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DESCRIPCION
Método para estadificar la progresién del cancer con MFA
La presente invencion se refiere a un método y a un sistema para estadificar la progresiéon del cancer de un tumor.

El citoesqueleto, una red supramolecular formada por filamentos de actina, filamentos intermedios y microtubulos, se
remodela de forma dinamica durante la adhesién, migracién, proliferacién y diferenciacion celulares. Muchos de
estos procesos celulares fundamentales se modulan mediante fuerzas mecanicas. Del mismo modo, la génesis
tumoral, que resulta de cambios en estos procesos fundamentales, se asocia con alteraciones en la biomecanica.

La microscopia de fuerza atébmica (MFA) se ha usado para investigar las propiedades mecanicas de células
cancerigenas aisladas. La elasticidad celular y la capacidad de deformacién se han reconocido como un marcador
para las consecuencias fenotipicas de alteraciones en la citoarquitectura y adhesién que se asocian con la
transformacion maligna. Sin embargo, la rigidez se midié solamente en un sitio especifico, y por lo tanto no refleja de
forma apropiada la heterogeneidad estructural de una célula. También es probable que la ausencia del entorno del
tejido nativo tenga una influencia en el comportamiento mecanico.

Los cambios de fuerza que surgen de interacciones con el microentorno desempenan un papel significativo en el
desencadenamiento de cambios genéticos que inducen la génesis tumoral. Se ha mostrado que las propiedades
mecanicas de las células vivas son altamente dependientes de muchos factores presentes en su microentorno
tridimensional (3D). Algunos estudios realizados en cultivos de células de mamifero y glandulas mamarias de ratén
en 3D han sugerido que el aumento de la deposicion de matriz y reticulacion coherente con la rigidez de la ECM
estimula el desarrollo y progresion del cancer.

En este caso, la deteccion del cancer se ha conseguido mediante compresién sin confinar de toda la glandula
mamaria. Sin embargo, este enfoque solamente considero la region periférica del tumor, mientras que el volumen del
cancer subyacente no era accesible para someterlo a ensayo.

La rigidez relativa del estroma del tumor periférico en comparacion con el tejido de glandula mamaria normal
adyacente ha llevado a la suposicién generalizada de que el cancer de mama es mas rigido que el tejido de glandula
mamaria normal o lesiones benignas. La inconsistencia de los datos de rigidez obtenidos a partir de células
individuales en cultivo y de tejidos in situ enfatiza la importancia de tener en cuenta tanto los enfoques de medida,
pero aun mas otros factores microambientales que estan presentes en un contexto de tejido en 3D.

Ademas, diversos gradientes bioquimicos se desarrolla durante el desarrollo y la progresion tumoral es dentro del
tejido. Se considera que el oxigeno y el pH son los factores microambientales fundamentales en el desarrollo y
crecimiento de tumores y su respuesta al tratamiento. Por ejemplo, la hipoxia, como un componente del
microentorno de las células tumorales, es una caracteristica principal de los tumores malignos, que modificar las
rutas que regulan la proliferacion celular, angiogénesis y muerte celular.

Sin embargo, algunas propiedades mecanicas de células y tejidos cancerigenas todavia no se han evaluado en el
contexto de hipoxia. Las herramientas aplicadas hasta ahora han incluido medidas mecanicas de células
cancerigenas extraidas del tejido primario o solamente de la periferia tumoral medida, que ha proporcionado una
vision limitada de la heterogeneidad estructural y mecanica de un tejido tumoral.

El objetivo de la presente invencién es proporcionar métodos y medios para estadificar la progresion del cancer de
un tumor.

Algunas medidas de elasticidad en tumores de cancer de mama que usaran un dispositivo para realizar
microhendiduras se describen en PHYSICS IN BIOLOGY & MEDICINE, vol 52 (5), paginas 1247-1260, 2007; ISSN
0031-9155, XP020113219.

La presente invencion se realizé durante el transcurso de una investigacion que evaluaba las propiedades
nanomecanicas de muestras de biopsia tumoral mediante MFA. De forma sorprendente se encontré que algunos
tejidos de cancer humano y murino presentan un reblandecimiento gradual desde la periferia tumoral (matriz
extracelular) hasta el nucleo (células cancerigenas) mientras que el tejido del estroma en la periferia del tumor es
mas rigido que el tumor subyacente. Otro hallazgo sorprendente fue que este reblandecimiento del tejido se
correlaciona con la hipoxia tumoral.

Definiciones

Rigidez o elasticidad en el sentido de la invencién se refiere a la resistencia de una muestra de tejido o tejido a la
deformaciéon mediante una fuerza aplicada. La rigidez o elasticidad se mide como el médulo elastico de la muestra
de tejido en Pascales (Pa). Una muestra de tejido blando se caracteriza mediante un valor de rigidez bajo y un tejido
rigido se caracteriza por un valor de rigidez elevado.
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Tal fuerza de deformacion se puede aplicar a la muestra de tejido o tejido con un estilete (como parte, por ejemplo,
de un microscopio de fuerza atomica) que incide en la muestra de tejido o tejido, en la que o el estilete o la muestra
de tejido se mueve en una direccién vertical con respecto a la otra. Para medir una pluralidad de puntos en una
muestra, el estilete o la muestra se pueden mover adicionalmente en una direccién lateral, en la que una direccion
lateral en el sentido de la invencion se refiere a una direccion que es ortogonal a la direccion vertical.

El estilete puede ser una estructura en voladizo con una punta afilada o una particula coloidal unida que actia como
una sonda. Una estructura en voladizo en el sentido de la invencion se refiere a un rayo o brazo que se ancla
solamente en un extremo. Las desviaciones de la estructura en voladizo causadas por fuerzas de repulsion o de
atraccion entre la superficie de la muestra y la punta se pueden detectar de forma Optica, por ejemplo con un
interferometro o con un laser enfocado en la parte trasera de la estructura en voladizo, y se pueden reflejar en un
fotodiodo de separacién, en el que el fotodiodo registra la desviacion de la estructura en voladizo como una
diferencia de voltaje, que se puede convertir en nanémetros. Como alternativa, la desviacion de la estructura en
voladizo se puede detectar con un sensor piezoeléctrico, en el que la tensién de la estructura en voladizo se
convierte en una carga eléctrica.

