico en una banda espectroscépica de interés; un
valor medio, una media aritmética ordinaria, una media aritmética ponderada o un centroide dentro de una banda
espectroscédpica de interés; un valor a un nimero de onda de interés; y/o un nimero de onda donde se produce un
méaximo o minimo espectroscopico dentro de una banda espectroscopica de interés.

[0019] La banda espectroscdpica de interés o nimero de onda de interés puede ser uno o mas de: en la regién
de 1150 cm™; entre 1140 y 1160 cm™'; en la regién de 1080 cm™'; entre 1070 y 1090 cm™; en la region de 1065 cm™;
entre 1060 y 1070 cm™; en la regién de 1050 cm™; y entre 1060-1070 cm™.

[0020] La caracteristica de interés puede ser una combinacién de dos 0 mas de las caracteristicas de interés
mencionadas anteriormente.

[0021] La enfermedad pulmonar puede ser cancer de pulmén o una enfermedad respiratoria no cancerosa,
opcionalmente una enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

[0022] Preferentemente, cada interrogacion espectroscépica es de una porcidon de una célula Unica,
preferentemente de una porcién de una célula Unica que incluye el nucleo. La porcién puede incluir citoplasma.

[0023] El procedimiento puede comprender ademas normalizar los espectros a una altura de pico de amida |l
y/o calcular segundas derivadas de los espectros.

[0024] Segun otro aspecto, se proporciona un programa informatico comprendiendo medios de cddigo para
hacer que un sistema comprendiendo un ordenador y un espectrdmetro lleve a cabo un procedimiento como el
mencionado anteriormente.

[0025] Segun otro aspecto, se proporciona un medio legible por ordenador que lleva un programa informético
como se ha mencionado anteriormente.

[0026] Segun otro aspecto de la presente descripcidn, se proporciona un sistema comprendiendo un ordenador
y un espectrémetro.

[0027] Segun otro aspecto de la presente descripcidn, se proporciona un programa de ordenador y un producto
de programa de ordenador. Segln otro aspecto de la presente descripcidén, se proporciona un medio legible por
ordenador no transitorio que tiene almacenado en el mismo un programa. Segln otro aspecto de la presente
descripcién, se proporciona un producto de programa informético comprendiendo cddigo de software. Caracteristicas
implementadas en hardware generalmente pueden implementarse en software, y viceversa. Cualquier referencia a
caracteristicas de software y hardware en esta invencion deberia interpretarse en consecuencia.

[0028] Como se usa en esta invencién, los medios mas las caracteristicas de la funcién pueden expresarse
alternativamente en términos de su estructura correspondiente, tal como un procesador adecuadamente programado
y memoria asociada.

[0029] Estos y otros aspectos de la invencién seran evidentes a partir de las siguientes realizaciones
ejemplares que se describen con referencia a las figuras siguientes donde:

La Figura 1 es un gréfico de las areas de los picos para los espectros de muestras de varios sujetos; y
La Figura 2 es un grafico de la proporcién de valores atipicos en comparacién con los no atipicos para cada
muestra.

[0030] Se recoge una muestra de células bucales de un sujeto y se fija, por ejemplo, en formaldehido al 4 % o
formalina tamponada neutra (NBF) al 10 % durante 20 min. Las suspensiones celulares son citohiladas sobre sustratos
adecuados para la transmisién de IR, por ejemplo, ventanas de IR de fluoruro de calcio (CaF2) o seleniuro de zinc
(ZnSe), por ejemplo, 1 mm de espesor y 22 mm de diametro. Se pueden usar otros protocolos adecuados para la
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preparacién de células; por ejemplo, se puede omitir el citohilado, se puede permitir que las células se sedimenten; el
exceso de fluido puede evaporarse; o las células se pueden untar directamente en una ventana.

