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DESCRIPCION
Sonda de recoleccion y métodos para su uso

Esta solicitud reivindica el beneficio de las Solicitudes de Patente Provisionales de Estados Unidos Nim. 62/383.234,
presentada el 2 de septiembre de 2016; 62/411.321, presentada el 21 de octubre de 2016; y 62/462,524, presentada
el 23 de febrero de 2017.

Esta invencién se realizd con el apoyo del gobierno bajo la Subvenciéon Num. RO0 CA190783 otorgada por los Institutos
Nacionales de Salud. El gobierno tiene ciertos derechos sobre la invencién.

Antecedentes de la invencién
1. Campo de la invencién

La presente invencién se refiere en general al campo de la medicina, la biologia molecular y la bioquimica. Méas
particularmente, tiene que ver con métodos y dispositivos para la evaluacién de muestras de tejido mediante
espectrometria de masas.

2. Descripcion de la técnica relacionada

El diagndstico clinico se realiza cominmente mediante la evaluacién de muestras de tejido de manera preoperatoria,
intraoperatoria y posoperatoriamente, en varias fases diferentes del proceso de tratamiento del paciente. La evaluacion
de tejidos es muy critica en el diagnéstico y gestién de pacientes con cancer. La evaluacién patolégica intraoperatoria
de tejidos extirpados, por ejemplo, se realiza de forma rutinaria para el diagnéstico y la evaluacién de los margenes
quirdrgicos en una variedad de cirugias oncolégicas. Las muestras de tejido resecado se envian a una sala cercana,
a menudo llamada "sala congelada", para la preparacidn, tincién y evaluacién del tejido. El espécimen de tejido es
congelado, seccionado, teflido e interrogado mediante microscopia éptica por un patélogo experto que evalla
cuidadosamente si los margenes quirirgicos contienen células cancerosas (margen positivo) o no (margen negativo).
Si bien el analisis de secciones congeladas intraoperatorias se ha realizado en la practica clinica durante décadas,
presenta muchos desafios. Los artefactos de congelacién aparecen durante el procesamiento del tejido e interfieren
en la estructura del tejido y la morfologia celular, complicando asi la interpretacién patoldgica. Por otra parte, ciertas
células tumorales son muy dificiles de reconocer debido a su patrén atipico de crecimiento y forma. Los enfoques
moleculares podrian proporcionar evaluaciones muy precisas y potencialmente en tiempo real de muestras de tejido.
Sin embargo, hasta la fecha no se han desarrollado dispositivos 0 metodologias adecuados que proporcionen una
evaluacién molecular eficaz de muestras de tejido.

La Patente de Estados Unidos US 6 803 566 B2 describe una sonda de unién liquida multiaxial que hace contacto con
un punto en una superficie mediante un puente liquido. Se hace fluir un disolvente eluyente a través del punto. El
disolvente dirige al menos una parte del analito lejos del lugar para la ionizacién y el anélisis de masas. La sonda
puede comprender tres conductos para el flujo de fluidos tales como reactivos, disolventes de lavado y disolventes de
elucién. Se puede utilizar presién positiva de gas para impulsar los fluidos.

Compendio de la invencién

En una primera realizacién, se proporciona un método para obtener un perfil de espectrometria de masas segun la
reivindicacion 1.

Otra realizacién mas proporciona un aparato para producir muestras (p. €j., de tejidos) para analisis por espectrometria
de masas segun la reivindicacién 12. En aspectos adicionales, el espectrdmetro de masas estd en comunicacién con
un ordenador que proporciona un analisis de muestra. En ciertos aspectos, los resultados de cada anélisis de muestra
se proporcionan mediante una salida visual o auditiva del ordenador. Por ejemplo, los resultados de cada analisis de
muestra realizado por el ordenador pueden indicarse mediante una luz de diferente color que se ilumina o mediante
una frecuencia diferente de sonido producido. En algunos aspectos, el espectrometro de masas es un espectrometro
de masas mévil. En aspectos adicionales, el espectrometro de masas puede comprender una fuente de alimentacioén
ininterrumpida (p. €j., una fuente de alimentacion de bateria). En otros aspectos adicionales, el espectrometro de
masas comprende una entrada que puede cerrarse para mantener el vacio del aparato. En otros aspectos adicionales,
el espectrémetro de masas esta separado de la sonda por un filtro de malla (p. ej., para bloquear la contaminacién).

En algunos aspectos, el depésito esta configurado para formar una gotita del disolvente. En ciertos aspectos, el
suministro de gas presurizado proporciona un gas a la sonda a una presién entre 0,069 bar y 0,34 bar. En aspectos
adicionales, el suministro de gas presurizado proporciona un gas a la sonda a una presién entre 0,034 bar y 0,17 bar.
En varios aspectos, el suministro de gas presurizado proporciona aire a la sonda. En otros aspectos, el suministro de
gas presurizado proporciona un gas inerte tal como nitrégeno o diéxido de carbono a la sonda.

En aspectos adicionales, el aparato comprende adicionalmente una bomba configurada para transferir el disolvente
desde la cdmara al primer conducto. En aspectos adicionales, el aparato puede comprender una primera vélvula
configurada para controlar un flujo desde el tercer conducto hasta el espectrometro de masas. En algunos aspectos,
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el tercer conducto esta bajo vacio cuando la primera vélvula esta en la posicidn abierta. En otros aspectos, el aparato
puede comprender una segunda valvula configurada para controlar un flujo de gas presurizado a través del segundo
conducto.

En ciertos aspectos, el disolvente puede comprender agua y/o etanol. En varios aspectos, la sonda esta formada a
partir de polidimetilsiloxano (PDMS) y/o politetrafluoroetileno (PTFE). En algunos aspectos, la sonda es desechable.
En aspectos particulares, la sonda puede incluir una punta de recoleccién que sea eyectable (p. ej., susceptible de ser
eyectada de la sonda). En aspectos adicionales, la sonda comprende un dispositivo de seguimiento configurado para
rastrear una ubicacién de la sonda. En algunos aspectos, el depésito tiene un volumen entre 1 microlitro y 500
microlitros, entre aproximadamente 1 microlitro y 100 microlitros o entre aproximadamente 2 microlitros y 50
microlitros. En aspectos adicionales, el depésito tiene un volumen entre 5,0 microlitros y 20 microlitros.

En otros aspectos adicionales, el aparato puede comprender adicionalmente un sistema de control configurado para
controlar: un flujo de disolvente (p. ej., flujo de un volumen fijo o discreto de disolvente) desde la cdmara a través del
primer conducto hasta el depésito; un flujo de gas presurizado desde el suministro de gas presurizado a través del
segundo conducto hasta el depdsito; y un flujo de muestra desde el depdsito a través del tercer conducto hasta el
espectrémetro de masas. En algunos aspectos, el sistema de control estd configurado para: controlar el flujo de
disolvente a un caudal de entre 100 y 5000 microlitros por minuto (p. ej., entre 200 y 400 microlitros por minuto) durante
un periodo de tiempo entre 1 y 3 segundos; controlar el flujo de gas presurizado a un caudal entre 0,069 y 0,69 bar
durante un periodo de tiempo entre 10 y 15 segundos; y controlar el flujo de muestra durante un periodo de tiempo
entre 10 y 15 segundos. Por ejemplo, en algunos aspectos, el sistema de control comprende un disparador o botén
para iniciar el flujo de disolvente. En aspectos adicionales, el sistema de control comprende un pedal (es decir, que
puede ser manejado con la accién del pie) para iniciar el flujo de disolvente. Un experto en la técnica reconocera que
las longitudes del primer y/o segundo conductos pueden ajustarse para adaptarse al uso particular del sistema. En
otros aspectos adicionales, el sistema de control esté configurado para controlar: un flujo de disolvente (p. ej., caudal
durante un periodo de tiempo fijo) desde la camara a través del primer conducto hasta el depésito. En aspectos
adicionales, un aparato de las realizaciones no incluye un dispositivo para producir energia ultrasénica o vibratoria (p.
ej., en cantidades suficientes para alterar los tejidos).

En algunos aspectos, se proporciona un método para evaluar muestras de tejido de un sujeto que comprende aplicar
un disolvente a un sitio de tejido en el sujeto, recoger el disolvente aplicado para obtener una muestra liquida y someter
la muestra a analisis de espectrometria de masas. En ciertos aspectos, el disolvente puede ser estéril. En algunos
aspectos, el disolvente es una formulacién farmacéuticamente aceptable. En aspectos especificos, el disolvente es
una solucién acuosa. Por ejemplo, el disolvente puede ser agua estéril o consistir esencialmente en agua. En otros
aspectos, el disolvente puede comprender de aproximadamente 1% a 5%, 10%, 15%, 20%, 25% o 30% de un alcohol.
En algunos aspectos, el disolvente comprende de 0,1% a 20% de un alcohol, de 1% a 10% de un alcohol 0 de 1% a
5%, de 1% a 10% de un alcohol (p. ej., etanol). En algunos casos, el alcohol puede ser etanol.

La aplicacién del disolvente al tejido comprende aplicar un volumen discreto de disolvente al sitio del tejido. En algin
aspecto, el disolvente se aplica en una sola gota. En un aspecto adicional, el disolvente se aplica en un nimero discreto
de gotas de 1 a 10. En algunas realizaciones, el disolvente se aplica a la muestra desde el depésito a través de un
canal independiente del gas presurizado. En realizaciones adicionales, el disolvente se aplica a la muestra a baja
presién. Por ejemplo, en algunos aspectos, el disolvente se aplica mediante una bomba mecanica de modo que el
disolvente se aplica al sitio del tejido (p. ej., movido a un depésito donde estéd en contacto con el sitio del tejido) con
una fuerza minima, ejerciendo asi una presion minima (y produciendo un dafio minimo) en un sitio del tejido. La baja
presién es inferior a 6,89 bar y puede ser inferior a 6,21 bar, inferior a 5,52 bar, inferior a 4,83 bar, inferior a 4,14 bar,
inferior a 0,34 bar o inferior a 1,72 bar. En algunas realizaciones, la baja presidén es de aproximadamente 0,069 bar a
aproximadamente 6,89 bar, de aproximadamente 0,034 bar a aproximadamente 3,45 bar, de aproximadamente 0,034
bar a aproximadamente 1,72 bar, o de aproximadamente 0,069 bar a aproximadamente 0,69 bar. En aspectos
particulares, el volumen discreto de disolvente esta entre aproximadamente 0,1y 100 pl, o entre aproximadamente 1
y 50 ul. En aspectos adicionales, la recoleccién del disolvente aplicado se realiza entre 0,1 y 30 segundos después de
la etapa de aplicacién. En un aspecto especifico, la recoleccién del disolvente aplicado se realiza entre 1y 10 segundos
después de la etapa de aplicacién (p. ej., al menos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 segundos). En aspectos adicionales, un
método de las realizaciones no implica la aplicaciéon de energia ultrasénica o vibratoria a una muestra o tejido. En
algunos aspectos, el sitio del tejido es un sitio del tejido interno que se estd evaluando quirirgicamente.

En un aspecto adicional, un método de las realizaciones comprende aplicar un volumen fijo o discreto de un disolvente
(p. €j., utilizando una bomba mecanica) a un sitio de tejido a través de un conducto de disolvente. En algunos aspectos,
el volumen fijo o discreto de un disolvente se mueve a través de un conducto de disolvente hacia un depésito donde
esta en contacto directo con un sitio de tejido (p. ej., durante 0,5-5,0 segundos). En aspectos adicionales, la recoleccién
del disolvente aplicado comprende aplicar una presion negativa para arrastrar la muestra hacia un conducto de
recoleccioén y/o aplicar una presiéon de gas para empujar la muestra hacia un conducto de recoleccién. En algunos
aspectos, el disolvente se aplica a través de un conducto de disolvente que esta separado del conducto de recoleccién.
En aspectos adicionales, en donde se aplica una presién de gas para empujar la muestra hacia el conducto de
recoleccion, la presién del gas se aplica a través de un conducto de gas que esta separado del conducto de disolvente
y del conducto de recoleccién. En ciertos aspectos, en donde se aplica una presién de gas para empujar la muestra
hacia el conducto de recoleccién, la presidn de gas aplicada es inferior a 6,89 bar. Por ejemplo, la presion del gas es
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preferiblemente inferior a 0,69 bar, tal como de 0,0069 a 0,34 bar. En otros aspectos adicionales, un método de las
realizaciones se define por no producir un dafio fisico detectable en el tejido que se esta evaluando.

En otros aspectos adicionales, el método puede comprender adicionalmente recolectar una pluralidad de muestras
liquidas de una pluralidad de sitios de tejido. En algunos casos, el dispositivo (p. ej., la sonda) utilizado para recolectar
las muestras se lava entre cada recoleccién de muestras. En otros aspectos, un dispositivo utilizado para recolectar
las muestras incluye una punta de recoleccién desechable (sonda) que se puede cambiar entre cada recoleccién de
muestra. En aspectos particulares, la punta de recoleccién puede ser eyectable (p. ej., susceptible de ser eyectada
del dispositivo). En ciertos aspectos, la pluralidad de sitios de tejido comprende 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas sitios de
tejido in vivo. En algunos aspectos, el método puede definirse como un método intraoperatorio.

En otros aspectos adicionales, se proporciona un método para identificar un sitio de tejido muestreado y un método
para comunicar la ubicacién del sitio al operario del dispositivo (sonda). La identificacién de un sitio de tejido de la
muestra permite al operario acceder a la informacion molecular registrada en el sitio de tejido de la muestra en un
momento posterior a la toma de muestras de las moléculas recolectadas del tejido. Se reconocen al menos tres tipos
de enfoques de identificacién. En el primer enfoque, se adjunta un material exdgeno al sitio del tejido muestreado que
identifica la informaciéon molecular muestreada. En un segundo enfoque, el dispositivo (sonda) esta equipado con un
sensor/emisor de seguimiento que permite registrar la ubicacién de la sonda (dispositivo) y la comunicacién con un
dispositivo de iméagenes cuando se muestrea la informacién molecular. En un tercer enfoque, la regién del tejido se
modifica para que el sitio pueda identificarse facilmente después de recolectar moléculas de tejido. En el primer
enfoque, los materiales que se pueden adjuntar al sitio del tejido muestreado incluyen, por ejemplo, una sutura, un clip
quirdrgico, un polimero biocompatible que se adhiere al tejido o un chip RFID que se adjunta a una cuenta magnética
que permite una fécil lectura y eliminacién. En el segundo tipo de enfoque, la sonda puede contener un emisor de RF
que forma parte de un sistema de seguimiento quirdrgico de RF, un emisor o reflector de ultrasonido que forma parte
de un sistema de imagenes por US intraoperatorio. En este segundo enfoque, cuando el operario inicia la recoleccién
de moléculas de tejido, el sistema de seguimiento registra la ubicacién de la sonda en el sistema de imagenes asociado
(p- ej., RF, US, CT, MRI) que puede estar en comunicacién con el dispositivo. A continuacién, el operario puede
identificar cualquiera de los sitios de tejido de los que se tomaron muestras en un momento posterior consultando las
imagenes grabadas que pueden indicar al operario la ubicacién de los sitios de los que se tomaron muestras. En el
tercer enfoque, se modifica el tejido. En este tercer enfoque, se puede utilizar una fuente laser en comunicacién con
la sonda para extirpar o coagular un patrén en el tejido que identifica el sitio de la muestra. Cualquiera de estos tres
enfoques puede combinarse. Por ejemplo, se podrian combinar los enfoques 1, 2 y 3, en donde se adjunta un material
exo6geno al sitio del tejido después de recolectar moléculas de tejido y un laser modela el tejido exdgeno mientras un
sensor de RF registra la ubicacién de la ubicacién de recolecciéon y se comunica con el dispositivo de generacién de
imagenes.