Una area en el sentido de la invencion se refiere a un area que se define mediante una rejilla de (medida) puntos, en
la que cada punto corresponde a una huella de la hendidura del estilete como se ha descrito anteriormente y cada
punto no tiene mas de 100 um, preferentemente 50 um, 20 pm, 10 ym o 1 ym de separacién de su punto siguiente.
A modo de ejemplo no limitante, un area tiene un tamafio de 25 ym?2, 50 um?2, 100 pm?, 200 um?2, 300 pm?, 400 pm?,
500 um?, 600 ym2, 750 um?2, 1000 ym?2, 5000 ym2 o 10,000 um? y los puntos centrales geométricos de dos areas
estan separados al menos 100 ym, 200 pm, 300 pm, 400 pm, 500 pm o 1 mm.

La fuerza medida y la profundidad de la hendidura para cualquier muestra dada dependen de la constante de resorte
de la estructura en voladizo y el radio de la punta.

Resolucion espacial en el sentido de la invencion se refiere a la distancia minima entre dos puntos en un tejido o
muestra de tejido mediante la cual los dos puntos se pueden diferenciar con respecto a su rigidez. Una resolucion
espacial de al menos 1 mm, preferentemente 100 ym, 10 ym o 1 um se refiere a que la distancia maxima mediante
la que los dos puntos todavia se pueden diferenciar es 1 mm, preferentemente 100 ym, 10 ym o 1 uym. Una
resolucién espacial de al menos 100 ym, preferentemente 10 um o 1 pm también incluye resoluciones mas
elevadas. Una resolucion superior a 1 ym se refiere a dos puntos que tienen una distancia menor que 1 um que
todavia se pueden diferenciar. Algunos ejemplos de resoluciones superiores a 100 ym son 10 um y 1 ym. Algunos
ejemplos de resoluciones superiores a 1 ym son 0,5 ym, 0,1 umy 10 nm.

Una muestra de biopsia del tejido en el sentido de la invencion se refiere a una muestra de tejido que se obtiene
mediante una biopsia y comprende células contiguas y matriz extracelular.

Biopsia en el sentido de la invencién se refiere a un método para retirar una parte del ejido o un tejido para examen.
Tal biopsia puede ser una biopsia mediante aspiracién con aguja, una biopsia mediante puncion, una biopsia de
nucleo asistida con vacio, una biopsia con aguja de nucleo o una biopsia con férceps. La retirada se puede realizar
con la ayuda de herramientas adecuadas tales como una aguja hueca, un cuchillo afilado de borde redondo o un
escalpelo. Una muestra de biopsia de tejido se puede obtener adicionalmente con endoscopias o métodos
endoscopicos.

La biopsia se puede guiar con un método adecuado tal como ultrasonidos o CT (tomografia computerizada con
rayos X), en la que se puede detectar por localizar un tumor o una lesion visible.

Tejido normal en el sentido de la invencion se refiere a un conjunto de células contiguas con funcién idénticamente
fisioldégica que se caracterizan mediante un crecimiento controlado, normal y funcién celular normal.

Un tumor en el sentido de la invencién se refiere una neoplasia o una lesién que se forma con un crecimiento
andémalo de células neoplasicas. El tumor puede ser benigno, premaligno o maligno. La clasificacién de una muestra
de biopsia del tejido de un carcinoma de mama humana es preferente. Una lesién o tumor benignos en el sentido de
la invencién se refiere a un tumor que carece de la capacidad de experimental metastasis.

Malignidad o "un tumor maligno" en el sentido de la invencioén se refiera la capacidad de un tumor para penetrar la
membrana basal, invadir tejidos vecinales o extenderse a través del organismo. Un tumor maligno es sinénimo de
una neoplasia maligna o cancer, en particular con cancer invasivo.

Una distribuciéon de rigidez en el sentido de la invencién se refiere a frecuencia de valores de rigidez diferentes
determinada a partir de una muestra de biopsia de tejido individual. Una distribucién de rigidez determinada se
puede ajustar adicionalmente a una funcién Gaussiana. Una distribuciéon de rigidez unimodal es una distribucién de
valores de rigidez separados que tienen un solo pico, que indica una muestra que tiene una rigidez uniforme. Una
funcién de distribucion bimodal tiene dos maximos. Tal distribucion puede estar causada por una muestra que tiene
dos partes diferentemente rigidas, por ejemplo un nucleo de tumor blando y una periferia rigida. Una distribucion de
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rigidez trimodal en el sentido de la invencién se refiere a una distribuciéon caracterizada por tres maximos locales.
Una distribucion trimodal puede indicar que el tejido normal, una region limite caracterizada por estroma duro y un
nacleo de tumor blando han contribuido a los valores que forman la distribucion. Una muestra con una distribucién
de rigidez al menos bimodal tiene una funcién de distribucién bimodal, trimodal o n-modal (con n siendo un nimero
entero > 1).

Una pluralidad en el sentido de la invencién se refiere a valores de al menos 5, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200,
300, 400, 500 o 1000.

Por consiguiente, se proporciona un método ex vivo para clasificar una muestra de biopsia de tejido obtenida de un
tumor, que comprende las etapas:

- determinar una pluralidad de valores de rigidez de la muestra de biopsia tumoral mediante la medida de una
pluralidad de puntos en la muestra con una resolucién espacial de al menos 100 ym, preferentemente 50 ym,
20 um, 10 ymo 1 um, y

- asignar a la muestra una probabilidad de malignidad.

Ademas, el método para clasificar una muestra de biopsia de tejido obtenida de un tumor comprende la
determinacion de los valores de rigidez para una pluralidad de puntos en dicha muestra con una resolucion espacial
de al menos 100 um, preferentemente 50 um, 20 ym, 10 ym o 1 ym, dando como resultado una distribucién de
rigidez, y la asignacién a dicha muestra de una probabilidad de malignidad en la base de esta distribucion de rigidez,
mediante lo cual una muestra que presenta una distribucion de rigidez unimodal se asigna a una probabilidad
elevada de tejido que es normal o no maligno, y una muestra que presenta al menos una distribucién de rigidez
bimodal se asigna a una probabilidad elevada de que sea tejido maligno.

Ademas, se proporciona un método ex vivo para clasificar una muestra de biopsia de tejido obtenida a partir de un
tumor, que comprende las etapas:

- determinar una pluralidad de valores de rigidez de la muestra de biopsia de tumor para puntos en un area,
formando dichos puntos una rejilla de n1 por n2 puntos (siendo n1 y n2 independientemente nimeros enteros > 1)
con una resolucién espacial de al menos 100 ym, preferentemente 10 pym o 1 uym, y

- asignar a la muestra una probabilidad de malignidad.