[0031] La muestra de células bucales se analiza con un instrumento FTIR adecuado. En un ejemplo, la muestra
se analiza con un espectrémetro FTIR de mesa con una fuente de luz convencional (globar). Ejemplos adecuados
incluyen un microscopio Perkin Elmer Spotlight 200i FT-IR acoplado a un espectrémetro Frontier controlado con el
software Spectrum 10; o un microscopio de imagenes infrarrojas ThermoFischer Scientific, Nicolet iN10 Mx controlado
con el software OMIC Picta. Un espectrometro FTIR de sobremesa puede enfriarse con nitrégeno liquido y puede
tener un detector de telururo de cadmio de mercurio (MCT). Ejemplos de detectores de IR adecuados incluyen un
detector de elemento Unico de telururo de cadmio de mercurio (MCT) enfriado con nitrégeno liquido o un detector de
FPA enfriado con nitrégeno liquido en una matriz de 64x64. En un ejemplo, las mediciones de transmisién de un solo
punto se registran utilizando una abertura de 15 x 15 um. Se puede seleccionar una abertura mas grande para
interrogar a una porcién mas grande de una célula. Se puede seleccionar una abertura para cubrir sustancialmente
una célula completa. La abertura se selecciona ventajosamente méas pequefia que el didmetro de la célula para
minimizar la dispersién de Mie.

[0032] Se toman mediciones de transmisién de un solo punto para 100 células individuales no apoptéticas y no
dafladas por muestra, seleccionadas al azar (por ejemplo, manualmente o automaticamente con identificacién de
células mediante procesamiento automatizado de imégenes) de la muestra de células bucales. La medicién interroga
a una porcién de una sola célula que se centra en el nlcleo, la porciéon que incluye preferentemente el nlcleo y porcién
del citoplasma (en una variante, la porcién puede incluir solo nucleo o solo citoplasma). Los datos se registran a
temperatura ambiente entre 4000-600 cm™ y el sistema esta optimizado para maximizar la sefial a 1800-1000 cm™.
Se promedian 16 interferogramas a resolucién de 4 cm™ antes de la transformacion de Fourier. Los espectros de
absorbancia se calculan utilizando como referencia una medicién de fondo (16 interferogramas promediados a 4 cm™’
de resolucién) tomada de un area clara de la ventana. Los espectros de fondo se registran, por ejemplo, antes de la
primera medicién de células y a continuacién después de cada 15 células.

[0033] Otros ejemplos de sistemas de espectrometro FTIR de sobremesa incluyen un microscopio Bruker
HYPERION 3000 FTIR junto con un espectrémetro INVENIO y un software OPUS, o un microscopio Shimadzu AIM-
9000 junto con un espectrémetro IRTracer-100 y un software AlMsolution.

[0034] En una variante, se utiliza una fuente de luz de sincrotréon en lugar de un espectrémetro FTIR de
sobremesa con una fuente de luz convencional (globar) como se describi6é anteriormente. En un ejemplo, la fuente de
luz diamante (Harwell Science and Innovation Campus, Didcot) proporciona una fuente de luz de sincrotréon utilizando
microspectroscopia FTIR en la linea de luz 22. En este ejemplo, los datos de FTIR se registran utilizando un
espectrometro Bruker IFS 66s, equipado con un divisor de haz KBry acoplado a un microscopio Bruker Hyperion 3000
con un detector de IR adecuado, que funciona en un ejemplo con OPUS 7.0. Se registra una imagen de luz blanca
utilizando un objetivo de 36x en el microscopio.

[0035] Son posibles una variedad de alternativas para el analisis de muestras para obtener datos de FTIR, por
ejemplo, se puede utilizar una abertura de 30 x 30 um, se pueden tomar lecturas de fondo cada 5 minutos mientras se
toman mediciones, se pueden promediar 256 interferogramas o mas, entre muchas otras alternativas conocidas por
el experto en la materia.