En otros aspectos adicionales mas, la espectrometria de masas comprende MS con ionizacién ambiental. En varios
aspectos, someter la muestra a analisis de espectrometria de masas puede comprender determinar un perfil
correspondiente al sitio del tejido. En otro aspecto, el método puede comprender adicionalmente comparar el perfil
con un perfil de referencia para identificar sitios de tejido que incluyen tejido enfermo. En otros aspectos, el método
también comprende resecar sitios de tejido que se identifican por incluir tejido enfermo. En algunos aspectos, el método
se realiza utilizando un aparato segun cualquiera de las realizaciones y aspectos descritos anteriormente.

En algunos aspectos de las realizaciones, los sitios de tejido enfermo para la evaluacibén mediante métodos y
dispositivos de las realizaciones comprenden (o se sospecha que comprenden) células cancerosas. Las células
cancerosas que pueden evaluarse segln las realizaciones incluyen, pero sin limitarse a, células o tejidos tumorales
de tiroides, ganglios linfaticos, vejiga, sangre, huesos, médula 6sea, cerebro, mama, colon, eséfago, intestino, encias,
cabeza, rifién, higado, pulmén, nasofaringe, cuello, ovario, prostata, piel, estomago, testiculos, lengua o Utero (o tejidos
que rodean tales tumores). En algunos aspectos, el cancer puede ser una neoplasia, maligna; carcinoma; carcinoma
indiferenciado; carcinoma de células gigantes y fusiformes; carcinoma de células pequefias; carcinoma papilar;
carcinoma de células escamosas; carcinoma linfoepitelial, carcinoma de células basales; carcinoma pilomatriz,
carcinoma de células de transicion; carcinoma papilar de células de transicién; adenocarcinoma; gastrinoma, maligno;
colangiocarcinoma; carcinoma hepatocelular; carcinoma hepatocelular y colangiocarcinoma combinados;
adenocarcinoma trabecular; carcinoma adenoide quistico; adenocarcinoma en pélipo adenomatoso; adenocarcinoma,
poliposis coli familiar; carcinoma sélido; tumor carcinoide, maligno; adenocarcinoma branquiolo-alveolar;
adenocarcinoma papilar; carcinoma cromdéfobo; carcinoma acidéfilo; adenocarcinoma oxifilo; carcinoma basdfilo;
adenocarcinoma de células claras; carcinoma de células granulares; adenocarcinoma folicular, adenocarcinoma
papilar y folicular; carcinoma esclerosante no encapsulante; carcinoma cortical suprarrenal; carcinoma endometroide;
carcinoma de apéndice cutaneo; adenocarcinoma apocrino; adenocarcinoma sebaceo; adenocarcinoma ceruminoso;
carcinoma mucoepidermoide; cistadenocarcinoma; cistadenocarcinoma papilar; cistoadenocarcinoma seroso papilar,
cistadenocarcinoma mucinoso; adenocarcinoma mucinoso; carcinoma de células en anillo de sello; carcinoma de
conducto infiltrante; carcinoma medular; carcinoma lobulillar; carcinoma inflamatorio; enfermedad de Paget, mamaria;
carcinoma de células acinares; carcinoma adenoescamoso; adenocarcinoma con metaplasia escamosa; timoma,
maligno; tumor del estroma ovérico, maligno; tecoma, maligno; tumor de células de la granulosa, maligho;
androblastoma, maligno; carcinoma de células de Sertoli; tumor de células de Leydig, maligno; tumor de células
lipidicas, maligno; paraganglioma, maligno; paraganglioma extramamario, maligno; feocromocitoma;
glomangiosarcoma; melanoma maligno; melanoma amelandético, melanoma de extensién superficial, melanoma
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maligno en nevo pigmentado gigante; melanoma de células epitelioides; nevo azul, maligno; sarcoma; fibrosarcoma;
histiocitoma fibroso, maligno; mixosarcoma; liposarcoma; leiomiosarcoma; rabdomiosarcoma; rabdomiosarcoma
embrionario; rabdomiosarcoma alveolar; sarcoma estromal; tumor mixto, maligno; tumor mixto mulleriano;
nefroblastoma; hepatoblastoma; carcinosarcoma; mesenquimoma maligno; tumor de Brenner, maligno; tumor filoides,
maligno; sarcoma sinovial, mesotelioma maligno; disgerminoma; carcinoma embrionario; teratoma maligno; struma
ovarii, maligno; coriocarcinoma; mesonefroma, maligno; hemangiosarcoma; hemangioendotelioma, maligno; sarcoma
de Kaposi; hemangiopericitoma, maligno; linfangiosarcoma; osteosarcoma; osteosarcoma yuxtacortical,
condrosarcoma; condroblastoma, maligno; condrosarcoma mesenquimatoso; tumor éseo de células gigantes;
sarcoma de Ewing; tumor odontogénico, maligno;, odontosarcoma ameloblastico; ameloblastoma, maligno;
fibrosarcoma ameloblastico; pinealoma, maligno; cordoma; glioma, maligno; ependimoma; astrocitoma; astrocitoma
protoplasmico; astrocitoma fibrilar, astroblastoma; glioblastoma; oligodendroglioma; oligodendroblastoma;
neuroectodérmico primitivo; sarcoma cerebeloso; ganglioneuroblastoma; neuroblastoma; retinoblastoma; tumor
neurogénico olfatorio; meningioma maligno; neurofibrosarcoma; neurilemoma maligno; tumor de células granulares,
maligno; linfoma maligno; enfermedad de Hodgkin; Hodgkin o paragranuloma. En otros aspectos, el cancer es cancer
de tiroides, cancer de cerebro (p. ej., un glioma), un cancer de préstata, un cancer de mama (p. €j., un cancer de
mama triple negativo), un cancer de pancreas (p. €j., un adenocarcinoma ductal pancreatico), leucemia mieloide aguda
(AML), melanoma, cancer de células renales o un cancer que ha hecho metastasis en un ganglio linfatico.

Como se emplea en el presente documento, "muestra” o "muestras liquidas" pueden referirse a extractos de tejidos u
otros especimenes biolégicos (p. €j., extractos que comprenden proteinas y metabolitos) obtenidos poniendo en
contacto un tejido o espécimen biol6gico con un disolvente segln las realizaciones. En algunos aspectos, una muestra
puede ser un extracto de un espécimen no biol6gico, tal como la superficie de un objeto (p. ej., una muestra forense).

Como se emplea en el presente documento, "esencialmente libre", en términos de un componente especificado, se
utiliza en el presente documento para significar que ninguno de los componentes especificados ha sido formulado
intencionadamente en una composicién y/o esta presente solo como un contaminante o en cantidades traza. Por lo
tanto, la cantidad total del componente especificado resultante de cualquier contaminacién no intencionada de una
composicidén esta muy por debajo de 0,01%. Lo mas preferido es una composicién en donde no se pueda detectar
ninguna cantidad del componente especificado con métodos analiticos convencionales.

Como se emplea en el presente documento en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, "un", "uno” o0 "una" pueden
significar uno o mas. Como se emplea en el presente documento en la memoria descriptiva y las reivindicaciones,
cuando se utilizan junto con el término "que comprende", los términos "un”, "uno” o "una" pueden significar uno o mas
de uno. Como se emplea en el presente documento, en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, "otro" o

"adicional" pueden significar al menos un segundo o mas.

Como se emplean en el presente documento en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, los términos "conducto”
y "tubo" se utilizan indistintamente y se refieren a una estructura que se puede utilizar para dirigir el flujo de un gas o
liquido.

Como se emplea en el presente documento en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones, el término
"aproximadamente"” se utiliza para indicar que un valor incluye la variacién inherente del error del dispositivo, el método
que se emplea para determinar el valor o la variaciéon que existe entre los sujetos del estudio.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcién detallada. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcién detallada y los ejemplos especificos, si bien
indican ciertas realizaciones de la invencién, se proporcionan Unicamente a modo de ilustracién, ya que resultaran
evidentes varios cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencidn para los expertos en la técnica a partir
de esta descripcién detallada.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencién. La invencién puede entenderse mejor haciendo referencia a uno o mas de
estos dibujos combinados con la descripcién detallada de realizaciones especificas presentadas en el presente
documento.

FIGs. 1A-Q: Representacién esquematica del sistema MasSpec Pen y etapas operativas. A) El dispositivo
portétil del tamafio de un boligrafo se integra directamente en la interfaz del espectrémetro de masas
construido en el laboratorio a través de un tubo de PTFE (u otro material altamente hidréfobo). La interfaz
alberga las vélvulas de pellizco, el microcontrolador y los tubos para conectar el sistema a la entrada del
espectrémetro de masas. El sistema es activado autométicamente por el usuario a través de un pedal. B) El
MasSpec Pen estd disefiado con una punta impresa en 3D PDMS y tres conductos de PTFE, que
proporcionan agua entrante a la punta, gas y un conducto saliente para la gota de agua. C) La punta entra
en contacto con el tejido para su analisis y estad disefiada con 3 conductos y un depésito de disolvente.
Cuando el sistema se activa (t=0 s) mediante el uso a través del pedal, la bomba de jeringa suministra un
volumen controlado de agua al depésito. La gota de agua discreta interactia con el tejido para extraer
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moléculas. Después, en este caso, de 3 segundos de extraccién, los conductos de vacio y de gas se abren
simultdneamente para transportar la gota desde el MasSpec Pen al espectrémetro de masas a través del
sistema de tubos para el anélisis molecular. D) Muestra un esquema del elemento funcional ilustrativo de un
dispositivo MasSpec Pen. E-F) Muestran vistas ampliadas de la punta de un MasSpec Pen ilustrativo. G-Q)
Muestran configuraciones alternativas de un sistema de las realizaciones.

FIGs. 2A-2B: Espectros de masas de una seccion de tejido cerebral de ratén de MasSpec Pen utilizando el
espectrémetro de masas Q Exactive Orbitrap. A) Espectro de masas de la seccién del cerebro del ratén, B)
Cromatografia i6nica total, el espectro del recuadro proviene del fondo del portaocbjetos de vidrio limpio (la
escala de intensidad del fondo y del tejido cerebral del ratén se configurd para que fuera la misma).

FIGs. 3A-3B: A) Muestra una comparacidén de espectros de masas de muestras bioloégicas que se obtuvieron
utilizando un disolvente compuesto de etanol:H20 (1:20) o etanol:H20 (1:5). B) Espectros de masas MasSpec
Pen en modo de iones negativos representativos obtenidos de secciones de tejido cerebral de ratdn utilizando
mezclas de agua y etanol en diversas proporciones.

FIGs. 4A-4B: Comparacién de espectros de masas utilizando MasSpec Pen recopilados de a) secciones de
cerebro de ratén y b) tejido reciente de cerebro de ratén.

FIGs. 5A-E: Comparacién de espectros de masas en tejido canceroso frente a normal para una variedad de
diferentes tipos de cancer: cancer de mama (A); cancer de rifién (B); un ganglio linfatico canceroso (C), cancer
de ovario (D) y cancer de tiroides (E).

FIGs. 6A-6C. Comparacién de espectros de masas recopilados de A) MasSpec Pen y B) DESI. C)
Comparacién entre los espectros de masas en modo de iones negativos MasSpec Pen y DESI obtenidos de
una seccion de tejido cerebral de ratén.

FIG. 7: El espectro de timosina -4 que se detectd en tejidos humanos en modo de iones negativos.

FIGs. 8A-8B: A) Comparacién de espectros que se obtuvieron de especimenes recientes de tiroides normales
y cancerosos. B) Analisis MasSpec Pen de carcinoma papilar de tiroides y secciones de tejido normal (arriba).
Se muestran un espectro de masas representativo de MasSpec Pen en modo de iones negativos obtenido
de una seccién de tejido tiroideo normal y (abajo) una seccién de tejido de carcinoma papilar de tiroides. Se
proporciona la identificacién de los iones moleculares mas abundantes. Los recuadros muestran una imagen
Optica de la seccién de tejido tefiido con HE evaluada mediante histopatologia.

FIG. 9: PCA de los datos obtenidos para las secciones de tejido humano, incluidas las secciones de tejido
mamario y de tiroides normales y tumorales. Como se observa en los graficos de puntuaciones, PC1y PC3
explican 46,1% de la varianza total del conjunto de datos de tejido mamario, mientras que PC1y PC2 explican
47,9% de la varianza total del conjunto de datos de tejido tiroideo. También se incluyen gréficos de carga
para cada tipo de tejido analizado.

FIGs. 10A-10B: Resultados del analisis de componentes principales para tejidos humanos recientes. A)
Discriminacién de tiroides normal y tumoral. B) Discriminacién de ganglios linfaticos normales y tumorales.

FIG. 11: La informacién molecular obtenida de muestras de tejido utilizando MasSpec Pen es diagnéstica de
cancer humano. Se analizaron un total de 253 muestras de tejido de pacientes, incluidos cancer de mama,
tiroides, ovario y pulmén, y muestras de tejido normal. Los graficos 3D PCA (PC1, PC2 y PC3) muestran la
separacidn entre y los espectros de masas de cancer y normales obtenidos.

FIGs. 12A-12E: Mapeo del Punto de Muestra 1 (FIG. 12A), Punto de Muestra 2 (FIG. 12B), Punto de Muestra
3 (FIG. 12C), Punto de Muestra 4 (FIG. 12D) y Punto de Muestra 5 (FIG. 12E).

FIGs. 13A-13E: Espectro de masas de los Puntos de Muestra 1-5 en el rango de masas completo (FIG. 13A),
rango de masas 500-1800 (FIG. 13B), rango de masas 500-1000 (FIG. 13C), rango de masas 785 a 809
(13D) y rango de masas de 870 a 920 (FIG. 13E).

FIGs. 14A-14B: Analisis con MasSpec Pen de una muestra de tejido HGSC con composicién histoldgica
mixta. A) La imagen 6ptica muestra la muestra de tejido que se analiz6 en los puntos demarcados (1-5)
utilizando un MasSpec Pen de 1,5 mm de didmetro. Después del analisis MasSpec Pen, la muestra de tejido
se congeld, se seccioné y se tifié con HE. Se muestra una imagen éptica de una seccién de tejido teflido con
HE obtenida en el punto 3, que presenta una composicion histolégica mixta que incluye cancer y tejido de
estroma normal adyacente. B) Los espectros de masas en modo de iones negativos del MasSpec Pen se
muestran para el punto 1 (estroma normal), el punto 3 (mezcla de estroma normal y cancer) y el punto 5
(cancer). C) Se muestran el diagnéstico patoldgico de los cinco puntos analizados y los resultados de la
prediccidén de Lasso para este conjunto independiente de datos.
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FIGs. 15A-15B: MasSpec Pen permite un analisis molecular suave y no destructivo de muestras de tejido. A)
Las imagenes épticas muestran una muestra de tejido de adenocarcinoma de pulmén antes, durante y
después del analisis MasSpec Pen. Una ampliacién de la muestra de tejido no muestra dafios macroscépicos
en la regidn del tejido analizada por el MasSpec Pen. B) Se muestra el espectro de masas en modo de iones
negativos obtenido para la regién del tejido analizada, incluida la identificacién de los iones moleculares mas
abundantes.