De acuerdo con una realizacion de la misma, para un area se mide una rejilla de 5 por 5 puntos (que da como
resultado 25 puntos), 7 por 7 puntos, 10 por 10 puntos, 15 por 15 puntos, 20 por 20 puntos, 50 por 50 puntos o 100
por 100 puntos. Cada punto en la misma es una cierta distancia espaciada con respecto al punto siguiente,
representando el espaciado de los puntos la resolucion. De acuerdo con una realizacion, la resolucion es 100 um; de
acuerdo con otra realizacion, la resolucion es 50 pm, 20 ym, 10 pm o 1 ym. Una resolucién de 1 ym, por ejemplo, en
una rejilla de 50 por 50 puntos da como resultado un area de 2500 pm2.

De acuerdo con otra realizacion, se miden dos, tres o cuatro de tales areas por rejillas, representando cada rejilla o
area una region de la biopsia, en la que la distancia del punto central o centro geométrico de una rejilla o area con
respecto al siguiente es 100 pm, 250 ym, 500 yum o 1 mm. En una realizacion, la distancia geométrica del punto
central de una rejilla al siguiente es un multiplo de al menos 10, 25, 50, 100 o 250 de la resolucién espacial de los
puntos en la rejilla.

Por lo tanto, como se menciona en la reivindicacién 1, se proporciona un método para clasificar una muestra de
biopsia de tejido obtenida a partir de un tumor, que comprende

- determinar una pluralidad de valores de rigidez para dicha muestra mediante la medida de una pluralidad de
puntos en la muestra con una resolucion espacial de al menos 100 um, preferentemente 10 um o 1 ym, y

- asignar a la muestra una probabilidad de malignidad,

en la que

- auna muestra que presenta una distribucién de rigidez unimodal se le asigna una probabilidad elevada de que
no sea maligna, y

- auna muestra que presenta una distribucion de rigidez al menos bimodal se le asigna una probabilidad elevada
de que sea maligna,
en la que dicha distribucion de rigidez se caracteriza por un primer pico que presenta un valor de rigidez al
menos dos veces mas elevado que el de un segundo pico.

Para determinar valores de rigidez con una resolucioén espacial de al menos 1 pm, 2 ym, 5 ym, 7 ym, 10 ym o 100
um el estilete 0 muestra se pueden mover con una precision submicrométrica o micrométrica en direcciones tanto
verticales como laterales, lo que significa en etapas no mayores a 1 ym, 2 pm, 5 ym, 7 ym, 10 pm o 100 ym. En
algunas realizaciones de los aspectos de la invencion que se definen a continuacion, la muestra de tejido se monta
en un soporte para muestras tal como un actuador piezoeléctrico que se puede mover en direccion tanto vertical
como lateral con una precisién submicrométrica o micrométrica. Como alternativa, la muestra de tejido se monta en
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un soporte para muestras, tal como una placa de Petri o un portaobjetos de vidrio, en la que la placa de Petri o el
portaobjetos de vidrio se montan en el elemento piezoeléctrico que se ha descrito anteriormente.

La rigidez o elasticidad de la muestra se puede determinar mediante la medida de la fuerza necesaria para presionar
el estilete en la muestra de tejido hasta una profundidad de la hendidura definible. Como alternativa, la rigidez se
puede determinar mediante la medida de la profundidad de la hendidura del estilete presionado en la muestra de
tejido con una fuerza definible.

De acuerdo con una realizacién, la huella de la hendidura del estilete en la muestra de tejido no es mayor que 1, 2,
9, 16 0 25 uym?, en la que la huella de la hendidura corresponde a un punto individual de la pluralidad de puntos que
se han descrito en el aspecto anterior de la invencion.

De acuerdo con una realizacion, la estructura en voladizo tiene una constante de resorte de 0,01 Nm™', 0,025 Nm™™,
0,05 Nm™, 0,06 Nm™', 0,075 Nm™, 0,1 Nm™", 0,15 Nm™, 0,2 Nm™, 0,25 Nm™, 0,3 Nm™*, 0,5 Nm™, 0,75 Nm™, 1 Nm™ o
10 Nm™.

De acuerdo con una realizacion, el radio de la punta es 0,01 ym, 0,02 ym, 0,05 ym, 0,07 pm, 0,1 uym, 0,5 ym, 1 um,
1,5um, 2 ym, 2,5 ym, 3 ym, 3,5 ym, 4 um, 4,5 pym o 5 pm.

En una realizacién, la constante de resorte de la estructura en voladizo, k, y la rigidez de la muestra son de magnitud
similar. Esto da como resultado una sensibilidad 6ptima.

De acuerdo con una realizacién, una fuerza aplicada a la muestra de tejido tiene un valor de 0,05 nN, 0,1 nN, 1 nN,
2nN, 3nN, 4nN, 5nN, 6nN, 7nN, 8 nN, 9nN, 10 nN, 100 nN, 1000 nN, 10,000 nN, 100,000 nN, y la profundidad
de la hendidura aplicada a la muestra de tejido es 100 nm, 300 nm, 500 nm, 700 nm, 1000 nm, 1300 nm, 1500 nm,
1700 nm, 2000 nm, 2200 nm, 2500 nm, 2700 nm, 3000 nm, 3200 nm, 3500 nm, 3700 nm, 4000 nm, 4500 nm,
5000 nm, 5500 nm o 6000 nm.

De acuerdo con una realizacion, la rigidez se calcula a partir de la pendiente de curvas de fuerza-desplazamiento, en
las que la estructura en voladizo presenta hendidura en la superficie de la muestra con una fuerza que se puede
definir y retraer una o varias veces, y la desviacion resultante de la estructura en voladizo se determina con
dependencia de la distancia de punta-muestra.

De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencién, a una muestra que presenta una distribucién de rigidez
unimodal se le asigna una probabilidad elevada de que no sea maligna, y a una muestra que presenta una
distribucién de rigidez al menos bimodal se le asigna una probabilidad elevada de que sea maligna.

En otras palabras, a una muestra caracterizada por una distribucién de rigidez unimodal se le puede asignar una
probabilidad baja de que represente un tumor maligno, sin embargo, para evaluar si tal muestra representa tejido
normal o una lesién precancerigena, se puede tener en cuenta la rigidez absoluta de la muestra. Una lesién benigna
por lo general presenta una rigidez mas elevada en comparacion con el tejido normal. En una realizacién, una
distribucién unimodal que representa una lesiéon benigna tiene un valor maximo (que representa el nimero mas
elevado de puntos de medida en la funcion de distribucidén) de aproximadamente 1,3 a 2 veces el valor maximo para
tejido normal en la misma fuente de muestra.