[0036] Datos de espectros de absorbancia pueden procesarse previamente. Datos de espectros de
absorbancia se pueden procesar previamente para normalizar los espectros de absorbancia, por ejemplo, a la altura
del pico de la amida Il entre 1465 y 1575 cm™'. Datos de espectros de absorbancia se pueden preprocesar para calcular
las segundas derivadas, por ejemplo, utilizando el suavizado de Savitzky-Golay de 13 puntos para estrechar los picos
anchos y corregir cualquier deriva de la linea de base. Se pueden usar procedimientos alternativos para normalizar
los espectros y/o encontrar una derivada adecuada de los espectros, como se conoce bien en la técnica. El
preprocesamiento también puede incluir las etapas de sustraccion de agua, sustraccién de vapor de agua y/o
correccién de la linea base, como se conoce bien en la técnica.

[0037] Bandas especificas de interés dentro de la region 1200- 900 cm™ muestran diferencias particularmente
grandes entre los espectros normalizados de muestras de pacientes con cancer y muestras de sujetos saludables. Un
ejemplo de cuatro bandas de interés es: 1140-1160 cm™; 1070-1090 cm™'; 1060-1070 cm™; y 1040-1060 cm™";. Otro
ejemplo de bandas de interés incluye una banda en la regién de 1050 cm', una banda en la regién de 1065 cm™, una
banda en la region de 1080 cm™ y una banda en la regién de 1150 cm™.

[0038] Las medias y las desviaciones estédndar del grupo de cancer y el grupo saludable pueden analizarse
para determinar bandas con diferencias particularmente grandes.

[0039] Para las bandas de interés, se determina el 4rea del pico de los espectros individuales dentro de la

banda. Una linea recta se define entre los puntos de inicio y final de un espectro de segunda derivada normalizada
dentro de esa banda. Se calcula el area entre la linea recta y el pico/valle del espectro de segunda derivada
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normalizada en la banda de interés (denominada area del pico).
[0040] Las é&reas de los picos de los espectros se analizan para identificar muestras de pacientes con cancer.

[0041] Se realizan pruebas de chi-cuadrado de las areas de pico calculadas para un conjunto de mediciones
de una muestra (incluidos los datos de alrededor de 100 espectros de células individuales del mismo paciente) para
determinar si los datos se distribuyen normalmente. En diferentes sujetos, algunos con cancer de pulmén y otros sin
cancer de pulmén, se observa que muchos de los conjuntos de mediciones tienen datos que no se distribuyen
normalmente. El analisis de la suma de rangos de Wilcoxon se realiza para mostrar que los datos de diferentes
pacientes tienen una distribuciéon similar o diferente. Se observa que muchos de los pacientes tienen datos con
distribuciones disimiles.

[0042] Se observa que la distribucién de las areas de los picos de una muestra perteneciente a un grupo de
control (sujetos sin cancer de pulmén) y la distribucién de las areas de los picos de una muestra perteneciente a un
grupo de cancer (sujetos con céncer de pulmén) es diferente. Los espectros de una muestra particular, con una serie
de espectros de una seleccién aleatoria de células, forman un grupo con una serie de valores atipicos. Para el grupo
de control, el grupo es tipicamente més estrecho, los valores atipicos son menores y la distribucion es relativamente
simétrica; para el grupo de cancer, el grupo esta mas distribuido y el nimero de valores atipicos es mayor y la asimetria
es més pronunciada. Se cree que de la seleccién aleatoria de células de una muestra, una proporcién se altera en
pacientes con cancery, por lo tanto, la distribucién de espectros se desplaza.

[0043] Con el fin de distinguir una muestra de un sujeto sin cancer de pulmén de una muestra de un sujeto con
cancer de pulmoén, se puede utilizar una variedad de medidas de la distribucion. Por ejemplo, para un conjunto de
mediciones de una muestra (es decir, para alrededor de 100 espectros celulares individuales del mismo paciente), la
proporcién de valores atipicos en comparacién con los no atipicos, con referencia a un limite particular, puede dar una
medida adecuada para la distribucién.