FIGs. 16A-16B: Anélisis in vivo de tejidos tumorales y normales durante la cirugia en un modelo animal
murino. A) Los experimentos se realizaron en ratones bajo anestesia. Las imagenes épticas muestran al
animal e in vivo antes, durante y después del anélisis MasSpec Pen. B) Los espectros de masas
representativos en modo de iones negativos muestran perfiles moleculares distintos de los tejidos normales
y tumorales.

FIG. 17: Espectros de masas representativos del MasSpec Pen en modo de iones negativos obtenidos
utilizando varios diametros de muestreo del MasSpec Pen.

FIG. 18: Espectros de masas representativos en modo de iones positivos de tejido cerebral de ratén. Los
iones observados en abundancias relativas altas se identificaron mediante espectrometria de masas en
tdndem como aductos de potasio (K+) y sodio (Na+) de glicerofosfocolinas y lipidos diacilglicéridos, como se
indica en los espectros de masas.

FIG. 19: Espectros de masas representativos de MasSpec Pen en modo de iones negativos obtenidos de
una muestra de tejido HGSC que contiene regiones de tejidos normales y cancerosos.

FIG. 20: Imagen éptica del analisis in vivo posterior y la seccién de tejido tefiida con HE obtenida de la misma
region después del andlisis MasSpec Pen.

FIG. 21: Comparacién entre los espectros de masas en modo de iones negativos de MasSpec Pen obtenidos
in vivo y ex vivo de la misma muestra de tumor del modelo de ratén.

FIG. 22: Espectros de masas representativos en modo de iones negativos obtenidos de secciones de tejido
cerebral de ratén con diferentes tiempos de extraccién, 5s,3sy 1s.

Descripcion de realizaciones ilustrativas
l. Las realizaciones actuales

En ciertos aspectos, la presente solicitud proporciona métodos y dispositivos para la evaluacién molecular de
muestras, tales como muestras de tejido. En aspectos particulares, se pueden utilizar los métodos para evaluar
multiples sitios de tejido durante una operacién (o biopsia) del tejido. Esta caracteristica permite la identificacion
precisa de tejidos enfermos (p. €]., sitios de tejido que retienen células cancerosas) en "tiempo real", lo que permite a
los cirujanos abordar con mayor precisién solo el tejido enfermo en relacidén con los tejidos normales circundantes. En
aspectos particulares, los métodos aqui descritos pueden implicar la administraciéon de un volumen fijo o discreto de
disolvente a un sitio de tejido, seguido de la recoleccién de una muestra liquida del sitio y el analisis de la muestra
liqguida mediante espectrometria de masas. Es importante destacar que, en lugar de aplicarse mediante pulverizacion
a alta presidn, el disolvente se aplica en forma de gotas discretas y a baja presiéon. Estos métodos permiten la
recoleccién precisa de muestras de un sitio de tejido distinto y al mismo tiempo evitan dafios al tejido que se esta
evaluando. El perfil de espectrometria de masas resultante de las muestras recolectadas permite diferenciar los sitios
de tejido enfermos de los normales. El método se puede repetir en multiples sitios de interés para mapear con mucha
precision los cambios moleculares (p. €j., en un tejido). Es importante destacar que los perfiles de las muestras podrian
diferenciarse incluso sin utilizar una fuente de ionizacién. Por lo tanto, aunque los métodos de las realizaciones podrian
utilizarse junto con una fuente de ionizacién, no se requiere el uso de dicha fuente. Estas metodologias pueden permitir
la evaluacién de una pluralidad de sitios de tejido durante un corto periodo de tiempo, lo que permite una evaluacién
muy precisa de los limites de los tejidos enfermos frente a los normales.

En algunos aspectos, los métodos detallados en el presente documento se pueden utilizar para recolectar y analizar
muestras de una amplia gama de fuentes.

En algunos aspectos, los materiales (PDMS y PTFE) y el disolvente (p. ej., disolventes solo acuosos) utilizados en los
dispositivos de las realizaciones son biol6gicamente compatibles, de modo que se pueden utilizar en cirugia para
anélisis en tiempo real. Ademas, debido a que los dispositivos pueden ser muy compactos, pueden ser portatiles o
integrarse en un sistema quirdrgico roboético, tal como el sistema quirdrgico Da Vinci (p. ej., en un sistema
automatizado). Por lo tanto, se pueden tomar muestras rapidamente de muchas regiones de la cavidad corporal
humana durante la cirugia y analizarlas (p. ej., utilizando una base de datos de firmas moleculares y algoritmos de
aprendizaje automatico). Por lo tanto, los resultados del diagnéstico pueden proporcionarse en tiempo real para cada
regién muestreada. A continuacion, se detallan dispositivos ilustrativos para su uso en estos métodos.
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Refiriéndose inicialmente a la FIG. 1D, se muestra un aparato 100 para tomar muestras de tejido para analisis de
espectrometria de masas. En esta realizacién, el aparato 100 comprende una sonda 110, una camara 120 con
disolvente, un suministro de gas presurizado 130 y un espectrometro de masas 140. En algunos aspectos, la sonda
esta comprendida en un alojamiento (p. ej., para proporcionar un agarre en el caso de un dispositivo portatil). En
aspectos adicionales, la carcasa puede comprender una funcién de clic (p. €j., un gatillo, botdn o pedal) que puede
utilizarse para controlar el flujo de fluido y/o gas a través de la sonda. En algunos aspectos, la sonda estd compuesta
de un material que comprende PDMS y/o PTFE. En algunos aspectos, la sonda se produce mediante un procedimiento
de impresién 3D.

La FIG. 1E proporciona una vista en seccidn transversal més detallada de la sonda 110 e ilustra que la sonda 110
comprende un primer conducto 111, un segundo conducto 112, un tercer conducto 113 y un depésito 115. En la
realizacion ilustrada, el primer conducto 111 estd en comunicacién de fluido con la cdmara 120, el segundo conducto
112 estd en comunicacién de fluido con el suministro de gas presurizado 130, y el tercer conducto 113 esta en
comunicacién de fluido con el espectrémetro de masas 140. La FIG. 1F proporciona una vista en seccion transversal
adicional de una sonda con dimensiones para una realizacién particular.

Se entiende que, en ciertas realizaciones, cada uno de los conductos 111, 112 y 113 (que pueden tener cualquier
longitud deseada) puede comprender componentes separados. Por ejemplo, las partes de cada uno de los conductos
dentro de la sonda 110 pueden formarse como canales integrales durante la fabricacion de la sonda 110. Ademas, las
partes de cada uno de los conductos entre la sonda 110 y la cdmara 120, el suministro de gas presurizado 130 y el
espectrémetro de masas 140 pueden ser tubos u otros componentes adecuados para proporcionar flujo de fluido.

En esta realizacién, el aparato 100 puede comprender una bomba 125 configurada para transferir el disolvente desde
la cdmara 120 al primer conducto 111 y al depésito 115. En la realizacién mostrada, el aparato 100 también puede
comprender una primera vélvula 121 configurada para controlar un flujo de muestra desde el depésito 115 a través
del tercer conducto 113 al espectrdmetro de masas 140. El aparato 100 también puede comprender una segunda
valvula 122 configurada para controlar un flujo de gas presurizado a través del segundo conducto 112 al depésito 115.

Se puede configurar un sistema de control 160 para controlar los parametros operativos del aparato 100. Por ejemplo,
el sistema de control 160 se puede configurar para controlar un flujo de disolvente desde la cdmara 120 a través del
primer conducto 111 al depésito 115 controlando el funcionamiento de la bomba 125. Ademés, el sistema de control
160 se puede configurar para controlar el flujo de muestra desde el depésito 115 al espectrometro de masas 140
controlando la apertura y el cierre de la primera véalvula 121. El sistema de control 160 se puede configurar
adicionalmente para controlar el flujo de gas presurizado desde el recipiente de gas presurizado 130 al depésito 115
controlando la apertura y el cierre de la segunda valvula 122.

Durante el funcionamiento del aparato 100, un usuario puede colocar la sonda 110 de modo que el depésito 115 se
coloque en el sitio de muestra 150. El sistema de control 160 puede accionar la bomba 125 durante periodos de tiempo
especificos para transferir un volumen deseado del disolvente desde la camara 120 al depédsito 115 a través de primer
conducto 111. En realizaciones ilustrativas, el disolvente en la cdmara 120 puede ayudar en la extraccidn eficiente de
moléculas de un sitio de muestra de tejido 150 para su analisis.

Ademas, el sistema de control 160 puede permitir un periodo de tiempo particular entre el funcionamiento de la bomba
125y la apertura de la primera valvula 121. Esto puede permitir que un vacio del espectrémetro de masas 140 (o un
sistema de vacio auxiliar separado) extraiga materiales de muestra (p. ej., moléculas del sitio de muestra de tejido
150) desde el depésito 115 al espectrometro de masas 140 a través del tercer conducto 113.

Cuando se abre la primera valvula 121, el sistema de control 160 también puede abrir la segunda valvula 122 para
permitir que un gas inerte (p. €j. N2 0 COz) sea transferido desde el suministro de gas presurizado 130 al depdsito 115
a través del segundo conducto 112. El gas inerte puede ayudar al secado del tejido de la muestra antes del analisis,
asi como también evitar una brecha de disolvente en el primer conducto 111 (p. ej. como resultado de un vacio
generado por el espectrémetro de masas 140 cuando el depésito 115 hace contacto con el sitio de muestra 150). El
gas inerte también puede ayudar en el transporte de disolvente desde el sitio de muestra 150 al espectrémetro de
masas 140 a través del tercer conducto 113.

El sistema de control 160 puede comprender soporte légico y soporte fisico adecuados para operar los diversos
componentes del aparato 100. Se proporcionan realizaciones particulares de los diversos componentes mostrados en
el esquema de la FIG. 1 en los ejemplos que se analizan a continuacién, incluida la seccidn titulada Ejemplo 1.

La FIG. 1G ilustra una realizacién del aparato 100 que es similar a la realizacién mostrada en la FIG. 1D anterior. En
la realizacion de la FIG. 1G, sin embargo, el aparato 100 comprende adicionalmente una bomba 141 en comunicacién
de fluido con el conducto 113. En ciertas realizaciones, la bomba 141 puede ser una bomba de vacio externa que
puede accionarse para aumentar la velocidad de la porcién de muestra a través del conducto 113 hasta el
espectrémetro de masas. Se entiende que los componentes del aparato 100 descritos en realizaciones anteriores
funcionan de manera equivalente en esta realizacidén (y en las realizaciones descritas posteriormente). Para mayor
claridad, no todos los componentes estén etiquetados con nimeros de referencia en cada una de las figuras. Ademas,
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los aspectos operativos de los componentes que son equivalentes a los componentes en realizaciones descritas
anteriormente no se repetirdn en la discusion de esta o realizaciones posteriores.

La FIG. 1H ilustra otra realizacién del aparato 100 que es similar a las realizaciones descritas anteriormente pero que
también comprende una valvula 142, un contenedor de desechos 143 y una bomba 144 en comunicacién de fluido
con el conducto 113. En ciertas realizaciones, la vélvula 142 se puede utilizar para desviar un disolvente u otra solucién
de limpieza desde el conducto 113 al contenedor de residuos 143 durante las etapas de limpieza. El contenedor de
residuos 143 se puede vaciar mediante el accionamiento de la bomba 144. En realizaciones ilustrativas, se pueden
utilizar etapas de limpieza o lavado utilizando agua, etanol, mezclas de agua y etanol en cualquier proporcion, asi
como otro disolvente en cualquier fase del analisis de la muestra para disminuir efectos de transferencia. En ciertas
realizaciones, la sonda 110 también se puede cambiar entre cada uso. Ademas, la sonda 110 puede insertarse en un
vial que contiene disolvente para la etapa de lavado utilizando gas (burbujeo) para ayudar con la limpieza antes o
después de la etapa de lavado automatico. También se pueden utilizar otros métodos de limpieza, incluida la limpieza
con una solucién estéril. Por ejemplo, ciertas realizaciones pueden utilizar un protocolo de limpieza de: 1. Reemplazar
la sonda; 2. Lavar con solucién de etanol/agua 50/50; 3. Lavar con etanol del 100%.

La FIG. 1l ilustra otra realizacién del aparato 100 que es similar a las realizaciones descritas anteriormente pero que
también comprende un elemento calefactor 145 en el conducto 113. En ciertas realizaciones, el elemento calefactor
145 esta configurado como un alambre calefactor que puede enrollarse alrededor del conducto 113. En otras
realizaciones puede comprender diferentes configuraciones de elementos calefactores, incluidos, por ejemplo,
calentadores cerédmicos. El conducto 113 se puede calentar para mejorar el transporte de agua o disolvente al
espectrémetro de masas 140, asi como para ayudar a la ionizacién, en cualquiera de las realizaciones ilustrativas
descritas en el presente documento. La calefaccidén se puede implementar a través de todo el sistema de conductos o
en ubicaciones especificas.

La FIG. 1J ilustra una realizacién del aparato 100 que combina caracteristicas de realizaciones descritas
anteriormente. En particular, la realizacién mostrada en esta figura incluye el elemento calefactor 145 en el conducto
113 y labomba 141. Los aspectos operativos del elemento calefactor 145 y la bomba 141 se han discutido previamente
en la descripcion de las FIGs. 11 y 1G, respectivamente, y no se repetiran aqui por motivos de brevedad.

La FIG. 1K ilustra una realizacién del aparato 100 que es similar a las realizaciones descritas anteriormente pero
también comprende un dispositivo de ionizacién 146 para formar una pulverizacién proximal a una entrada para el
espectrémetro de masas 140. En ciertas realizaciones, el dispositivo de ionizaciéon 146 puede ser, por ejemplo, un
dispositivo de ionizacidn por electropulverizacién (ESI), un dispositivo hano ESI o un dispositivo de ionizacién quimica
a presién atmosférica (APCI). En realizaciones particulares, el conducto 113 no estd conectado directamente al
espectrémetro de masas 140 y se puede utilizar un dispositivo Venturi 147 para transportar una gota de muestra 150
al dispositivo de ionizacién 146 y la interfaz del espectrémetro de masas 140. En la FIG. 1L se muestra un perfil de
espectrometria de masas de una realizacidén del aparato 100 que incluye un dispositivo Venturi. Como se muestra en
la FIG. 1L, el perfil obtenido es similar a las realizaciones que acoplan directamente el conducto 113 a la entrada del
espectrémetro de masas 140.

Refiriéndose ahora a la FIG. 1M, una realizacién del aparato 100 incluye una bomba externa 141 (como se muestra y
describe anteriormente en la FIG. 1G) y el dispositivo de ionizacién 146 y el dispositivo Venturi 147 como se muestra
(como se muestra y describe anteriormente en la FIG. 1K).

Como se muestra en la realizacién de la FIG. 1N, una realizacién del aparato 100 incluye un elemento calefactor 145
(como se muestra y describe anteriormente en la FIG. 11) y el dispositivo de ionizacién 146 y el dispositivo Venturi 147
como se muestra (como se muestra y describe anteriormente en la FIG. 1K).