Una distribuciéon de rigidez bimodal probablemente representa un tumor maligno, en el que una regién blanda
contribuye a una abundancia de valores de rigidez bajos y una periferia rigida tiene un valor de rigidez superior al de
los tejidos normales. A una muestra que presenta distribucion de rigidez modal trimodal o superior se le puede
asignar una probabilidad elevada que representa tumor maligno o una mezcla de tejido normal, una lesiéon benigna
y/o un tumor maligno.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, la muestra de tejido de biopsia se obtiene de carcinoma de mama
humana o una metastasis de un ganglio linfatico, de los pulmones, una metastasis 6sea, una metastasis hepatica,
una metastasis cerebral u otra metastasis de tejidos relacionados con carcinoma de mama.

De acuerdo con una realizacion de la invencién, a una muestra que presenta una distribucion de rigidez al menos
bimodal se le asigna una probabilidad elevada de que sea maligna, en la que dicha distribucién de rigidez se
caracteriza por un primer pico que presenta un valor de rigidez al menos dos veces mas elevado que el de un
segundo pico.

De acuerdo con una realizacion, la pluralidad de puntos se dispone en forma de una rejilla de n1 por n2 puntos, rejilla
que define un area, siendo n1 y n2 independientemente nimeros enteros > 1.

De acuerdo con una realizacion, el tumor es un carcinoma de mama humana o una metastasis de ganglio linfatico,
pulmén, hueso, higado o cerebro.
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De acuerdo con una realizacion, una rejilla de 5 por 5 puntos (que da como resultado 25 puntos), 7 por 7 puntos, 10
por 10 puntos, 15 por 15 puntos, 20 por 20 puntos, 50 por 50 puntos o 100 por 100 puntos se mide para un area. En
una realizacion preferente, se define el area de una rejilla de 24 x 24 puntos con un tamario de 400 pm?.

De acuerdo con una realizacion, se determinan los valores de rigidez de al menos 2 areas diferentes de la misma
muestra, y la distancia entre los centros geométricos de dichas areas es un multiplo de la resolucién espacial, siento
dicho multiplo al menos 10 veces la resolucién espacial. De acuerdo con una realizacién preferente, el multiplo es
20, 30 0 50.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, la muestra de tejido de biopsia es una biopsia con un diametro o
espesor > 5 uym y se puede obtener recogiendo la biopsia con una aguja hueca. De acuerdo con una realizacién, la
muestra de tejido de biopsia es una biopsia cilindrica o prismatica con un diametro de al menos 0,5 mm. En una
realizacién, la muestra de biopsia es una biopsia cilindrica o prismatica que representa al menos una mitad de la
seccion transversal del tumor que se ha descrito anteriormente y que presenta una orientaciéon distinta desde el
nucleo a la periferia del tumor, y las areas de la muestra de biopsia se colocan en la superficie de la muestra a lo
largo del eje longitudinal de la muestra sobre una distancia de 1 mm, 2 mm, 3 mm, 4 mm, 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm,
9 mm, 10 mm, 15 mm o 20 mm.

Mas preferentemente, la integridad y la heterogeneidad tridimensional de la muestra obtenida se conservan después
de la recogida y la muestra de tejido presenta una orientacion distinta desde el nucleo a la periferia del tumor.

De acuerdo con otra realizacion de la invencion, la determinacion de los valores de rigidez se realiza en condiciones
fisiologicas.

Condiciones fisiolégicas en el sentido de la invencion se refiere a condiciones necesarias para retener la integridad
estructural y las propiedades mecanicas de la muestra de tejido de biopsia, manteniendo la viabilidad del tejido con
cualquier agente quimico o fisico e incluyen en particular que después de la recogida de la muestra esta se
almacene en un tampén fisiolégico tal como solucion salina tamponada con fosfato o solucion de Ringer, y la
determinacion de la rigidez se realiza a 20, 25, 30 o 37 °C. La solucion de Ringer se puede complementar
adicionalmente con glucosa un coctel de proteasas. Ademas, la determinacién de la rigidez de la muestra de tejido
de biopsia se puede realizar alas 1 h, 2 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h o 72 h después de la recogida sin cambiar las
propiedades mecanicas de la muestra. Las "condiciones fisiolégicas" en particular no comprenden tejido congelado
ni tejido descongelado, ni muestras embebidas en parafina.

De acuerdo con otra realizacion preferente de la invencion, se determina la rigidez de una muestra de biopsia de
mamay

- auna muestra que presenta una distribucion de rigidez que se caracteriza entre 1,1 kPa y 1,85 kPa se le asigna
una probabilidad elevada de que sea tejido de mama normal,

- auna muestra que presenta una distribucion de rigidez caracterizada entre 1,9 kPa y 3,7 kPa se le asigna una
probabilidad elevada de que sea una lesién benigna, y

- auna muestra que presenta una distribucion de rigidez caracterizada por picos entre 0,31 kPay 0,75 kPay a un
valor superior a 1,2 kPa se le asigna una probabilidad elevada de que sea un tumor maligno.

De acuerdo con una realizacién, a una muestra que presenta una distribucion de rigidez caracterizada por picos
entre 0,31 kPay 0,75 kPa y 1,2 kPa y 2,0kPa se le asigna una probabilidad elevada de que sea un tumor maligno.

Un pico en el sentido de la invencion se refiere a un maximo local en la distribucién del valor de rigidez y se refiere al
valor de rigidez con la frecuencia mas elevada dentro de una muestra, o dentro de los valores inmediatamente
vecinos.

De acuerdo con una realizacion, la determinacion de una pluralidad de valores de rigidez se realiza midiendo al
menos 5 areas, 10 areas, 15 areas, 20 areas, 25 areas o 30 areas de la muestra de biopsia, en la que el area se
define como se ha hecho anteriormente. Por ejemplo, el eje longitudinal de la muestra se puede representar por una
serie de areas como se ha establecido anteriormente.

Para muestras en bruto, se pueden producir problemas cuando las ondulaciones (desigualdad de la muestra en el
eje z) de la superficie de la muestra en la zona de barrido son mayores que el intervalo del nanobarrido dado en el
eje z (con las organizaciones actuales, normalmente de 5 um a 100 uym). Si las ondulaciones son demasiado
grandes, el elemento piezoeléctrico se extendera o se retraera completamente. La sonda o estructura en voladizo
perdera el contacto si el elemento piezoeléctrico se extiende totalmente pero la superficie de la muestra todavia
sigue descendiendo. Por otro lado, la fuerza de la estructura en voladizo aumentara con respecto al pico de la fuerza
dada si el elemento piezoeléctrico ya esta contraido pero la superficie de la muestra todavia sigue ascendiendo. La
punta de la estructura en voladizo a continuacion se presiona literalmente en la superficie de la muestra. En ambos
casos, la fuerza constante de punta-muestra mencionada anteriormente no se mantiene.
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De acuerdo con una realizacion, los valores de rigidez se determinan con un microscopio con sonda de barrido. Este
dispositivo tiene una sonda o estructura en voladizo (2) con una punta (21) para interactuar con dicha muestra (4), y
adicionalmente comprende un nanoescaner (1) para retener dicha muestra (4) o dicha sonda o estructura en
voladizo (2). La extensiéon de dicho nanoescaner (1) a lo largo de una primera direccion (R), a lo largo de la que
dicha punta (21) se mueve hacia dicha muestra (4), se controla. Un nivel de dicha sonda o estructura en voladizo (2)
a lo largo de dicha primera direcciéon (R) se ajusta por medio de un actuador tradicional (3) cuando dicho
nanoescaner (1) presenta una extension por debajo o por encima de un valor umbral.