[0044] La Figura 1 muestra un gréafico de las areas de los picos en una banda de interés de 1059 a 1073 cm’™
para cada lectura de células de cada muestra, a través de una serie de sujetos (con o sin cancer de pulmén). El eje y
es un valor métrico que representa el area del pico, con el promedio para cada muestra (es decir, para un grupo de
alrededor de 100 espectros de células individuales) calibrado a 0. El eje x es el nUmero de indice del espectro. Los
nameros de indice de espectro 1 a aproximadamente 1475 son de muestras de sujetos saludables, y los espectros
restantes (con sombreado mas oscuro) son de muestras de sujetos con cancer de pulmén. Los espectros de la misma
muestra (es decir, del mismo paciente) forman un conjunto con numeros de indice consecutivos que abarcan
aproximadamente 100 nimeros de indice.

[0045] La Figura 1 muestra un limite 2 que se define para distinguir valores atipicos. El limite 2 se selecciona
para optimizar la distincién, y en el ejemplo mostrado en la Figura 1 estd en -0,2 unidades de valor métrico del area
del pico. En otro ejemplo, el limite esta en -0,08.

[0046] La Figura 2 muestra una gréafica de la proporcién de valores atipicos en comparacidén con los no atipicos
para cada muestra (es decir, conjunto de datos del mismo paciente). Las proporciones se relacionan con los datos de
la Figura 1 con el limite 2 indicado en la Figura 1. El eje y es la relacién, y el eje x es el niUmero de indice del paciente.
Los numeros de indice de paciente del 1 al 15 son de muestras que pertenecen al grupo saludable, y los niumeros de
indice de paciente restantes (con sombreado mas oscuro) son de muestras que pertenecen al grupo de cancer.

[0047] La Figura 2 muestra un umbral 4 que se define para distinguir el grupo de control del grupo de céncer.
El umbral 4 se selecciona para optimizar la distincion, y en el ejemplo mostrado en la Figura 2 esta en 0,057. En otro
ejemplo, el umbral est4 en 0,14.

[0048] La distincién ilustrada en los ejemplos clasifica correctamente 3 de las 4 muestras de cancer y clasifica
correctamente 13 de las 15 muestras saludables. Se observa una sensibilidad del 75 % y una especificidad del 87 %.
En otros ejemplos, el clasificador identifica correctamente a los pacientes con cancer con una sensibilidad del 60 % y
una especificidad del 77,8 %, y en otros ejemplos, la sensibilidad es del 60 % y la especificidad es del 66 %.

[0049] Se sabe que fumar puede ser un factor de confusion en el andlisis de muestras de la via respiratoria.
Sin embargo, se observa que las muestras obtenidas de sujetos que son fumadores y no tienen cancer de pulmén
muestran el mismo patrén que las muestras obtenidas de sujetos que no son fumadores y no tienen cancer de pulmén.
La distincidn entre muestras de sujetos con o sin cancer de pulmén no se ve afectada por si el sujeto es fumador o no.

[0050] Se sabe que las enfermedades pulmonares obstructivas crénicas pueden ser un factor de confusién en
el analisis de muestras de la via respiratoria. Sin embargo, se observa que las muestras obtenidas de sujetos sin
cancer pero con una enfermedad respiratoria no cancerosa (incluidas las enfermedades pulmonares obstructivas
crbnicas) son distintas de las muestras obtenidas de sujetos con cancer de pulmén. Las muestras obtenidas de sujetos
con una enfermedad respiratoria no cancerosa pueden mostrar una distribucién diferente a las muestras obtenidas de

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3018 586 T3

sujetos sin una enfermedad respiratoria.