Como se muestra en la realizacién de la FIG. 10, una realizacién del aparato 100 incluye un elemento calefactor 145
(como se muestra y describe anteriormente en la FIG. 11) y el dispositivo de ionizacién 146 y el dispositivo Venturi 147
como se muestra (como se muestra y describe anteriormente en la FIG. 1K). Ademas, esta realizacién también incluye
una bomba externa 141 (como se muestra y describe anteriormente en la FIG. 1G).

Como se muestra en la realizacion de la FIG. 1P, una realizacién del aparato 100 incluye una valvula 142, un recipiente
de desechos 143 y una bomba 144 (como se muestra y describe anteriormente en la FIG. 1H). Ademas, esta
realizacion también incluye un dispositivo de ionizacién 146 y un dispositivo Venturi 147 como se muestra (como se
muestra y describe anteriormente en la FIG. 1K).

Como se muestra en la realizacién de la FIG. 1Q, una realizaciéon del aparato 100 incluye una valvula 142, un recipiente
de desechos 143 y una bomba 144 (como se muestra y describe anteriormente en la FIG. 1H). Ademas, esta
realizacion también incluye un dispositivo de ionizacién 146 y un dispositivo Venturi 147 como se muestra (como se
muestra y describe anteriormente en la FIG. 1K). Esta realizacién incluye adicionalmente un elemento calefactor 145
(como se muestra y describe anteriormente en la FIG. 1l).
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Il. Metodologias de ensayo

En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona métodos para determinar la presencia de tejido enfermo (p.
ej., tejido tumoral) o detectar una firma molecular de un espécimen biolégico mediante la identificacién de patrones
especificos de un perfil de espectrometria de masas. Los especimenes biolégicos para analisis pueden ser de
animales, plantas o cualquier material vivo que haya estado en contacto con moléculas u organismos biolégicos. Los
especimenes biolégicos son muestras in vivo (p. €j. durante la cirugia).

Un perfil obtenido mediante los métodos de las realizaciones puede corresponder, por ejemplo, a proteinas,
metabolitos o lipidos de especimenes bioldgicos o sitios de tejido analizados. Estos patrones pueden determinarse
midiendo la presencia de iones especificos mediante espectrometria de masas. Algunos ejemplos no limitantes de
métodos de ionizacién que se pueden acoplar a este dispositivo incluyen ionizacién quimica, ionizacién laser,
ionizaciébn quimica a presién atmosférica, ionizacién electrénica, bombardeo atémico rapido, ionizacién por
electropulverizacion, ionizacion térmica. Los métodos de ionizacién adicionales incluyen fuentes de plasma acopladas
inductivamente, fotoionizacién, descarga luminosa, desorcién de campo, termopulverizacién, desorcidn/ionizacién
sobre silicio, analisis directo en tiempo real, espectroscopia de masas de iones secundarios, ionizaciéon por chispa e
ionizacidn térmica.

En particular, los presentes métodos pueden aplicarse o acoplarse a una fuente de ionizacién ambiental o0 a un método
para obtener datos espectrales de masas, como una fuente de ionizacién ambiental de extraccién. Las fuentes de
ionizacién ambiental de extraccién son métodos con, en este caso, procedimientos de extraccion liquida seguidos
dinamicamente de ionizacién. Algunos ejemplos no limitantes de fuentes de ionizacién ambiental de extraccién
incluyen ionizaciéon por desorcién con electropulverizacién asistida por flujo de aire (AFADESI), analisis directo en
tiempo real (DART), ionizacién por desorcién con electropulverizacién (DESI), ionizacién por desorcién mediante
intercambio de carga (DICE), ionizacién por desorcidn con electropulverizacién asistida por electrodos (EADESI),
ionizacién por desorciéon con ladser con electropulverizacién (ELDI), ionizacién por pulverizacién electrostatica
(ESTASI), ionizacidn por electropulverizacién con desorcién por chorro (JeDl), ionizacién por desorcién con
electropulverizacion asistida por laser (LADESI), ionizacién por desorcidn con electropulverizacién por laser (LDESI),
ionizacién por desorcién con electropulverizacién laser asistida por matriz (MALDESI), ionizacién por desorcién con
electropulverizacién por nanopulverizacién (nano-DESI) o ionizacién por desorcién con electropulverizacién en modo
de transmisién (TM-DESI).

Como ocurre con muchos métodos de espectrometria de masas, la eficiencia de la ionizacién se puede optimizar
modificando las condiciones de recoleccién o del disolvente, tales como los componentes del disolvente, el pH, los
caudales de gas, el voltaje aplicado y otros aspectos que afectan a la ionizacién de la solucién de muestra. En
particular, los presentes métodos contemplan el uso de un disolvente o solucién que sea compatible con el problema
humano. Algunos ejemplos no limitantes de disolventes que se pueden utilizar como disolvente de ionizacién incluyen
agua, etanol, metanol, acetonitrilo, dimetilformamida, un acido o una mezcla de los mismos. En algunas realizaciones,
el método contempla una mezcla de acetonitrilo y dimetilformamida. Las cantidades de acetonitrilo y dimetilformamida
pueden variarse para mejorar la extracciéon de los analitos de la muestra, asi como para aumentar la ionizacién y
volatiidad de la muestra. En algunas realizaciones, la composiciéon contiene de aproximadamente 5:1 (v/v) de
dimetilformamida:acetonitrilo a aproximadamente 1:5 (v/v) de dimetilformamida:acetonitrilo, tal como 1:1 (v/v) de
dimetilformamida:acetonitrilo. Sin embargo, en la realizaciéon preferida el disolvente para su uso segln las
realizaciones es un disolvente farmacéuticamente aceptable, tal como agua estéril o una solucién acuosa tamponada.

lil. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencidn. Los expertos en la técnica
deberian apreciar que los mecanismos divulgados en los ejemplos que siguen representan mecanismos descubiertos
por el autor de la presente invenciéon que funcionan bien en la préactica de la invencién y, por lo tanto, pueden
considerarse modos preferidos para su practica. Sin embargo, los expertos en la técnica deberian, a la luz de la
presente divulgacion, apreciar que se pueden realizar muchos cambios en las realizaciones especificas que se
divulgan y alin obtener un resultado similar sin apartarse del alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Disefio de MasSpec Pen Inteligente

El MasSpec Pen (FIG. 1A) se desarroll6 como una sonda de muestreo portatil automatizada y biocompatible que
permite una extraccién suave, controlada en tiempo y volumen de moléculas de una muestra de tejido utilizando una
gota de agua discreta. Se construyeron varios prototipos del sistema con el objetivo de minimizar el dafio tisular,
maximizar la extraccién de analitos tisulares y maximizar la transferencia de disolvente al espectrémetro de masas.

El sistema desarrollado consiste en tres partes principales: 1) una bomba de jeringa que estd programada para
suministrar un volumen de disolvente discreto utilizando un caudal controlado; 2) sistemas de tubos integrados a
valvulas de pellizco de dos vias para el transporte controlado de disolventes; 3) una punta de sonda que se utiliza para
el muestreo directo de tejidos bioldgicos. Se exploraron y optimizaron varias iteraciones del sistema con el objetivo
final de minimizar el dafio tisular, maximizar la extraccién de analitos tisulares y maximizar la transmisién de disolvente
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al espectrometro de masas. La FIG. 1A muestra una figura esquemética de un ejemplo de un aparato que comprende
un dispositivo Diagnostic Pen (MasSpec Pen) para analizar tejido biolégico.

El sistema optimizado contiene tres componentes principales: 1) una bomba de jeringa que est4 programada para
suministrar un volumen de agua definido (4-10 pPL) a la sonda de muestreo; 2) conductos de tubos de
politetrafluoroetileno (PTFE) de didmetro pequefio (DI 800 pm) que estan integrados en valvulas de pellizco
bidireccionales rapidas (8 ms) para el transporte controlado de disolvente desde la bomba al tejido y desde el tejido al
espectrémetro de masas; 3) una sonda portatil del tamafio de un boligrafo para muestreo directo de tejidos biolégicos.

El componente principal de la sonda portatil del tamafio de un boligrafo es una punta de polidimetilsiloxano (PDMS)
impresa en 3D (FIG. 1B), en la que el disolvente se retiene durante la interaccidén con el tejido. La punta se fabricé
mediante impresién 3D y est4 elaborada de polidimetilsiloxano (PDMS) biolégicamente compatible. La punta esta
disefiada con tres puertos principales: uno para el sistema de conductos de entrada (disolvente) (tubo 111 o conducto
1), un puerto central para el suministro de gas (N2, CO2 o aire) (tubo 112 o conducto 2) y un puerto de salida para
transportar constituyentes moleculares en la gota de agua desde el tejido al espectrémetro de masas (tubo 113 o
conducto 3). En la punta de la sonda, todos los puertos se combinan en un pequefio depdsito donde se retiene la Unica
gota y se expone a la muestra de tejido durante un periodo de tiempo controlado (3 s), lo que permite una extraccion
eficiente del analito. El didmetro del depésito determina el volumen de disolvente expuesto al tejido, asi como la
resolucién espacial del dispositivo. Utilizando herramientas actuales, las puntas MasSpec Pen se disefiaron con
tamafios de muestreo que oscilaban entre 1,5 mmy 5,0 mm, lo que esta determinado por el diametro del depésito.
Con un didmetro de depésito de 2,77 mm, se retiene un volumen de disolvente de 10 ul en el depésito y se pone en
contacto con la muestra de tejido durante un periodo de tiempo definido, mientras que se retienen 4,4 pl en un depésito
con un didmetro de 1,5 mm. Después del periodo de extraccion de 3 s, se retira el MasSpec Pen del tejido. Al mismo
tiempo, se abre el conducto 3, lo que permite la extraccién a vacio de la gota al espectrémetro de masas; se
proporciona una presién positiva procedente de un suministro de gas a baja presién (<10 psi) a través del conducto 2,
seguido de una etapa de lavado para limpiar el sistema. Téngase en cuenta que se evaluaron tiempos de contacto de
1 segundo, 3 segundos y 5 segundos entre la gota y la muestra de tejido (FIG. 22). Se seleccioné el tiempo de contacto
de 3 segundos para todos los experimentos, ya que permitié un facil manejo por parte del usuario y produjo espectros
de masas con suficiente intensidad iénica total. El gas proporcionado por el segundo tubo no participa en el
procedimiento de extraccién, sino que se utiliza para evitar el colapso del sistema debido al vacio empleado y para
ayudar al transporte del disolvente desde el tejido al espectrémetro de masas. De manera similar, la etapa de lavado
no se utiliza para la extracciéon de biomoléculas de los tejidos ya que no hay contacto con el tejido durante este periodo.
El conducto 3 esté conectado directamente al tubo de transferencia de un espectrémetro de masas Orbitrap de alta
resolucién de masas de modo que la presiéon negativa del sistema de vacio del espectrémetro de masas impulsa el
movimiento de la gota desde el depésito al espectrometro de masas para la ionizacién y el anélisis de masas. Esta
configuracién simplifica las etapas operativas e impide el uso de fuentes de ionizacién, aunque se podrian acoplar al
sistema de los autores de la presente invencion varios métodos de conexién e ionizacién. Se empleé una longitud de
tubo de 1,5 metros para todos los conductos para permitir el uso manual del dispositivo por parte de un operario sin
restricciones geométricas o espaciales.

Los tres tubos conductores utilizados estan elaborados de politetrafluoroetiieno (PTFE), que también es
biol6gicamente compatible. El tubo 111 se utiliza para suministrar disolvente desde la bomba de jeringa hasta la punta
de la sonda. El tubo 112 se utiliza, en algunos casos, para suministrar un gas inerte (N2 o COz2) a la punta de la sonda.
El gas tiene tres propésitos principales: 1) secar el tejido antes del analisis; 2) impedir la separacion de disolvente en
el tubo 111 debido al vacio del espectrémetro de masas cuando se cierra el depésito al entrar en contacto con el
espécimen de tejido; 2) ayudar al transporte de disolvente desde el tejido al espectrémetro de masas a través del tubo
113. Sin embargo, en algunas circunstancias no hay necesidad de utilizar un gas. El tubo 113 estd conectado
directamente a la entrada del espectrémetro de masas de modo que la presién positiva del sistema de vacio del
espectrémetro de masas se utiliza para impulsar la gota desde el depésito hasta la entrada del espectrémetro de
masas para su ionizacién.

Los eventos de tiempo involucrados en el manejo del dispositivo estdn automatizados y controlados con precision
mediante un soporte 16gico que se comunica con un sistema Arduino y dos valvulas de pellizco de dos vias. Todas las
valvulas de pellizco se cierran hasta que se inicia el procedimiento cuando: 1. Se envia un pulso a la bomba por debajo
de 300 yL/min, para infundir el disolvente durante dos segundos y se detiene, generando una gota de 10 pL que llena
el depésito de MasSpec Pen; 2. Se cierran los tubos 112 y 113, permitiendo que el disolvente del depdsito interactie
con el tejido durante tres segundos para extraer las moléculas; 3. Las valvulas de pellizco que controlan los tubos 112
y 113 se abren simultdneamente, permitiendo que la gota se transfiera al espectrometro de masas para su ionizacién
y analisis molecular. 4. Se envia un pulso a la bomba para infundir el disolvente durante otros 12 segundos y se
detiene, para conducir completamente todas las moléculas extraidas al espectrémetro de masas. 5. Se dejan abiertos
los tubos 112 y 113 durante otros 20 segundos para permitir que todo el disolvente del tubo 113 entre en la
espectrometria de masas. El tiempo total de analisis es de 37 segundos.

El disefio de la punta que utiliza tres tubos de conduccién y valvulas de pellizco accionadas por alta velocidad permitié
un control preciso del movimiento de las gotas y mostré un rendimiento y una robustez excelentes. Todo el
procedimiento, desde el muestreo hasta la adquisicién del espectro de masas, se completa en 10 segundos 0 menos
y estd completamente automatizado mediante un microcontrolador Arduino, de modo que cada adquisicién y analisis
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se activa individualmente mediante un clic de una sola etapa con un pedal. La automatizacién del sistema garantiza
que cada gota de disolvente llegue por separado a la entrada, lo que produce varios espectros de masas que se
promedian para obtener un perfil molecular final de la muestra. Adicionalmente, el suministro controlado de gotas
permitié que el espectrdmetro de masas funcionara sin ninguna degradacion evidente del rendimiento. Después de
cada uso, el MasSpec Pen se puede limpiar si se observan residuos mediante un lavado de limpieza rapido y
automatizado o reemplazando la punta desechable.

Ejemplo 2: Perfiles y analisis moleculares

El sistema descrito en el presente documento funciona conectando directamente el conducto de recolecciéon a la
entrada del espectrémetro de masas para transportar los disolventes que contienen analitos al espectrémetro de
masas para el analisis molecular. Esta configuracién simplifica enormemente los detalles operativos e impide el uso
de fuentes de ionizacién. Después de que la sonda interactla con el tejido, el disolvente se transporta al espectrémetro
de masas y se infunde directamente sin necesidad de una fuente de ionizacién adicional. Dado que el sistema esta
completamente automatizado de modo que cada gota de disolvente de 10 ul se suministra por separado a la entrada,
el espectrémetro de masas funciona sin ninguin impacto en su rendimiento. De esta manera se obtiene rica informacién
molecular, similar a lo que se observa en otras técnicas de ionizacién ambiental con extraccién con disolventes, tales
como la ionizacién por desorcién con electropulverizacidn. El mecanismo de ionizacién puede ser similar a la ionizacién
de entrada. Para los métodos de ionizacién de entrada, la ionizacién se produce en la regién de caida de presién de
entrada entre la atmésfera y el vacio. En el dispositivo se pueden utilizar varios sistemas de disolventes. En este
ejemplo, para garantizar la total compatibilidad biolégica del dispositivo, se utilizé agua como Unico disolvente, aunque
también se exploraron mezclas de etanol y agua en diferentes proporciones que arrojaron resultados similares. Para
demostrarlo, estas muestras se analizaron después de la extraccién con un disolvente compuesto por 5:1 y 20:1
(H20:EtOH) y se descubrid que el EtOH ayudara a extraer mas lipidos PE, como PE (40:6) (m/z 790.539) y PE (38:4)
(m/z 766.540) (véanse los resultados en la FIG. 3).