De acuerdo con una realizacion, el microscopio con sonda de barrido tiene un poder de resolucion de al menos
1 um. Poder de resolucion en el sentido de la invencion se refiere a la distancia minima entre puntos entre los que
un microscopio con sonda de barrido todavia es capaz de diferencial entre dos puntos en una muestra con respecto
a sus caracteristicas investigadas tales como carga, magnetizacion o una propiedad mecanica. Un poder de
resolucion de al menos 1 um se refiere a que el microscopio es capaz de diferenciar dos puntos que no estan
separados en mas de 1 um. Un poder de resolucién de al menos 1 pm también incluye poderes de resolucién mas
elevados. Un poder de resolucién superior a 1 ym se refiere a que el microscopio puede diferenciar dos puntos que
tienen una distancia inferior a 1 uym. algunos ejemplos de potencias de resolucion superiores a 1 ym son 0,5 ym,
0,1 um, 10 nmy 1 nm.

El ajuste de un nivel de la sonda a lo largo de la primera direccion se configura para evitar que la punta de la sonda
llegue a estar cerca de la muestra o para evitar que este demasiado lejos de la muestra. Del ajuste se puede realizar
disminuyendo o disipando la sonda o disminuyendo o disipando la muestra a lo largo de la primera direccion.

Un nanoescaner en el sentido de la invencién se refiere a un dispositivo para mover la muestra o la sonda con una
precision submicrométrica, o al menos micrométrica, a lo largo de la primera direccion que se ha descrito
anteriormente. Tal nanoescaner puede ser un elemento piezoeléctrico o un motor lineal tal como un motor de bobina
de voz.

Un elemento piezoeléctrico en el sentido de la invencién se refiere a un cuerpo formado por un material
piezoeléctrico que se puede deformar mediante aplicacién de la corriente eléctrica. Tal elemento piezoeléctrico se
puede extender y replegar a lo largo de al menos una direccién. Ademas, el elemento piezoeléctrico se puede
realizar con un material adecuado tal como cristal o ceramica, por ejemplo cuarzo, titanato de bario, titanato de
plomo, tungstato sodico, niobato sodico, circonato titanato de plomo o ferrita de bismuto y se puede extender o
replegar dentro de un intervalo de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90 0 100 pm.

Un motor de bobina de voz en el sentido de la invencién se refiere a un motor que comprende una carcasa
magnética y una bobina electromagnética que se pueden mover entre si. Tal carcasa magnética puede comprender
un iman permanente en una carcasa formada por hierro. Tal bovina electromagnética comprende un alambre
conductor enrollado alrededor del nucleo. El motor de bobina de voz puede comprender adicionalmente una
estructura de bisagra de flexion que se puede usar como un resorte entre la sonda en la carcasa. La aplicacion de
un voltaje a través de los terminales del motor hace que el motor se mueva en una direccién, a la vez que la
inversion de la polaridad del voltaje aplicado movera el motor en la direccion opuesta. El alcance de un motor de
bobina de voz en el sentido de la invencion se refiere a su carrera 0 aumento, en el que el alcance maximo se refiere
a la carrera o elevacion maximos en la extensién minima hasta carrera o elevacion cero.

Ademas, el nanoescaner se puede acoplar directamente a la sonda o al montaje de la sonda (configuracion TOP-
DOWN, véase la Fig. 27). Como alternativa, el nanoescaner se puede acoplar directamente a la muestra o la
estructura en voladizo de muestras (configuracion BOTTOM-UP, véase la Fig. 28). Acoplamiento directo en el
sentido de la invencion se refiere a una conexién fisica entre el nanoescaner y la sonda, el montaje de la sonda, la
muestra o la estructura en voladizo de muestras, en el que la conexion fisica se configura para permitir que el
nanoescaner mueva la sonda, montaje de la sonda, muestra de soporte de muestras en al menos la primera
direccién como se ha descrito anteriormente. El nanoescaner se puede configurar adicionalmente para mover la
sonda, montaje de la sonda, muestra o soporte de muestras en la segunda y tercera direccion que se han descrito
anteriormente.

El valor umbral corresponde al intervalo de trabajo 6ptimo del nanoescaner, en particular de un elemento
piezoeléctrico, dependiendo de la construccién, disefio o material usado del nanoescaner. En particular, el valor
umbral puede corresponder al limite superior e inferior del intervalo de trabajo éptimo del nanoescaner.

Un actuador en el sentido de la invencidn se refiere a un dispositivo para mover o controlar un mecanismo o sistema
diferente del elemento piezoeléctrico esa descrita anteriormente y que convierte energia en movimiento. Tal
actuador puede funcionar con una fuente de energia tal como corriente eléctrica, presion de fluido hidraulico o
presion neumética. Algunos ejemplos de un actuador son, sin queda limitado a los mismos, un actuador neumatico,
un actuador hidraulico, un actuador piezoeléctrico, una unidad con forma peine, un actuador lineal o motor, un
polimero electroactivo o un motor eléctrico tal como motor servo, motor de pasos o motor de bobina de voz.

De acuerdo con una realizacion, el nanoescaner se disefia, con respecto a su extension, para mantener una fuerza
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constante de interaccion de punta de la sonda-muestra. Tal fuerza se ha descrito anteriormente.

De acuerdo con otra realizacién, la extensién del nanoescaner se configura parte mantenga una distancia constante
de punta de la sonda-muestra.

De acuerdo con otra realizacién, la extension del nanoescaner se configura a que mantenga una profundidad de la
hendidura constante de la punta de la sonda en la muestra.

De acuerdo con una realizacion, el control de la extensién del nanoescaner de acuerdo con el aspecto y
realizaciones de la invencion se realiza en tiempo real. Tiempo real en el sentido de la invencion se refiere aqui el
tiempo transcurrido entre la extension del nanoescaner y el registro de la extensién es superiora 1s,0,1s, 10 ys o
1 ps. Un control en tiempo real puede permitir en ajuste en tiempo real del nivel de la sonda, en el que el tiempo
transcurrido entre la extension del elemento piezoeléctrico y el ajuste del nivel de la sonda no es superior a 1 ps,
10 ps, 100 ys, 1s05s.