[0051] En el ejemplo ilustrado, se recoge y analiza una muestra de células bucales. La muestra de células
bucales se puede recolectar mediante un hisopo bucal o un lavado oral. En una variante, la muestra se recolecta de
uno o més sitios en el tracto respiratorio superior, incluido otro tejido de la boca, dental o de la lengua (por ejemplo,
mediante recoleccién de hisopos), esputo, saliva o garganta, nariz o tejido pernasal (por ejemplo, mediante recoleccidon
de hisopos).

[0052] En el ejemplo ilustrado, el limite 2 y el umbral 4 se seleccionan segun los datos mostrados en las figuras
1y 2. Para establecer un limite y un umbral, se puede realizar una optimizacién 2D algoritmicamente; el limite y el
umbral pueden seleccionarse dependiendo de la compensacién entre sensibilidad y especificidad, es decir, para
optimizar la sensibilidad o la especificidad o para encontrar el equilibrio mas adecuado entre sensibilidad o
especificidad para un escenario de uso particular (por ejemplo, preseleccién o como parte de un conjunto de pruebas).

[0053] En el ejemplo ilustrado, el limite es un limite de un lado, y solo se consideran los valores atipicos a un
lado de un grupo, pero en una alternativa, el limite es un limite de dos lados, uno a cada lado del grupo, y se consideran
los valores atipicos a cada lado del grupo.

[0054] En el ejemplo ilustrado, solo se considera una banda de interés para la clasificacién, pero en una
alternativa se consideran dos 0 mas bandas de interés.

[0055] En el ejemplo ilustrado, se determina y analiza el area del pico en una banda de interés particular, pero
se puede usar una variedad de medidas alternativas para cuantificar las caracteristicas de interés en un espectro.
Algunos ejemplos incluyen

* una absorbancia (o0 una derivada de la absorbancia) en un nimero de onda especifico

* una media de la absorbancia (o de una derivada de la absorbancia) en un intervalo de nimeros de onda (una banda
de interés); la media puede ser una media aritmética ordinaria 0 una media aritmética ponderada;

* una posicién de pico, es decir, un nimero de onda donde se produce un pico o valle de absorbancia (o una derivada
de la absorbancia) dentro de una banda de interés;

* un centroide de la absorbancia (o una derivada de la absorbancia) en un intervalo de nimeros de onda (una banda
de interés).

[0056] Se puede utilizar una combinacién de dos o0 mas de las medidas que cuantifican las caracteristicas de
interés en un espectro.

[0057] Otras medidas para cuantificar la distribucién y, por lo tanto, distinguir el control del grupo de cancer,
incluyen, por ejemplo:

una desviacioén estandar o:

o= g2

un ancho completo a la mitad del maximo para un histograma de la distribucién; un intervalo entre la parte superior
e inferior, por ejemplo, cuartiles, deciles o percentiles;

1 _
S:FV»ZIxf—x
1

una desviacion absoluta media s:

un sesgo y:

1 #33
i

un sesgo de Pearson:
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media — moda
Sesgo =

o

una curtosis c:

N— ml._. . :“-)4 -2
€=ty {x; ~ X 3
i

con N elementos en el conjunto de datos {x ... xn}, y media aritmética ordinaria *-.

[0058] En el ejemplo ilustrado se utilizan datos de espectroscopia infrarroja. Diversas otras modificaciones
10 resultaran evidentes para los expertos en la materia.

[0059] Se entendera que la presente invencidn se ha descrito anteriormente Unicamente a modo de ejemplo, y
se pueden realizar modificaciones de detalle dentro del alcance de la invencion.

15 [0060] El término "comprendiendo" como se usa en esta memoria descriptiva y reivindicaciones significa
preferentemente "que consiste al menos en parte en".
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de diagnéstico para determinar una enfermedad pulmonar comprendiendo:

obtener una pluralidad de espectros producidos por interrogaciones espectroscépicas infrarrojas de una pluralidad
de células obtenidas de un sujeto, con cada espectro obtenido de una célula diferente;

determinar una caracteristica de interés de cada espectro infrarrojo de la pluralidad de espectros; determinar una
distribucién de las caracteristicas de interés; y

diagnosticar una enfermedad pulmonar segun la distribucién de las caracteristicas de interés.