La eficacia del MasSpec Pen para obtener informacién molecular se probé analizando secciones finas de tejido y
fragmentos de muestras de tejido. En primer lugar, se analizaron secciones de tejido de 16 uym de espesor en
portaobjetos de vidrio histolégico convencionales siguiendo las etapas operativas automatizados descritas
anteriormente para MasSpec Pen, utilizando agua pura como disolvente. Se probaron varias puntas de sonda con
diferentes didmetros de depdsito del MasSpec Pen, lo que produjo espectros de masas que presentan especies de
lipidos caracteristicas de materia gris, materia blanca o composicién mixta del tejido cerebral de ratén para tamafios
de muestreo mas grandes. La FIG. 2 muestra un espectro de masas representativo obtenido en el modo de iones
negativos utilizando la punta de un lapiz de 2,7 mm de la regién de materia gris de una seccién de tejido cerebral de
ratdn, y un espectro de masas de fondo representativo obtenido de una regién de un portaobjetos de vidrio (sin
muestra). Se probaron varios diametros del MasSpec Pen, produciendo perfiles de espectros de masas similares con
un recuento total de iones creciente observado para diametros de punta de lapiz méas grandes (FIG. 17).

La FIG. 2B muestra el cromatograma de iones totales obtenido durante el periodo total de anélisis. A los 0,5 min
(véase el recuadro en FIG. 2B), el espectro de masas de fondo se adquirié poniendo en contacto vidrio puro. Como
se observa en el espectro de masas, se obtuvo una sefial de fondo notablemente limpia en este rango de masas. A
los 3,4 minutos (FIG. 2A), el MasSpec Pen se aplicd a una seccién de tejido cerebral de ratén siguiendo los mismos
procedimientos discutidos anteriormente. Sorprendentemente, se observaron ricos perfiles moleculares. Las sefiales
de lipidos comunmente detectadas mediante espectrometria de masas de ionizacién ambiental de tejidos biolégicos
se observaron a intensidades relativas altas en el espectro de masas en modo de iones negativos, incluidos &cidos
grasos (FA), ceramidas (Cer), glicerofosfoinositoles (Pl), glicerofosfoetanolaminas (PE), glicerofosfoserinas (PS) y
lipidos esteroles (ST). También se observaron metabolitos endbgenos primarios y secundarios en los espectros de
masas. En el modo de iones positivos también se detectaron diacilgliceroles (DG), glicerofosfocolina (PC) vy
fosfoesfingolipidos (SM). Se utilizé un analizador de masa de polvo de alta resolucién (el poder de resolucién se
establecié en 140.000) para identificar la mayoria de los lipidos en el espectro.

Los espectros de masas en modo de iones negativos obtenidos de la regién de materia gris de la seccién de tejido
cerebral de ratdn presentaron una rica informacién molecular que incluia una variedad de iones correspondientes a
aductos desprotonados o de cloruro de especies lipidicas comUnmente detectadas en tejidos biolégicos utilizando
técnicas de EM de ionizacién ambiental basadas en disolventes. Los picos con abundancias relativas altas se
identificaron como éacidos grasos (GA) de m/z 120-350, esfingolipidos tales como las sulfatidos de m/z 700-1100 y
aductos de cloruro de ceramidas (Cer) de m/z 500-700, y glicerofosfolipidos (GL) tales como glicerofosfoinositoles
(PI), glicerofosfoetanolaminas (PE), glicerofosfoserinas (PS) y cardiolipinas doblemente cargadas (CL) de m/z 700-
1100. En el rango de masa mas alto de m/z 1100-1800, se observaron dimeros GL y CL con carga simple. Se
detectaron una variedad de picos identificados provisionalmente como pequefios metabolitos que incluyen glutamina
en m/z 145.061, glutamato en m/z 146.045, acido N-acetilaspartico en m/z 174.041 y aducto de cloruro de hexosa en
m/z 215.033 en un rango de masa mas bajo de m/z 120 - 250, basado en mediciones de alta precisién de masa y
datos de espectrometria de masas en tandem (Tabla 1). Es importante destacar que los espectros de masas en modo
de iones negativos obtenidos de la materia gris de diferentes secciones de tejido del mismo cerebro de ratén fueron
reproducibles (RSD=9,3%, n=9), comparables a lo informado utilizando el mismo método para DESI-MSI (RSD= 8,0%,
n=5). En el modo de iones positivos, los espectros de masas obtenidos presentaron altas abundancias relativas de
especies moleculares cominmente observadas identificadas como diacilgliceroles (DG), PE y glicerofosfocolina (PC)
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(FIG. 18). Se realizaron asignaciones provisionales utilizando mediciones de alta precisiéon de masa, asi como analisis
de MS en tdndem cuando se logré la intensidad adecuada de los iones de fragmentos para la interpretacién estructural.
Se describen errores de masa y m/z de iones fragmentados obtenidos mediante experimentos de MS en tdndem para
todas las especies identificadas a lo largo del manuscrito en las Tablas 1, 2, 3, 4 y 5. Téngase en cuenta que la
isomeria de los dobles enlaces en las cadenas FA de lipidos complejos complica la asignacién estructural precisa, que
es la causa de que las cadenas de FA se asignen provisionalmente a las especies de lipidos (Dill et al., Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 12, 2011).

El espectro de MasSpec Pen se comparé con el espectro DESI que se adquirié con parametros de MS similares, pero
utilizando el sistema disolvente de acetonitrilo y dimetilformamida cominmente aplicado debido a su alta eficiencia
para extraer lipidos del tejido biolégico. Curiosamente, en el modo de iones negativos, el espectro de MasSpec Pen
que utiliza agua como disolvente de extraccién comparte una gran cantidad de especies moleculares de m/z 500 a
m/z 1800 utilizando el espectro de DESI ACN y DMF, con razones ligeramente mayores de lipidos PE, tales como PE
(40:6) (m/z 790.539) y PE (38:4) (m/z 766.539). Las FIGs. 6A-B muestran que PI (38:4) (m/z 885.550) y PS (38:6)
(m/z 834.529) fueron los picos dominantes tanto en los espectros de MasSpec Pen como en DESI. Por otra parte, en
los espectros, se presencidé un grupo de iones con mayor m/z en el rango de masas de m/z 1500 a m/z 1600, que
fueron asignados provisionalmente como cardiolipinas (CL) con carga Unica y/o dimeros de glicerofosfolipidos.

Un anélisis adicional comparé las especies moleculares detectadas en el modo de iones negativos con las observadas
en un espectro de masas DESI| adquirido de una seccién de tejido en serie del mismo cerebro de ratdn utilizando agua
como disolvente y condiciones experimentales analogas. Los espectros de masas obtenidos utilizando MasSpec Pen
y DESI fueron similares con una similitud de coseno calculada de 0,9, compartiendo una gran cantidad de especies
moleculares en abundancias relativas y razones sefial-ruido (S/N) comparables (FIG. 6C). También se exploraron
otros sistemas disolventes, incluidas mezclas de agua con etanol en diversas proporciones, como sistemas disolventes
para MasSpec Pen. Los espectros de masas obtenidos presentaron especies lipidicas similares a las observadas en
los espectros de masas obtenidos con agua pura, con variaciones en sus abundancias relativas (FIG. 3B). Por lo tanto,
para garantizar la biocompatibilidad total del dispositivo, se selecciond agua como disolvente para todos los siguientes
experimentos realizados con MasSpec Pen.

Para evaluar el rendimiento del sistema, se realizaron analisis consecutivos en la misma seccién de tejido y en
diferentes secciones de tejido y se demostré que el sistema es altamente reproducible dentro de muestras y entre
diferentes muestras.

Anélisis Molecular de Secciones de Tejidos de Cancer Humano y Normales. La espectrometria de masas por
ionizaciébn ambiental se ha investigado ampliamente para el diagnéstico molecular de tejidos cancerosos humanos.
Para probar la capacidad del sistema MasSpec Pen descrito en el presente documento para diferenciar muestras
normales y tumorales, se analizaron 62 muestras de tejido humano de cinco tipos de tejido diferentes, incluidos mama,
rifién, ganglios linfaticos, tiroides y ovario. Los espectros de masas obtenidos en el modo de iones negativos utilizando
agua como sistema disolvente para cada tipo de tejido mostraron iones moleculares cominmente observados por
DESI-MS, con altas abundancias relativas de metabolitos y lipidos. Se empleé el anélisis de componentes principales
(PCA) para evaluar estadisticamente el rendimiento de MasSpec Pen en andlisis interespecificos e intraespecificos
de especimenes humanos. Cabe sefialar que en el presente trabajo se utilizan los primeros tres componentes, que
abarcaron mas de 85% de la varianza total. Como se puede observar en las FIGs. 9A-B, los tejidos normales de
tiroides y rifidn se discriminaron bien de los tumorales. Sorprendentemente, durante el analisis de secciones de tejido
humano en modo de iones negativos, se detectaron una serie de especies con carga mlltiple que se identificaron
como timosina B-4 mediante mediciones de alta precisién de masa y andlisis de espectrometria de masas en tandem
(FIG. 7). Los espectros representativos de cada espécimen se muestran en la FIG. 5. Sorprendentemente, los perfiles
moleculares obtenidos de tejidos de tiroides normal y canceroso humano muestran patrones moleculares distintos que
son diagnosticos del estado de patolégico. Se obtuvieron resultados similares para todos los demés tejidos cancerosos
analizados.

Se probd la capacidad del MasSpec Pen para analizar 20 secciones delgadas de tejido de mama humana normal y
tumoral (n=5 mama normal, n=5 carcinoma ductal de mama) y tiroides (n=5 tiroides normal, n=4 carcinoma papilar de
tiroides, y n = 1 adenoma folicular de tiroides). Los espectros de masas obtenidos en el modo de iones negativos para
cada tipo de tejido presentaron una rica variedad de iones moleculares cominmente observados en tejidos humanos
mediante DESI-MSI, con altas abundancias relativas de metabolitos, acidos grasos y lipidos complejos. Por ejemplo,
los espectros de masas obtenidos para secciones de tejido del carcinoma papilar de tiroides presentaron especies de
lipidos previamente identificadas como marcadores de diagnéstico mediante DESI-MSI| (Zhang et al., Cancer
Research, 76, 2016), incluida una variedad de CL doblemente cargado y otros glicerofosfolipidos tales como Pl (38:4)
(m/z 885.550), Pl (36:4) (m/z 857.518), PE (38:4) (m /z 766.539) y PE (36:2) (m/z 742.539) (Tabla 2). Se obtuvo un
perfil espectral de masas distinto para la seccién de tejido tiroideo normal, presentando altas abundancias relativas de
m/z 126.904, identificado como yodo, m/z 145.050, identificado como glutamina, m/z 175.024, identificado como é&cido
ascérbico, m/z 822.472, asignado provisionalmente a C36H7809N3l, y m/z 885.551, identificado como PI (38:4) (FIG.
8B). Curiosamente, se detectd una serie de iones moleculares con carga multiple en diferentes estados de carga (z),
incluidos m/z 991.091 (z=-5), m/z 1239.113 (z=-4) y m/z 1652.484 (z=-3) en los espectros de masas obtenidos de
todas las secciones de tejido analizadas. Estos iones se identificaron provisionalmente como diferentes estados de
carga de la proteina timosina p-4 basandose en mediciones de alta precisién de masa (FIG. 7y Tabla 1). En particular,
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el analisis de componentes principales (PCA) realizado en los datos obtenidos de las secciones de tejido humano
analizadas mostr6é una separacién entre los tejidos tumorales y normales (FIG. 9).

Anélisis molecular de muestras de tejido reciente. El dispositivo MasSpec Pen fue disefiado para funcionar con
muestras de tejido reciente independientemente de la morfologia. Para probar el dispositivo para el analisis de tejido
reciente, al principio se utiliz6 tejido cerebral de ratén reciente. No se observaron diferencias significativas en los
espectros obtenidos de secciones de tejido cerebral de ratén o de tejidos cerebrales recientes. Las FIGs. 4A-4B
muestran un patrén espectrométrico de masas casi idéntico a partir de secciones de tejido y tejido reciente de cerebro
de ratén, lo que ilustra que el procedimiento de extraccién de MasSpec Pen funciona de manera similar para diferentes
etapas de preparacién de muestras. A continuacién, se analizaron mas a fondo dos tipos de especimenes humanos
recientes: la glandula tiroides y los ganglios linfaticos. Los espectros de muestras de tejido reciente de tiroides normal
y canceroso se mostraron en la FIG. 8.

Cabe sefialar que todos los especimenes congelados que se obtuvieron de bancos de tejidos se conservaron bien a
-80 °C en el congelador y se descongelaron a temperatura ambiente antes de su uso. Los datos recopilados de
especimenes humanos recientes también se procesaron mediante PCA. El PCA de los espectros registrados muestra
una clara distincidn entre las muestras normales y tumorales (FIGs. 10A-10B). Por lo tanto, se establece que MasSpec
Pen podria emplearse para diferenciar muestras recientes normales y enfermas. Cabe sefialar que no se observaron
dafios en el tejido debido al procedimiento de muestreo.

Tabla 1: Datos obtenidos para la identificacién de iones moleculares en modo de ion negativo seleccionados de
tejido cerebral de ratén.

Identificacion Formula propuesta | m/z medido | lones fragmento principales
propuesta i en MS/MS? :
timosina B-4 C212H350N56078S 1 991,091 (-5) 991,090 (-5) <1 (-5) N/A

....................................................................................

1239,113 (-4) 1 1239,114 (-4) | <1 (-4)

1652,484 (-3) | 1652,488 (-3) | 24 (3)

152,995, 241,011, 283,264,
303,233, 419,257, 581,309

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

152,994, 283,264, 327,233,
419,256, 437,267, 747,497

CusH77NOgP 283,243, 283,264, 327,232,
480,309
38:4 CasH77NOgP 766,539 766,539 0 259,243, 283,263, 303,232,
: ! 480,309
P-38:6 CasH7sNO,P 746,513 746,513 <1 283,243, 327,232, 436,282

140,010, 152,994, 281,248,
444,288, 462,299

PE

152,994, 259,243, 303,233,
418,273, 436,283

C41H7sNO7P

CasH71NOsCI 600,513 600,513 <1 N/A

...........................................................................................................................................................................................