De acuerdo con una realizacion, del ajuste del nivel de la sonda de acuerdo con el aspecto anterior y realizaciones
de la invencién se realiza mediante la bajada o elevacién de la sonda o bajada o elevacién de la muestra.

De acuerdo con otra realizacion, el ajuste del nivel de la sonda de acuerdo con el aspecto mencionado anteriormente
y realizaciones de la invencioén se realiza de forma automatica. Tal ajuste de forma automatica se puede realizar con
el actuador que se destila anteriormente o un microprocesador programado que se configura para que realice el
método de acuerdo con cualquier aspecto o realizaciones de la invencioén.

De acuerdo con otra realizacién, tal microprocesador programado se configura para controlar la extension del
elemento piezoeléctrico y para que el actuador comience automaticamente a ajustar el nivel de la sonda o la
muestra, cuando se alcanza un umbral de extensién definido. EI microprocesador se configura adicionalmente para
parar de forma automatica al actuador, cuando se alcanza una cierta distancia de bajada o elevacion a lo largo de la
primera direccion.

De acuerdo con otra realizacién, el nivel de la sonda se ajusta cuando el nanoescéner presenta una extension
inferior a un 5, 10, 15, o un 20 % o superior a un 80, 85, 90 o un 95 % de su extension maxima. Tal realizacién
ofrece la ventaja de mantener la extension del nanoescaner en el intervalo de trabajo éptimo entre un 5, 10, 15 o un
20 % y un 80, 85, 90 o un 95 % de la extensién maxima. A un 0 % de la extension maxima, el nanoescaner se retrae
de forma maxima.

Extensién maxima en el sentido de la invencién se refiere a la longitud maxima de un nanoescéaner a la que se
puede extender el nanoescaner mediante aplicaciéon de una corriente eléctrica. De forma analoga, extensiéon minima
o retracciéon maxima en el sentido de la invencién se refiere a la longitud minima de un nanoescaner a la que el
nanoescaner se puede retraer mediante aplicacion de una corriente eléctrica.

De acuerdo con otra realizacion, el nivel de la sonda se ajusta mediante bajada o elevacién de la sonda o la muestra
en un 5 a un 30 % de la extension maxima del nanoescaner. Tal realizacion ofrece la ventaja de restaurar el intervalo
de trabajo 6ptimo del elemento piezoeléctrico.

De acuerdo con una realizacion precedente, a nivel de la sonda se ajusta mediante bajada o elevacién de la sonda o
la muestra en un 20 % de la extension maxima del elemento piezoeléctrico.

De acuerdo con otra realizacion, el nivel de la sonda se ajusta cuando el nanoescaner presenta una extensién que
esta 50 nm, 100 nm, 200 nm, 500 nm, 700 nm, 1 um, o0 2 ym por encima de la extensién maxima o que esta 50 nm,
100 nm, 200 nm, 500 nm, 700 nm, 1 ym, o 2 ym por encima de la retraccién maxima. Tal realizacion ofrece la
ventaja de mantener la extension del nanoescaner en el trabajo éptimo.

De acuerdo con otra realizacién, el nivel de la sonda se ajusta mediante bajada o elevacion de la sonda una muestra
al menos en 50 nm.

De acuerdo con una realizacién preferente, el nivel de la sonda se ajusta mediante bajada o elevacién de la sonda o
la muestra en 3 um. tal realizaciéon ofrece la ventaja de restaurar el intervalo de trabajo éptimo del elemento
piezoeléctrico.

Cuando anteriormente se hace referencia a una realizacion de la invencion, y tal realizacion solamente se refiere a
una caracteristica de la invencion, se pretende que tal realizacion se pueda combinar con otra realizacién que hace
referencia a una caracteristica diferente. Por ejemplo, 15 areas de 50 por 50 puntos se pueden medir usando una
punta de radio de 10 nm.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un sistema para clasificar una muestra de tejido
tumoral, que comprende
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- un dispositivo para determinar valores de rigidez con una resolucion espacial de al menos 1 mm,
preferentemente 100 uym, 10 pm o 1 pm,
un microprocesador programado,

en el que el microprocesador programado esta equipado y configurado para que realice un método de acuerdo con
los aspectos o realizaciones de la invencién mencionados anteriormente.

Tal dispositivo puede comprender un estiletes, un soporte de la muestra, y medios para registro del movimiento del
estilete, en el que el estilete se puede mover en una direccion vertical (eje z) y cualquiera del estiletes o el soporte
de la muestra se puede mover en una direccion lateral (eje x 0 y) o cualquiera del estiletes o el soporte de la muestra
se puede mover en direcciones tanto verticales como laterales.

Tal estilete puede ser una estructura en voladizo con una punta, en el que la estructura en voladizo tiene una
constante de resorte de 0,01, 0,025, 0,05, 0,06, 0,075, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,5, 0,75, 1 0 10 Nm™' y el radio de la
punta es 0,01, 0,02, 0,05, 0,07,0,1,0,5,1,1,5,2,25, 3,3,5,4,4505 pm.

Tal medio para registro del movimiento del estilete puede ser un sistema 6ptico que comprende un laser y un diodo
de rejilla, en el que el laser se enfoca por la parte trasera de la estructura en voladizo y se refleja en el diodo de
rejilla y las desviaciones de la estructura en voladizo se registran con un cambio en la posicion de la luz laser
reflejada en el diodo, o un interferémetro, en el que la interferencia de dos rayos de luz se puede usar para la medida
de desviacion. Como alternativa, la estructura en voladizo puede comprender un elemento piezoeléctrico, en el que
se genera una carga mediante la desviacion de la estructura en voladizo.

Tal microprocesador programado se puede integrar en el dispositivo que se ha descrito en los parrafos anteriores o
puede ser parte de una unidad de control o un ordenador para controlar el dispositivo.

De acuerdo con una realizacion preferente, el dispositivo para determinaciéon de la rigidez es un microscopio de
fuerza atémica.

De acuerdo con una realizacién preferente, el dispositivo (100) es un microscopio de fuerza atémica que comprende
una sonda (2) que tiene una punta (21) para interactuar con una muestra (4), en el que dicha sonda (2) se configura
para mover dicha punta (21) hacia dicha muestra (4) a lo largo de una primera direcciéon (R), y un nanoescaner (1)
para retener dicha muestra (4) o dicha sonda (2). El dispositivo (100) comprende un medio para controlar la
extension de dicho elemento piezoeléctrico a lo largo de dicha primera direccion (R), un actuador (3) para ajustar un
nivel de dicha sonda (2) a lo largo de dicha primera direccion (R) y un controlador (31) para controlar dicho actuador
(3), en el que dicho controlador (31) se configura para controlar dicho actuador (3) con el fin de ajustar dicho nivel de
dicha sonda (2), cuando dicho nanoescaner (1) presenta una extensiéon por debajo o por encima de un valor umbral.