2. Un procedimiento de diagndstico segln la reivindicacidén 1, donde la enfermedad pulmonar se
diagnostica en caso de que la distribucién sea asimétrica.

3. Un procedimiento de diagnéstico segun la reivindicacién 2, comprendiendo ademas determinar una
relaciéon de valores atipicos a no atipicos en la distribucién de caracteristicas de interés, y determinar la asimetria
segun la relacién.

4. Un procedimiento de diagnéstico segun la reivindicacién 3, donde la distribucién es asimétrica en caso
de que la relacién de valores atipicos a no atipicos esté por encima de un umbral, preferentemente donde los valores
atipicos se determinan dependiendo de un limite unilateral.

5. Un procedimiento de diagnéstico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, comprendiendo ademas
determinar una medida de asimetria de la distribucién de caracteristicas de interés y determinar la asimetria segun la
medida de asimetria, preferentemente donde la medida de asimetria es un sesgo, un sesgo de Pearson y/o una
curtosis.

6. Un procedimiento de diagndstico segun cualquier reivindicacién anterior, donde la enfermedad pulmonar
se diagnostica en caso de que la distribucién tenga una propagacién por encima de un umbral.

7. Un procedimiento de diagnéstico segun la reivindicacién 6, comprendiendo ademas determinar una
relacién de valores atipicos a no atipicos en la distribucién de caracteristicas de interés, y determinar una propagacion
por encima de un umbral segln la relacién, preferentemente donde los valores atipicos se determinan dependiendo
de un limite bilateral.

8. Un procedimiento de diagnéstico segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7, comprendiendo ademas
determinar una desviacién estdndar como medida de la propagacién, donde la enfermedad pulmonar se diagnostica
en caso de que la desviacién estandar esté por encima de un umbral.

9. Un procedimiento de diagndstico segln cualquier reivindicacidén anterior, donde la pluralidad de células
son del tracto respiratorio superior, preferentemente donde la pluralidad de células son células bucales.

10. Un procedimiento de diagndstico segun cualquier reivindicacién anterior, donde la caracteristica de
interés es un area de pico en una banda espectroscépica de interés; o un valor medio, una media aritmética ordinaria,
una media aritmética ponderada o un centroide dentro de una banda espectroscépica de interés; o un valor a un
ndmero de onda de interés; o un nimero de onda en el cual se produce un méaximo o minimo espectroscépico dentro
de una banda espectroscépica de interés; o una combinacién de dos o més de estas caracteristicas de interés.

11. Un procedimiento de diagnéstico segun la reivindicacién 10, donde la banda espectroscépica de interés
o nlimero de onda de interés es uno o mas de: en la region de 1150 cm™'; entre 1140 y 1160 cm™'; en la region de 1080
cm™; entre 1070y 1090 cm™; en la region de 1065 cm™; entre 1060 y 1070 cm™; en la regién de 1050 cm™; y entre
1060-1070 cm™.

12. Un procedimiento de diagndstico segun cualquier reivindicacién anterior, donde la enfermedad pulmonar
es cancer de pulmdén o una enfermedad respiratoria no cancerosa, opcionalmente una enfermedad pulmonar
obstructiva crénica.

13. Un procedimiento de diagnéstico segln cualquier reivindicaciéon anterior, donde cada interrogacién
espectroscédpica infrarroja es de una porcidn de una sola célula, preferentemente de una porcién de una sola célula
que incluye el nlcleo y opcionalmente el citoplasma.

14. Un programa informatico comprendiendo medios de c6digo para hacer que un sistema comprendiendo
un ordenador y un espectrometro lleve a cabo un procedimiento segln cualquier reivindicacién anterior.

15. Un medio legible por ordenador que lleva un programa de ordenador segun la reivindicacién 14.
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