CxH3 02 327,233 327,233 <1 229,195, 283,243, 309,174
CaoH3102 303,233 303,233 <1 205,195, 259,243, 284,991
C1gH3502 283,264 283,264 <1 265,130
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Identificacién Férmula propuesta | m/z medido m/z teérico i Error de lones fragmento principales
propuesta i masa en MS/MS? :
: i (ppm)
16:0 C16Hz102 255,233 255,233 <1 237,043
‘. Acido N- CeHsNOs 174,040 | 174,041 -57 58,028, 88,039, 130,049
‘acetilaspartico : i
hexosa | CeH1206Cl 215033 | 215034 | -47 N/A
glutamato CsHsNO4 146,045 146,046 -6,8 102,054, 128,034
Glutamina CsHsN2O3 145,061 145,062 -6,9 127,050, 128,034

Tabla 2. Datos obtenidos para la identificacién de iones moleculares en modo de ion negativo seleccionados de
tejido tiroideo humano.

Identificacion Férmula m/z m/z  :Errorde | lones fragmento principales en
propuesta propuesta : medido tedrico masa MS/MS2
= . (ppm)
PI 40:5 CaoHsaO13P  § 911,566 §911.566 Fo< N/A

152,994, 223,006, 241,011, 283,264,
303,233, 419,256, 581,310

36:4 CasH78013P 152,994, 241,011, 279,233, 415,226,
577,278

34:1 CasHsoO13P  § 835,534 835,634 <1 152,994, 241,011, 255,232, 391,226, |
! : 553,277

...................................................................................................................................................................

PE 38:4 CasH77NOgP 140,010, 152,095, 259,243, 283,264,
303,233, 480,309
36:2 Ca1H77NOsP | 742,539 742540 ¢ 13 140,010, 152,094, 281,248

P-36:4 | CasHzsNO/P {722,513 722513 : <1 140,010, 196,037, 259,243, 303,233, |
: : 418,270, 436,283

Ca3H146017P2 i 738,502 N/A
72:8 Cs1H140017P2 i 723,479 N/A
Cer | 34:1 CasHe7NOsCl i 572,481 N/A
""""" FA | 204 | CoHeiO |
........ 180 C18H3502
""" 181 | CiH=O:
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propuesta propuesta : medido
"""" 182 | CrHsiO2
16:0 C1gH3102
 Acido CeH:Os | 175,024

| ascorbico
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i tedrico

175,025 |

m/z

MS/MS?

Glutamina

.........................

.....................................................................................................................................................................................................................................

a NA (no dlsponlble) significa que solo se utlllzo una alta precisién de masa para la identificacién provisional

{de iones.

145.062 |

........................

Tabla 3. Datos obtenidos para la identificacién de iones moleculares en modo ion negativo seleccionados de tejido

Identificacion
propuesta
““““““““ Pl 404
384
361 ......
341

ova
Férmula C miz
propuesta medido
Ca9Hs60O13P 913,581

rico humano.
m/z Error de Iones fragmentos principales en |
tedrico masa MS/MS2 :
(ppm)
913581 | L 223,000, 241,011, 283,264,
331,264, 419,257, 581,309
885550 | 11 | 152,994, 223,000, 241,011,

-1,1 {152,994, 223,000, 241,011,
i 283,264, 303,233, 419,256,
439,225, 581,309

863,566 -1,2 i 152,995,241,011, 281,248,
: 283,264, 419,256

835,534 <1 152,994, 223,000, 241,011,
255,233, 281,248, 391,225,
553,278

CaaH7oNO1w0P | 812,544

812,545 -1,2 152,994, 283,264, 305,248,

419, 256 437 266 725, 514

PS 38:3

36:1
R p E .................. 3 84
A FA ................ 160

CaoH7sNOwP | 788,545

CieHs102 | 255,232

788,545 <1 281,248, 283,264, 417,242,
419,256, 437,268, 701,512
766539<1 ...................... 2 59243283264303233 .....

480,309

259,243, 303,233, 446,303,
464,313

259,243, 303,233, 418,273,
436,283

255,233 N/A
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. Identificacién Férmula @ m/z miz
propuesta propuesta medido tedrico masa
(ppm)
Acido CeH70s 175,024 175,024 <1
ascorbico

a NA (no disponible) significa que solo se utilizd una alta precisién de masa para la identificacién provisional de ione
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Error de lones fragmentos principales en

MS/MS?

87,007, 115,002

Tabla 4. Datos obtenidos para la identificacién de iones moleculares en modo de ion negativo seleccionados de

tejido pulmonar humano.

Identificacion Férmula m/z m/z Error de lones fragmento principales
propuesta propuesta medido tedrico | masa (ppm) en MS/MS?2
PI 40:4 CaoHesO13P 913,580 913,581 -11 152,994, 223,000, 241,010,
: 283,264, 331,264, 419,256,

581,311

152,994, 223,000, 241,011,

283,264, 303,233, 419,256,
581,311

152,994, 241,011, 281,248,
283,264, 419,256, 581,311

362 @ CeHpOuP | 861548 | 861,549 1.2 152,994, 223,000, 241,011,
281,256, 417,241
PG 362 | CeHmOoP | 773542 | 773,534 10 152,994, 281,256, 417,241,
491,278, 509,288
. . e R B P o e e
391,206, 417,241, 491,277
PE 384 | CuHnNOsP | 766535 | 766,539 5,2 140,010, 283,256, 303,233,
480,309,
361 | CuHoNOsP | 744552 | 744555 4,0 140,011, 281,256, 283,264,
480,307
P-384 . CuHnNOP | 750534 | 750544 13 259,243, 303,233, 464,314
P-364 CaHiNOP 722511 | 722513 2,8 259,243, 303,233, 418,273,
436,283
BT R v T TR e S e
. Cer 341 | CaHeNOsCI | 572,479 | 572482 | 52 = | NA
FA 18:1 CisHsO2 | 281,249 | 281,249 <1 N/A

115,002
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Identificacion Férmula fom/z m/z { Errorde lones fragmento principales
propuesta i propuesta i medido : tedrico | masa(ppm) : en MS/MS?

i NA (no disponible) significa que solo se utilizé una alta precisién de masa para la identificacién provisional de iones.

Tabla 5. Datos obtenidos para la identificacién de iones moleculares en modo de ion negativo seleccionados de
tejido mamario humano.

Eldentificacic’)n Férmula m/z m/z §Error de lones fragmentos principales en
propuesta i propuesta ; medido teérico masa MS/MS?
. (ppm)

Pl 38:4 | Ca7Hs2013P ;885,550 §885,550 <1 152,994, 223,000, 241,011, 283,264,
| 303,233, 419,257, 581,310, 599,319

36:1 | CasHsaO13P {863,565 §863,566 -1,2 152,994, 223,000, 241,011, 281,248,
: 283,264, 419,256, 581,309

pG 362 ..... C42H78010P 773,542773,534 ........ 1 0152,994,281,248,417,240,491,276 ......

FA | 20:4 | CxHsiO2 (303,233

303,233 <1 205,195, 259,243, 284,901

18:1 | CisHssOo (281,249 281249 <1 | N/A

a NA (no disponible) significa que solo se utilizé una alta precisién de masa para la identificacién
‘provisional de iones.

Tabla 6. Datos demograficos de los pacientes de las 253 muestras de tejido humano utilizadas en este estudio.

Diagnéstico del Edad {Rangode Numero de Numero de pacientes por |
' paciente media, edad, pacientes por sexo raza (blanca, negra, |
afios afios (masculino, : asiatica, desconocida)
: femenino) :
 Normal | 47 2476 | (0, 29) ; (21,7,1,0)
Mama | : '

(10, 2, 4, 0)

i Cancer

Normal (35,12, 0, 0)

Bulmén Cancer T Ty
Normal | 50 | 31-80 (0, 29) (22,7, 0, 0)
Ovario Cancer | 62 30-83 (0, 28) ' (25,2, 0, 1)

(18702) ...................

=§T|r0|des (21,4, 0, 4)

Materiales y métodc;s.

Espectrometro de masas. Se utilizéd el espectrémetro de masas Q Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo
Scientific, San José, CA). Se realizd un escaneo completo en el rango de m/z 120-1800, y los otros parédmetros
espectrométricos de masas se enumeraron como sigue: poder de resoluciéon 140.000, micro escaneo 2, tiempo
méaximo de inyeccién 300 ms, temperatura capilar 350 °C y nivel de RF de lente S 100.
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Tejidos biolégicos. Se adquirieron cerebros de ratén de tipo salvaje de Bioreclamation IVT. Se obtuvieron 62
muestras de tejido humano congeladas, incluidas mama, tiroides, ganglios linfaticos, ovario y rifidn, de Cooperative
Human Tissue Network y Baylor College Tissue Bank. Las muestras se almacenaron en un congelador a -80 °C. Los
portaobjetos de tejido se seccionaron a 16 um utilizando un Criostato CryoStar™ NX50. El espécimen de tejido
congelado se descongel6 a temperatura ambiente antes de su uso.

Analisis estadistico. Se utilizé IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, EE. UU.) para realizar un
anélisis de componentes principales (PCA) para revelar patrones en los datos. El anélisis se realizé directamente
utilizando los datos brutos. Los 10 picos de las intensidades relativas maximas en el rango m/z de 700-900 se utilizaron
un para PCA. Tipicamente, en los presentes resultados se utilizan los primeros tres componentes, que abarcaron mas
de 85% de la varianza total.

Ejemplo 3: Automatizacién del sistema para uso portatil y laparoscépico

Debido a que todos los materiales (PDMS y PTFE) y el disolvente (solo agua) utilizados en el disefio de MasSpec Pen
son bioldégicamente compatibles, el sistema tiene un alto potencial para utilizarse en cirugia de forma portéatil para
anélisis en tiempo real. Mas que eso, debido a las pequefias dimensiones del dispositivo, incluso puede integrarse en
un sistema quirdrgico robético, tal como el sistema quirdrgico Da Vinci a través de un puerto accesorio o uno de sus
brazos robéticos. Se pueden tomar muestras rapidamente de varias regiones de la cavidad del cuerpo humano durante
la cirugia y analizarlas utilizando una base de datos de firmas moleculares y algoritmos de aprendizaje automético.
Por lo tanto, los resultados del diagnéstico pueden proporcionarse en tiempo real para cada regidn muestreada. Este
sistema se puede utilizar ampliamente en una amplia variedad de intervenciones oncolégicas y otras intervenciones
quirdrgicas (tales como endometriosis) para las que se necesitan la caracterizacion y el diagnéstico de los tejidos en
tiempo real.

Ejemplo 4: Analisis predictivo de muestras de tejido

El disefioc MasSpec Pen se utilizé6 para analizar muestras de tejido de pacientes con cancer de mama, céncer de
pulmén, cancer de ovario o cancer de tiroides junto con muestras de tejido normal. Antes de analizar estas muestras,
las muestras se procesaron redondeando la razén masa-carga (m/z) al 0,01 méas cercano y normalizando el
cromatograma de iones totales (TIC). También se eliminaron todos los picos de m/z del fondo y aquellos picos que
aparecieron en menos de 10% de las muestras de pacientes. En el andlisis se utilizé todo el rango de masas. El
clasificador entrenado fue un modelo de regresién logistica de Lasso. Para las muestras de tejido en las que se estaba
analizando la presencia de cancer, los resultados de rendimiento general para todos los clasificadores se muestran
en la Tabla 7. Los resultados generales tienen una precisién de 96,3%, una sensibilidad de 96,4% y una especificidad
de 96,2%.

Tabla 7: Predicciéon de muestras de tejido en relacion con la determinacion verdadera de todo normal frente
a todo cancer®

iNormal { Cancer

Normal i 127 5

.................................................................................

Para las muestras de tejido en las que se estaba analizando la presencia de cancer de pulmén, la Tabla 8 muestra los
valores de masa a carga (m/z) utilizados en la diferenciacién de las muestras de tejido junto con el coeficiente asociado
para ese valor particular.
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Tabla 8: Valores de masa a carga (m/z) de cancer de pulmén y coeficientes para pulmén normal frente a
cancer de pulmén

m/z i Coeficiente |

175,02} 32,51042 |

187,01 | 492,94937 |

1201,04 | 324,19856 |

215,03 :-134,54101 |

£ 31,73486 |

49,5422

1357,10 {-903,32504 |

:218,36836

615,17 :-418,02900 |

722,511 42,39442 |

744,55 | 780,14488 |

747,52 :-248,52283 |

771,52} 6,80739

773,53 1-202,30017 |

863,57 1-722,21921 |

885,55 | 703,46083 |

886,55 8,82125

La Tabla 9 muestra la tasa de andlisis y la clasificacién de cada muestra con la determinacién verdadera (histolégica)
en filas y el valor pronosticado en las columnas. De las muestras de tejido canceroso, las muestras se identificaron
con una precisién de 96,8%, una sensibilidad de 97,9%, una especificidad de 95,7% y AUC de 0,97.

20



ES 297121413

Tabla 9: Predicciéon de muestras de tejido en relacion con la determinacion verdadera de cancer de pulmén

Pronosticado {Prop. correcta§

................................................................................................................

iNormal{ 45 & 2 0,957
verdadero s cer 1 e o

Se realizé un analisis similar para muestras de pulmén normal frente a muestras de adenocarcinoma como se muestra
en la Tabla 10 y la Tabla 11. Las muestras se identificaron con una precisién de 92,2%, una sensibilidad de 88,2%,
5 una especificidad de 93,6% y AUC de 0,98.

Tabla 10: Valores de masa a carga (m/z) de cancer de pulmén y coeficientes para pulmén normal frente a
adenocarcinoma

m/z  Coeficiente |

175,02 78,79492 |

1201,04 { 113,95819 |

1747,52 1-134,59620 |

.............................................
.............................................

Tabla 11: Prediccion de muestras de tejido en relaciéon con la determinacion verdadera de carcinoma de
10 células escamosas de pulmén

.................................................................................................................

‘Normal | 44 | 3 0,936

Verdadero cincer 2 15 0,882

Se realiz6é un analisis similar para muestras de pulmédn normal frente a muestras escamosas como se muestra en la
Tabla 12 y la Tabla 13. Las muestras se identificaron con una precisién de 93,8%, una sensibilidad de 88,2%, una
especificidad de 95,7% y AUC de 0,93.
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Tabla 12: Valores de masa a carga (m/z) para cancer de pulmén y coeficientes para pulmén normal frente a
cancer de pulmén de células escamosas

m/z | Coeficiente |

201,04 : 203,209288 |

2171805

747,52 | -83,325218 |

1773,53-101,591552

Tabla 13: Prediccion de muestras de tejido en relacién con la determinacion verdadera para cancer de
pulmén

Pronosticado

Prop. correcta

: gNormaI 45 2 0,957
Verdadero |
‘ iCancer; 2 | 15 0,882

De manera similar al analisis realizado para el cdncer de pulmén descrito anteriormente, se realizé un andlisis similar
con el cancer de ovario, tiroides y mama y mostrando los respectivos picos de m/z y coeficientes para cada conjunto
de muestras. Se detectaron muestras de cancer de ovario con una precisién de 94,7%, una sensibilidad de 100%, una
especificidad de 89,7% y AUC de 0,98. Las muestras de cancer de tiroides se detectaron con una precisién de 94,7%,
una sensibilidad de 90,9%, una especificidad de 96,3% y AUC de 0,93. Finalmente, las muestras de cancer de mama
se detectaron con una precision de 95,6%, una sensibilidad de 87,5%, una especificidad de 100% y AUC de 1,00.