Tal actuador se configura para bajar o elevar la muestra o la sonda para evitar que la punta de la sonda quiere cerca
de la muestra o para evitar que quede demasiado lejos de la muestra.

Tal medio para controlar la extension del nanoescaner puede ser un sistema éptico que comprende un laser o un
interferometro, un sensor piezoeléctrico, que puede registrar el movimiento del elemento piezoeléctrico como una
carga eléctrica, o un sensor que controlar no solamente el voltaje aplicado sino también la extension real posterior
con el fin de garantizar una precision elevada de la extensiéon.

Como alternativa, tal medio para controlar el movimiento puede ser la lectura del voltaje o de la corriente eléctrica
aplicada al nanoescaner, que es necesario para mover el nanoescaner a lo largo de la primera direccion o, en
particular, para mantener una fuerza constante entre punta y muestra. Por ejemplo, cada elemento piezoeléctrico
tiene una sensibilidad especifica - nm/V que se usa para convertir el voltaje aplicado a la distancia/movimiento del
elemento piezoeléctrico. Cuando el voltaje o la corriente eléctrica y aplicados la extension resultante del
nanoescaner alcanzan un nivel especifico, entonces se activa el ajuste del nivel de la sonda como se ha descrito
anteriormente.

Un controlador en el sentido de la invencion se refiere a una unidad de control que se conecta al actuador. Tal
controlador puede ser un microprocesador o un ordenador.

El nanoescaner se puede acoplar directamente a la sonda o la muestra. En el caso de que la sonda se aparte de un
montaje de la sonda, el nanoescaner como alternativa se puede acoplar directamente al montaje de la sonda.

De acuerdo con una realizaciéon del aspecto anterior de la invencién, el nanoescaner se configura para que
mantenga una fuerza constante de interaccion de punta de la sonda-muestra. Tal fuerza se ha descrito
anteriormente.

De acuerdo con otra realizaciéon del aspecto anterior de la invencién, el nanoescaner se configura para que
mantenga una profundidad de la hendidura constante de la punta de la sonda en la muestra.
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De acuerdo con una realizacion de la invencién, el nanoescaner es un elemento piezo. El término elemento
piezoeléctrico tiene el mismo significado que se ha descrito anteriormente.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, la sonda es una estructura en voladizo. El término estructura en voladizo
tiene el mismo significado que se ha descrito anteriormente.

De acuerdo con una realizacion del aspecto anterior de la invencion, el nanoescaner se puede mover en una
segunda direccion que se extiende ortogonalmente con respecto a dicha primera direccion que se ha descrito
anteriormente.

De acuerdo con una realizacién del aspecto anterior de la invencién, el dispositivo comprende adicionalmente un
soporte de muestra para retener la muestra. El término soporte de muestra tiene el mismo significado que se ha
descrito anteriormente. En el caso en el que el soporte de la muestra retenga la muestra, el nanoescaner se puede
acoplar directamente al soporte de muestra.

La invencion se caracteriza adicionalmente por las figuras y ejemplos siguientes, a partir de los que se pueden
derivar caracteristicas, ventajas y realizaciones:

Descripcion de las figuras

Fig.1 muestra una representacioén esquematica de un enfoque experimental en biopsias
de ensayo de MFA nanomecanico (barra de escala = 500 pm).

Fig. 2 muestra una biopsia de mano humana fijada a una placa de Petri y una evaluacion
histolégica de la biopsia.

Fig. 3 muestra las propiedades estructurales de lesiones benignas en comparacion con
cancer invasivo evaluado con analisis histopatolégico de la muestra después de
medidas de MFA y determinacion de rigidez de MFA de la muestra.

Fig. 4 muestra la firma nanomecanica (atribuciones de rigidez) y la evaluacién
histopatologica de tejido de mama humana (barra de escala = 100 pm).

Fig. 5 muestra las diferencias histolégicas y nanomecanicas entre biopsias de pacientes
premenopausicas y postmenopausicas evaluadas con analisis histopatologico y
distribuciones de rigidez de muestras de tejido de mama.

Fig. 6 muestra la correlacion de la respuesta nanomecanica con histologia en tejidos de
glandula mamaria de raton MMTV-PyMT (barras de escala = 50 um) con
distribuciones de rigidez y analisis histologico.

Fig. 7, 9- 13, 17, 19, 22, 24-25  se han suprimido.

Fig. 8 muestra la heterogeneidad de la rigidez relacionada con hipoxia en céncer de
mama invasivo de ratones MMTV-PyMT (barra de escala = 50 ym) en secciones
de tejido inmunoetiquetado y en una distribucion de rigidez de las muestras de
tejido.

Fig. 14 muestra la firma nanomecanica de tejido de mama humana con mapas
representativos de rigidez de alta resolucién, distribuciones de rigidez y
evaluaciones histolégicas de tejido de glandula mamaria normal (a), lesion de
fiboroadenoma (benigno) (b) y cancer de mama invasivo (c) (barra de
escala = 200 pm).

Fig. 15 muestra los histogramas globales individuales de los modulos de Young asociados
para 21 biopsias humanas incorporadas en la presente invencion.

Fig. 16 muestra la comparacion de dos ajustes globales representativos de una biopsia del
tejido sano y biopsia de cancer.

Fig. 18 muestra la correlaciébn de respuesta nanomecanica y progresion tumoral en
ratones MMTV-PyMT (barra de escala = 200 pm).

Fig. 20 también muestra los marcadores estructurales y nanomecéanicos para distinguir
entre tejido adiposo y afectado con cancer (barra de escala = 20 um).
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Fig. 21 muestra mapas de rigidez, distribuciones de rigidez y evaluacion inmunohistolégica
de cancer en el estadio tardio en ratones MMTV-PyMT (barra de escala = 200 ym).

Fig. 23 muestra la caracterizacion nanomecanica in situ de células cancerigenas de
ratones MMTV-PyMT.

Fig. 26 muestra los mapas de rigidez, distribuciones de rigidez y evaluaciones histolégicas
de pulmones sanos (a) y metastasis en pulmones (b) en ratones MMTV-PyMT
(barra de escala = 20 um).

Fig. 27 muestra un esquema de una configuracion TOP-DOWN de MFA y con un
componente de alineacion vertical.