Tabla 14: Valores de masa a carga (/m/z) para cancer de ovario y coeficientes

m/z | Coeficiente

;39418349 :

44099907 :

175,03 :-0,65091248 |

283,27 1-0,19534503 |
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T3

Tabla 15: Prediccion de muestras de tejido en relacién con la determinacién verdadera para cancer de ovario

Pronosticado

Normal: 26 : 3

iCancer; 0 | 28

Tabla 16: Valores de masa a carga (m/z) de cancer de tiroides y coeficientes para tiroides normal frente a

Tabla 17: Prediccién de muestras de tejido en relacién con la determinacién verdadera para tiroides normal
frente a tumor benigno

tumor benig

no

...................................................

Coeficiente

0,050122579

-0,009462112

-0,151684619

-0,208451792

-1,009896669

...................................................

jVerdadero

Pronosticado
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Tabla 18: Valores de masa a carga (m/z) de cancer de tiroides y coeficientes para tiroides normal frente a

tumor maligno

m/z

Tabla 19: Prediccién de muestras de tejido en relacién con la determinacién verdadera para tiroides normal

frente a tumor benigno

Pronosticado

...............................................................................

jVerdadero

‘Normal! 26 | 1

iCancer: 1 10

Tabla 20: Valores de masa a carga (m/z) de cancer de tiroides y coeficientes para mama normal frente a

cancer de mama

m/z  Coeficiente |

1187,04 | 476,70006 |

1268,80  -190,32304 |

e

1341,27 | -11,77054 |

1345,16  -154,78978 |

138121} -68,13689 |
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m/z Coeficiente

687,51 -39,13906 |

742,54 $1771,27018

Tabla 21: Prediccion de muestras de tejido en relacién con la determinacion verdadera para mama normal
frente a cancer de mama

Pronosticado

iVerdaderog :
| iCancer: 2 | 14 0,875

Ejemplo 5: Resolucién espacial del sistema MasSpec Pen

Se probd la resolucién espacial del sistema MasSpec Pen y se determiné que se podia determinar una resolucién
espacial mas alta utilizando un punto especifico. Las pruebas se llevaron a cabo utilizando materia blanca frente a
materia gris en el cerebro de un ratén. En las FIGs. 11A-11E se muestra la porcién del cerebro probada con el tamafio
particular del punto. En particular, el Punto de muestra 1 indica que el punto estaba compuesto principalmente de
materia gris.

Ejemplo 6: Analisis molecular no destructivo de muestras de tejido

El MasSpec Pen fue disefiado para funcionar directamente sobre especimenes de tejido independientemente de la
rigidez y morfologia del tejido. El rendimiento del MasSpec Pen se probé para analizar muestras de tejido blando (0,1
- 5 g) de diferentes 6rganos, incluidos cerebro de ratén y tejidos humanos de mama, tiroides, pulmén y ovario. Los
analisis de tejidos se realizaron en condiciones ambientales mediante un experimento simple de una sola etapa,
siguiendo las mismas etapas operativas automatizadas descritas anteriormente. La punta del MasSpec Pen se puso
en contacto suavemente con la superficie de la muestra de tejido durante un periodo de 3 segundos mientras se
realizaba la extraccion. Los espectros de masas obtenidos para una regién de materia gris del cerebro de ratdn fueron
reproducibles (RSD = 4,6%, n=10) y muy similares a los espectros de masas de la seccion de tejido cerebral de ratén
(similitud de coseno de 0,93) (FIG. 4), lo que indica que el procedimiento de extraccidn en la superficie del tejido ocurre
eficientemente independientemente de la forma y rigidez del tejido. De manera similar, los analisis de MasSpec Pen
de muestras de tejido humano proporcionaron informacién molecular rica, especialmente de tejidos compuestos de
células epiteliales y cancerosas. Los especimenes de tejido no canceroso que estaban compuestos principalmente de
tejido conectivo blando, tal como estroma, proporcionaron perfiles espectrales de masas menos abundantes. En
particular, muchas de las muestras de tejido de cancer de mama normal analizadas presentaron contenido de grasa,
que es inmiscible con agua y, por lo tanto, produjeron recuentos de iones totales menos abundantes en los espectros
de masas en comparacién con los tejidos de cancer de mama o las glandulas de cancer de mama normales.

La inspeccién visual y microscépica de todas las muestras de tejido después del analisis con MasSpec Pen no reveld
dafios detectables en la morfologia de la muestra de tejido en la regién sondeada. La Fig. 15 muestra imégenes 6pticas
obtenidas de una muestra de tejido pulmonar antes, durante y después del anélisis con MasSpec Pen. No se
detectaron dafios observables en el tejido en la regién analizada, mientras que se obtuvieron perfiles de espectros de
masas ricos (FIG. 15). Téngase en cuenta que las etapas operativas automatizadas y controladas por tiempo del
MasSpec Pen evitan dafios al tejido, ya que el tejido solo estd expuesto a la pequefia gota de agua y no al vacio
utilizado para transportar la gota desde el depédsito al espectrdmetro de masas. Por lo tanto, estos resultados
proporcionan evidencia de que MasSpec Pen es un enfoque no destructivo para obtener informacién molecular rica a
partir de muestras de tejido.
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Ejemplo 7 - Diagndstico molecular y prediccién estadistica de cancer en tejidos humanos

A continuacién, se evalué sila informacién molecular obtenida de muestras de tejido humano utilizando MasSpec Pen
era diagndstica y predictiva del estado patolégico. Se tomaron un total de 253 especimenes de tejido humano utilizando
MasSpec Pen, incluidas 95 muestras de pulmén (47 muestras normales y 48 de cancer, incluidos 17 de
adenocarcinoma, 17 de carcinoma de células escamosas y 14 muestras de cancer de otros subtipos histolégicos), 57
muestras de ovario (29 normales y 28 HGSC), 57 muestras de tiroides (27 normales, 11 adenoma de tiroides folicular
y 18 de carcinoma papilar de tiroides) y 45 muestras de mama (29 normales y 16 de carcinoma ductal) (FIG. 11). La
informacién demogréfica de los pacientes se proporciona en la Tabla 6. Después del analisis con MasSpec Pen, la
regiéon analizada fue demarcada y registrada a través de una serie de imagenes épticas. A continuacién, se congelaron
piezas paralelas de las muestras, se seccionaron en la regién demarcada, se tifieron con HE y se evaluaron mediante
histopatologia para obtener un diagnéstico. Para construir bases de datos moleculares solo se utilizaron muestras con
una composicién celular predominante y un diagndstico claro. Los espectros de masas histolégicamente validados
obtenidos para las muestras cancerosas presentaron especies moleculares identificadas como varios lipidos y
metabolitos previamente descritos como marcadores potenciales de enfermedades utilizando técnicas de MS de
ionizacién ambiental. Para el tejido de cdncer de pulmén, se observaron marcadores moleculares caracteristicos tales
como m/z 863,565, identificado como PI (36:1), m/z 773,542, identificado como PG (36:2), m/z 747,514, identificado
como PG (34:1), y acidos grasos como m/z 281,249, identificado como FA (18:1) (FIG. 15 y Tabla 4). Para pulmén
normal, se observaron m/z 885,550, identificado como PI (38:4), y m/z 744,552, identificado como PE (36:1). Los
espectros de masas obtenidos para el tejido de cdncer de mama presentaron marcadores lipidicos de diagnéstico
previamente descritos por DESI-MSI (29, 30), incluido m/z 885,550, identificado como Pl (38:4), m/z 863,565,
identificado como PI1(36:1), m/z 773,542, identificado como PG (36:2), y varios FA tales como m/z 303,233, identificado
como FA (20:4), y m/z 281,249, identificado como FA (18:1) (Tabla 5). EI PCA realizado con los datos obtenidos para
las 253 muestras de tejido humano analizadas mostré una separacion entre el cancery los tejidos normales para cada
6rgano (FIG. 11).

Para evaluar si las firmas moleculares de MasSpec Pen pronostican el cancer y los tejidos normales, se aplicé el
método Lasso para construir modelos de clasificacién utilizando la base de datos de espectros de masas validada
histolégicamente. El rendimiento del modelo se evalu6 mediante un enfoque de validacién cruzada en donde se
excluye a un paciente y se midié mediante la sensibilidad y especificidad para el cancer, asi como la precisién y el
AUC (Tabla 22). Para el cancer de mama (n=45), 87,5% de sensibilidad, 100% de especificidad (AUC = 1,0), se logré
una precision general de 95,6%, que es comparable a los resultados notificados utilizando DESI-MSI (98,2% de
precision, n = 126) (Guenther et al., Cancer Research, 75, 2015)), el iKnife (95,5% de precisién, n=10) (Balog et al.,
Science Translational Medicine, 5, 2013), y generacién de imagenes por MALDI de lipidos y proteinas (94,1% de
precision, n = 68) (37). Para HGSC (n=57), se logrd una sensibilidad de 100%, una especificidad de 89,7% y una
precision de 94,7% (AUC = 0,98), lo que también es similar a los resultados de clasificacién obtenidos por DESI-MSI
(precisién de 97,1%, n=31) (Sans et al., Cancer Research, 2017). Para el cancer de pulmén (n = 956), se logré una
sensibilidad de 98,097,9%, una especificidad de 95,7% y una precisiéon de 96,89% (AUC = 0,97). Al predecir seguin
los subtipos histolégicos de cancer de pulmén, se logré una precisién de 93,8% y de 92,2% para el carcinoma de
células escamosas y el adenocarcinoma, respectivamente. Las muestras de tumores de tiroides investigadas
incluyeron muestras de adenoma de tiroides folicular benigno (FTA) y de carcinoma papilar de tiroides maligno (PTC).
Se construy6 un clasificador para cada uno que arroj6é una precisién de 94,7% para FTA y una precisién de 97,8%
para PTC. En general, se logré una sensibilidad de 96,4%, una especificidad de 96,2% y una precisién de 96,3% para
los cuatro tipos de cancer investigados. Estos resultados demuestran que la informacién molecular obtenida de
muestras de tejido humano mediante MasSpec Pen es altamente predictiva de cancer. Adicionalmente, los resultados
indican que los clasificadores estadisticos basados en los datos moleculares adquiridos con MasSpec Pen son sélidos
y pueden utilizarse en un enfoque automatizado para el diagnéstico clinico rapido de muestras de tejido.

Tabla 22: Descripcién de las muestras y resultados obtenidos utilizando el MasSpec Pen. Se muestran el diagnéstico
patolégico, el nimero de muestras de pacientes y la sensibilidad, especificidad, precisiéon y area bajo la curva de la
prediccidén de Lasso obtenidos mediante un enfoque de validacién cruzada de dejar uno fuera.

Organo Evaluacién patolégica Numero de Prediccion del Lasso
N TR PACIBNIES & gt
Diagnéstico Tipo histolégico Sensibilidad | Especificidad Precision
. Mama Normal 20 | 87,5% . 1000% : 956%
"""""""""""""""""" Céncer | Carcinomaductal = 16
Pulmén® | Normal 47 . 980% . 957% | 969% 0,97
Cancer i Adenocarcinoma 17 . 882% . 936% i 922%
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Organo Evaluacién patolégica Nimero de i Prediccion del Lasso
_____________________________________________________________ pacientes :
Diagnéstico Tipo histolégico Sensibilidad Especificidad Precision { AUC
Células 17 88,2% 95,7% 93,8% 0,93

escamosas

100,0% 89,7%

Normal 29

Seroso de alto 28
grado

Céncer

Tumor Carcinoma 18 94 4% 100,0% 97,8% 0,99 :
papilar :

Adenoma 11 90,9% 96,3% 94, 7% 0,93

folicular : :

i2 Los resultados de la prediccion de Lasso para el cancer de pulmén se muestran para los tejidos normales frente a
itodos los cancerosos (primera fila), seguido de normal frente a adernocarcinoma de pulmén (fila central) y normal :
:frente a carcinoma de células escamosas (Ultima fila). :

b Los resultados de la prediccién de Lasso para el cancer de tiroides se muestran para normal frente a carcinoma :
‘papilar maligno y para normal frente a adenoma folicular benigno. :

Ejemplo 8: Analisis intramuestra de regiones histolégicas distintas y de tejido con margen canceroso

La capacidad del MasSpec Pen para identificar regiones histolégicamente distintas se evalu6é en una Unica muestra
de tejido humano que contenia regiones de HGSC adyacentes al tejido del estroma ovérico normal. Se analizaron
cinco puntos consecutivos en la muestra de tejido utilizando un MasSpec Pen con un didmetro de 1,5 mm, como se
demarca en la imagen éptica que se muestra en la FIG. 14A. Una seccién de tejido de la muestra, incluidas las regiones
analizadas por MasSpec Pen, se sometié a tincién HE y se evalué mediante histopatologia. Pat6logos expertos
diagnosticaron los puntos 1y 2 como estroma normal, mientras que las regiones 4 y 5 fueron diagnosticadas como
HGSC. El punto 3 estaba en el margen entre las regiones de tejido del estroma con céncer y normales, presentando
~50% de tejido tumoral y ~50% de tejido de estroma normal. La FIG. 14B muestra los espectros de masas obtenidos
para los puntos 1, 3 y 5. Los espectros obtenidos para el punto 5 HGSC, presentaron marcadores lipidicos
caracteristicos detectados en los tejidos de HGSC analizados ex-vivo para construir el clasificador estadistico (Tabla
3). Los espectros de masas obtenidos para el punto 1, diagnosticado como tejido del estroma ovarico normal,
presentaron moléculas de iones menos abundantes como también se observé para los tejidos del estroma analizados
ex-vivo. El punto 3 presenté perfiles moleculares caracteristicos de HGSC con menor abundancia total debido a la
contribucién del tejido del estroma normal presente dentro de la regién analizada. A continuacién, el clasificador
molecular de cancer de ovario de los autores de la presente invencién evalud los espectros de masas obtenidos para
los 5 puntos como un conjunto de validacién independiente. Sorprendentemente, esto clasificé correctamente los
puntos 1y 2 pronosticados como normales, y 3, 4 y 5 como céncer (FIG. 14C). Se obtuvieron resultados similares
para una muestra de tejido diferente con regiones histolégicamente distintas (FIG. 19). Estos resultados muestran que
la informacién molecular obtenida por MasSpec Pen se puede utilizar para detectar cancer en regiones marginales
con una composicién mixta de células normales y cancerosas.

Ejemplo 9 - Analisis in vivo de un modelo murino de cancer de mama humano durante la cirugia

El MasSpec Pen fue disefiado con materiales biocompatibles para garantizar una compatibilidad total como
herramienta de diagnéstico molecular in vivo. El MasSpec Pen fue probado para andlisis de tejido en vivo utilizando
un modelo murino de cancer de mama humano. Se implantaron células de cancer de mama BT474 HER2+ por via
subcutanea en ratones atimicos desnudos (n = 3). Los tumores crecieron hasta un promedio de 250 mm? durante un
periodo de 4 semanas. Todos los procedimientos quirlrgicos y de analisis con MasSpec Pen se realizaron bajo
anestesia. Se utilizé una hoja de bisturi para abrir un colgajo de piel que rodeaba el tumor y después se disecciond el
colgajo de piel de la superficie del tumor. A continuacién, el tumor expuesto se analizd utilizando MasSpec Pen
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siguiendo las mismas etapas experimentales automatizadas descritas anteriormente. La FIG. 16 A muestra una imagen
optica del animal bajo anestesia antes del inicio de la cirugia, antes del analisis (y después de la extirpacién quirdrgica
de la piel), durante el anélisis con MasSpec Pen y después del anélisis. Se analizaron varias regiones de tejido para
cada animal investigado, incluidas multiples posiciones de la parte superior del tumor, el nicleo del tumor después de
la reseccién parcial del tumor, asi como el tejido conectivo blando normal adyacente. Los espectros de masas
obtenidos para las regiones tumorales presentaron muchas especies moleculares observadas en el tejido mamario
humano, con un perfil claramente distintivo del obtenido para las regiones adyacentes de tejido conectivo blando
normal FIG. 16B). Utilizando microscopia 6ptica, no se detectaron dafios macroscdpicos o microscépicos observables
en las regiones de tejido analizadas debido a los analisis con MasSpec Pen, como lo demuestran las imagenes épticas
obtenidas de secciones de tejido tefiidas con HE (FIG. 20). Adicionalmente, no se observaron efectos aparentes en la
salud de los animales debido al anélisis con MasSpec Pen durante la cirugia. Después del analisis in vivo, también se
analizaron especimenes de tumores recién extirpados ex-vivo, produciendo espectros de masas con especies de
lipidos comunes a los observados en el anélisis in vivo a pesar de las variaciones en las abundancias relativas, que
probablemente se deben al procedimiento de reanalisis de la misma regidén del tejido (FIG. 21). Estos resultados
sugieren que el MasSpec Pen es adecuado para evaluacién molecular y diagnéstico de cancer in vivo.

Ejemplo 10 - Materiales y métodos

Disefio del estudio: El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial de una nueva sonda basada en espectrometria
de masas para analizar y diagnosticar cancer de forma no destructiva en muestras de tejido humano. En este estudio,
se investigaron los perfiles moleculares de muestras de tejido humano obtenidas de 282 pacientes, incluidos tejidos
normales y cancerosos de mama, pulmoén, tiroides y ovario. Todas las muestras de pacientes se obtuvieron de
Cooperative Human Tissue Network (CHTN), Asterand Biosciences (Detroit, M), MD Anderson Tissue Bank y Baylor
College of Medicine Tissue Bank, segun el protocolo aprobado de la Junta de Revisidén Institucional (IRB). Los
espectros de masas obtenidos con MasSpec Pen en muestras de tejido se normalizaron, se les rest6 el fondo y se
analizaron utilizando una técnica estadistica para construir modelos de clasificacién. Patélogos expertos y certificados
(J.L, WY y N.C) evaluaron secciones de tejido tefiidas con HE obtenidas de las muestras de tejido analizadas. Los
patélogos estaban ciegos a cualquier informacién sobre la adquisicién del analisis de espectrometria de masas. Las
muestras se excluyeron del analisis estadistico si el patélogo determind que tenian una heterogeneidad sustancial en
la composicién celular, que incluia 28 muestras. Los experimentos in vivo con modelos animales se realizaron segun
el protocolo aprobado del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC).

Disefio y construcciéon del MasSpec Pen: Se utilizé una impresora 3D (Modelo uPrint SE plus) para imprimir el
componente clave: la punta de la sonda de PDMS (Dow Corning, Midland, MI, EE. UU.). Las puntas de los lapices se
fabricaron moldeando un elastémero a partir de un molde negativo y después disolviendo el molde. Los moldes
negativos se disefiaron utilizando el soporte l6gico de disefio asistido por ordenador (CAD) SolidWorks y después se
modelé el depésito fundido con la impresora 3D utilizando plastico ABS (Stratasys, Eden Prairie, MN, EE. UU.) y
material de soporte soluble. A continuacién, se lavaron las piezas para eliminar el material de soporte, utilizando un
aparato de limpieza de soporte (SCA-1200HT, SCA) y disolvente (EcoWorks) a 70 °C durante 24 horas o hasta que el
material de soporte se disolvid por completo. Para el moldeo, se prepard una mezcla de base de elastomero de PDMS
y agente de curado (Sylgard 184, Dow Corning) a una razén en peso de 10:1, respectivamente. La mezcla se vertié
en moldes impresos en 3D, se cur6 en un horno (10GCE-LT, Quincy Lab)a 74 °C durante 1 h y después se colocé en
un recipiente cerrado con acetona (Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) para la disolucién. En la etapa de lavado
final, las puntas se sometieron a sonicacién en acetona para eliminar cualquier ABS restante. Se insert6 directamente
un tubo de PTFE (DI 0,08 cm, DE 0,16 cm, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EE. UU.) en la punta de la sonda para los
experimentos.

Adquisicién de datos: Todos los experimentos se realizaron en un espectrémetro de masas hibrido Cuadrupolo-
Orbitrap Q Exactive (Thermo Fisher Scientific, San José, CA). La exploracion completa se llevé a cabo en el rango de
m/z 120-1800, utilizando un poder de resolucién de 140.000, una temperatura capilar de 350 °C y un nivel de RF de
lente S de 100. Se adquirié cerebro de ratdn de tipo salvaje de BioreclamationlVT (Westbury, NY). Un total de 282
especimenes de tejido humano, incluidos mama, tiroides, ovario y pulmén, se obtuvieron congelados y se almacenaron
en un congelador a -80 °C hasta su analisis, cuando se descongelaron a temperatura ambiente. Los tejidos se
colocaron en una superficie y se analizaron con MasSpec Pen utilizando las etapas experimentales descritas. Después
de los experimentos, se anotaron las regiones de tejido analizadas, se congelaron y se prepararon secciones de tejido
de 16 um utilizando un Criostato CryoStar™ NX50. Se obtuvieron secciones de tejido adicionales en diferentes regiones
del fragmento de tejido para el anélisis por EM. Las secciones de tejido se mantuvieron congeladas hasta el analisis,
cuando estaban a temperatura ambiente y se analizaron con MasSpec Pen. A continuacién, las secciones de tejido
se tifieron con HE y se evaluaron mediante histopatologia. El diagnéstico patolégico se utilizé como referencia para la
base de datos molecular de los autores de la presente invencién.

Experimentos in vivo: Los experimentos in vivo se realizaron durante la reseccién quirdrgica de tumores utilizando
modelos animales murinos mientras los ratones estaban bajo anestesia (2% de isoflurano, 98% de O2). Se cultivaron
células BT474 HER2+ en medio esencial minimo mejorado (IMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA) con un suplemento de
FBS al 10%, L-glutamina al 1% e insulina al 1%, hasta una confluencia de 80-90% en Oz al 5% y 37°C. Las células se
contaron mediante hemocitémetro y exclusién con colorante azul tripan. A ratones hembra atimicos desnudos (N = 3)
se les implanté por via subcutdnea un granulo de 17B-estradiol de 0,72 mg de liberacién durante 60 dias (Innovative
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Research of America, Sarasota, FL) en la nuca. Aproximadamente 24 horas después, las células de cancer de mama
BT474 (107) en medio IMEM sin suero con Matrigel con factor de crecimiento reducido al 20% se inyectaron por via
subcutanea en el flanco derecho del ratén (inyeccién total de 100 pl). Se controlé semanalmente el crecimiento de los
tumores hasta que alcanzaron entre 0,7 y 1,0 cm de diametro (promedio de 250 mm?3). En ese momento, todos los
procedimientos quirdrgicos se realizaron mientras los ratones estaban bajo anestesia (isoflurano al 2%, O: al 98%).
Se utilizé6 una hoja de bisturi para abrir un colgajo de piel, dejando aproximadamente entre 1 y 2 cm de espacio
alrededor de los tumores, y después se disecé el colgajo de piel de la superficie del tumor. Se agité la piel para exponer
el tumor y los tejidos normales adyacentes, que se analizaron en varias regiones utilizando el MasSpec Pen. A
continuacion, se resecaron trozos del tumor con un escalpelo y se analizaron ex-vivo. Las regiones de tejido tumoral
analizadas con el lapiz MasSpec se anotaron, se congelaron instantaneamente, se seccionaron y se sometieron a
tincion HE para el diagnéstico.

Analisis estadistico: Se utilizaron promedios de tres espectros de masas obtenidos durante cada 10 segundos de
anélisis con MasSpec Pen para construir bases de datos moleculares. Los datos sin procesar de Xcalibur se
convirtieron al formato de hoja de célculo de Microsoft Excel. El rango de masas completo de los espectros se dividié
en intervalos de clase redondeando los valores de m/z a la centésima mas cercana. Todos los espectros de masas se
normalizaron primero segun el recuento total de iones (TIC) o la intensidad absoluta de m/z 885,55, para tener en
cuenta ligeras fluctuaciones en las intensidades de las sefiales que pueden ocurrir entre experimentos. A continuacién,
se excluyeron los picos de fondo y los picos que no aparecian en al menos 10% de las muestras analizadas para
reducir el ruido aleatorio.

Para cada seccién de tejido (mama o tiroides), se importaron a metaboanalyst (http:/iwww.metaboanalyst.cal) cuatro
espectros de masas representativos para cada seccion de tejido analizada para el analisis de componentes principales
(PCA) utilizando la funcién integrada del sitio web. Los graficos de puntuacién y los graficos de carga se generaron a
través del sitio web para cada tipo de tejido. Para cada tipo de muestra de tejido blando (mama, tiroides, pulmoén y
ovario), los datos se importaron al lenguaje de programacion R. EI PCA se realiz6 centrando los datos preprocesados
en cero y calculando los componentes principales utilizando la funcién prcomp en R. Los primeros tres componentes
principales se visualizaron con los paquetes rgl y pca3d para R. Para la clasificaciéon de tejidos, se aplicd el método
Lasso utilizando el paquete glmnet en la biblioteca en lenguaje R de CRAN. Los modelos generados con Lasso son
més sencillos de interpretar que otros métodos de regularizacién, ya que produce modelos "dispersos”, es decir,
modelos que implican solo un subconjunto de caracteristicas. Lasso calcula un peso matemético para cada rasgo
estadisticamente informativo dependiendo de la importancia que tiene el rasgo espectral de masas en la
caracterizacion de una determinada clase (cancer frente a normal, o un subtipo de céncer frente a normal). La
clasificacién se realizé utilizando un enfoque de validacién cruzada de dejar uno fuera para evaluar la precision
predictiva dentro del conjunto de entrenamiento. El rendimiento de los clasificadores capacitados se midié mediante
la sensibilidad, la especificidad, la precision y el AUC.

Todos los métodos divulgados y reivindicados en el presente documento se pueden realizar y ejecutar sin
experimentacién indebida a la luz de la presente divulgacion. Si bien las composiciones y métodos de esta invencion
se han descrito en términos de realizaciones preferidas, seré evidente para los expertos en la técnica que se pueden
aplicar variaciones a los métodos y en las etapas o en la secuencia de etapas del método descrito en el presente
documento sin apartarse del alcance de la invencion. Mas especificamente, resultard evidente que ciertos agentes
que estan relacionados quimica y fisiolégicamente pueden sustituir a los agentes descritos en el presente documento
mientras se logran resultados iguales o similares. Todos estos sustitutos y modificaciones similares evidentes para los
expertos en la técnica se consideran dentro del alcance de la invencién, que se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para obtener un perfil de espectrometria de masas que comprende:

(a) utilizar una sonda (111) para aplicar de forma no destructiva un volumen discreto de un disolvente a un
sitio de ensayo en un sujeto vivo en donde el volumen discreto del disolvente se aplica al sitio de ensayo a
una presién inferior a 690 kPa con respecto a la presién atmosférica ambiental (6,89 bar), preferiblemente
inferior a 69 kPa con respecto a la presiéon atmosférica ambiental (0,69 bar),

(b) utilizar la sonda para recoger de forma no destructiva el disolvente aplicado para obtener una muestra
liquida; y

(c) someter la muestra liquida a anélisis de espectrometria de masas,

en donde la sonda comprende un depésito (115), un primer conducto (111), un segundo conducto (112) y un tercer
conducto (113), en donde:

el depdsito (115) estd en comunicacién de fluido con el primer conducto (111), el segundo conducto (112) y
el tercer conducto (113);

el primer conducto (111) esta en comunicacién de fluido con una camara (120) para transferir disolvente
desde la caAmara al depésito (115);

el segundo conducto (112) estd en comunicacidn de fluido con un suministro de gas presurizado (130) para
transferir gas desde el suministro de gas al depésito (115); y

el tercer conducto (113) esta en comunicacion de fluido con el espectrometro de masas (140).

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el disolvente es una solucién acuosa, preferiblemente
en donde el disolvente es agua estéril.

3. El método de la reivindicacidén 1, en donde el sitio de ensayo es un sitio de tejido.

4. El método de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente recolectar una pluralidad de muestras liquidas de
una pluralidad de sitios de ensayo.

5. El método de la reivindicacién 4, en donde la sonda se lava entre la recoleccion de las diferentes muestras o en
donde la sonda es desechable y se cambia entre la recoleccidn de las diferentes muestras.

6. El método de la reivindicacidén 3, en donde someter la muestra a anélisis de espectrometria de masas comprende
determinar un perfil correspondiente al sitio del tejido, y comprende adicionalmente comparar el perfil con un perfil de
referencia para identificar sitios del tejido que incluyen tejido enfermo.

7. El método de la reivindicacién 6, en donde el tejido enfermo comprende células cancerosas, preferiblemente en
donde el tejido enfermo comprende células cancerosas de pulmdn, ovario o tiroides.

8. El método de la reivindicacidén 1, en donde la sonda es portatil.

9. El método de la reivindicacion 3, en donde el método no implica la aplicacién de energia ultrasénica o vibratoria al
tejido.

10. El método de la reivindicacién 1, en donde el volumen discreto de disolvente es una gota y en donde el depésito
esta configurado para formar y contener una gota del disolvente.

11. El método de la reivindicacion 1, en donde el volumen discreto de disolvente no se aplica en forma de pulverizacion.
12. Un aparato (100) para producir muestras para analisis de espectrometria de masas, comprendiendo el aparato:
una camara (120) que comprende un disolvente;

un suministro de gas presurizado (130) que proporciona un gas a la sonda a una presién inferior a 690 kPa
con respecto a la presion atmosférica ambiental (6,89 bar), preferiblemente inferior a 69 kPa con respecto a
la presién atmosférica ambiental (0,69 bar);

un espectrémetro de masas (140),

una sonda (110) que comprende un depdésito (115), un primer conducto (111), un segundo conducto (112) y
un tercer conducto (113), en donde:
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el depdsito (115) estd en comunicacién de fluido con el primer conducto (111), el segundo conducto (112) y
el tercer conducto (113);

el primer conducto (111) estd en comunicacién de fluido con la camara (120) para transferir disolvente desde
la camara al deposito (115);

el segundo conducto (112) estd en comunicacion de fluido con el suministro de gas presurizado (130) para
transferir gas desde el suministro de gas al depésito (115); y

el tercer conducto (113) esta en comunicacion de fluido con el espectrometro de masas (140).

13. El aparato de la reivindicacién 12, que comprende adicionalmente un dispositivo de ionizacién (146) en
comunicacién de fluido con el tercer conducto (113).

14. El aparato de la reivindicacién 13, en donde el dispositivo de ionizacién (146) es un dispositivo de ionizacién por
electropulverizacién (ESI).

15. El aparato de la reivindicaciéon 12, en donde la sonda (110) estd comprendida en un alojamiento que esté disefiado
para ser portatil o en donde la sonda estd comprendida en un alojamiento que esta disefiado para acoplarse a un
dispositivo quirurgico laparoscépico.
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Franto de Muesta 4 abra 3

Diametn 1 5mm

Purdo de Mues

Digmeta 4 mm
Y

Purto de muestra &

Purdode musska &
Diamets 1.5 mm
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