Fig. 28 muestra un esquema de una configuracion BOTTOM-UP de MFA y con un
componente de alineacion vertical.

Fig.29 muestra un esquema del movimiento vertical del elemento piezo.

Ejemplos

Materiales y Métodos

Muestras de tejido de mama y pulmén de ratones MMTV-PyMT

Para obtener ratones hembra heterocigéticos para el transgén PyMT, los ratones PyMT macho en un fondo de
C3H/B6 x FVB-C3H/B6 se cruzaron de forma aleatoria con hembras C3H/B6 que carecian del transgén PyMT. Los
ratones se palparon dos veces a la semana para evaluar el inicio del tumor de mama. El volumen del tumor se
calculé siguiendo medida con calibrador como ancho x largo x 0,4. Los ratones se sacrificaron mediante inhalacion
de COa.

Los ratones transgénicos para MMTV-PyMT presentan muiltiples sitios tumorales y varias glandulas se retiraron. Se
colocaron inmediatamente en solucion de Ringer estéril enfriada con hielo (6,00 g de NaCl, 0,40 g de KCI, 50 g de
glucosa anhidrida, 0,27 g de CaClz, 3,20 g de acido lactico en 1000 ml de agua inyectable) complementada con un
céctel inhibidor de proteasa (Complete). Para el ensayo de MFA nanomecanico, unas muestras de ensayo cilindricas
que representan una seccion cruzada de todo el tumor se obtuvieron con una funcién de biopsia con un diametro
interior de 2 mm. La formacién de mapas de rigidez comenzé dentro de 1 h después de la biopsia y continué hasta
dos dias. Las propiedades mecanicas de las muestras de tejido de mama permanecieron sin cambiar durante este
periodo de tiempo.

Medida de hipoxia in situ

Los ratones que portan tumor se inyectaron por via intraperitoneal con clorhidrato de pimonidazol a 100 mg/ml en
solucion salina estéril al 0,9 % (120 mg/kg, Hypoxyprobe-1, HPI). Después de 90 minutos, los ratones se sacrificaron
y se tomaron biopsias al ensayo nhanomecanico como se ha descrito anteriormente. Posteriormente, la hipoxia se
evalué mediante andlisis inmunohistoquimico de incorporacion de pimonidazol.

Biopsias humanas

Las biopsias humanas se obtuvieron en el Breast Treatment Center del Basel University Women’s Hospital
directamente después de retirada. El reclutamiento de los pacientes y el analisis de rigidez se realizaron de acuerdo
con requisitos éticos y sin conocimiento previo de datos clinicos. La biopsia del nucleo guiada con ultrasonidos de la
lesion visible retird6 muestras de ensayo cilindricas, radiales de aproximadamente 2 mm de diametro con una longitud
entre 0,2 y 1 cm que se transfirieron directamente a un vial que contenia solucién de Ringer estéril enfriada con hielo
complementada con glucosa y un céctel inhibidor de proteasa (Complete). Al igual que para los tejidos de murino, el
ensayo de MFA comenz6 a 1 h después de la biopsia. Las propiedades mecanicas de las muestras de ensayo no
cambiaron durante este periodo de tiempo. Las muestras de ensayo se mantuvieron a 4 °C hasta medidas de MFA
para minimizar la degradacion del tejido. El analisis de MFA se realizé6 en un periodo no mas tarde de tres dias
después de la retirada para evitar efectos autoliticos (es decir, autodegradacion del tejido) en la muestra de ensayo.

Ensayo de MFA nanomecanico

El nivelado automatizado se regulé con un conjunto personalizado de algoritmos durante la adquisicién de datos
para corregir la desigualdad natural del tejido. Cada muestra se examin6 de una manera sistematica desde un borde
al otro para tener en cuenta posibles heterogeneidades. Una distancia regular de aproximadamente 500 um se
mantuvo entre las regiones de barrido en las que la distancia entre las dos estructuras en voladizo sirvi6 como una
referencia (Fig. 1). Esto dio como resultado de aproximadamente 10 a 15 mapas de FV por muestra de ensayo
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dependiendo de la longitud total de la biopsia. Dado que las muestras de ensayo obtenidas para glandulas mamarias
de raton y pulmones no eran cilindricas como las biopsias humanas, las areas de barrido se eligieron con el fin de
asegurar que las muestras de ensayo se cubrian totalmente.

Para el analisis de las muestras de tejido de glandula mamaria con MFA, las biopsias se pegaron en un disco de
Teflén redondo usando pegamento de 2 componentes o se fijaron a una placa de Petri con pegamento epoxi de
secado rapido en 5 minutos. Después de una etapa de secado previo de 2 minutos (para evitar la mezcla del epoxi y
el tampon de la muestra de ensayo), la muestra de ensayo se dejo plana para optimizar el angulo de la hendidura y
para evitar la influencia de componentes externos (por ejemplo, el soporte de la estructura en voladizo). Las puntas
de pipeta que actuan como "rampas" se colocaron directamente sobre segmentos desiguales de cada muestra de
ensayo para mantener una coherencia del peso. El uso de fuerza excesiva (por ejemplo, rasgado o estiramiento) se
minimizo todas las veces durante la manipulacién de la muestra de ensayo. Todas las etapas preparativas se
realizaron en un entorno de tampon estéril complementado con inhibidores de proteasa para evitar la contaminaciéon
y para asegurar que la muestra de ensayo permanecia en un estado cercano al nativo. Las muestras de ensayo
montadas se mantuvieron en solucién de Ringer enfriada con hielo hasta el ensayo nanomecanico, que se realiz6 a
temperatura ambiente o a 37 °C.

Para puntas piramidales afiladas (estructuras en voladizo de nitruro de silicio de 200 mm de longitud, constante de
resorte de la estructura en voladizo nominal k = 0,06 N m-1, frecuencia de resonancia [aire] = 18 kHz). La constante
de resorte k exacta de la estructura en voladizo se determind antes de cada experimento con el método de
calibracion térmica aunque la sensibilidad de desviacion se determin6 en fluido usando sustratos de vidrio solidos
como un material de referencia infinitamente rigido.

Las medidas de rigidez (modulo elastico, E) de biopsias se derivaron como se indica a continuacién; las curvas de
carga-desplazamiento, también denominadas curvas de hendidura de fuerza, se registraron en un sitio dado de una
forma orientada tanto durante la carga como durante la descarga. Una distancia regular de aproximadamente
500 um se mantuvo entre las regiones de barrido en las que la distancia entre las dos estructuras en voladizo sirvid
como una referencia. Un conjunto de datos individuales consistia en 1.024 curvas de carga-desplazamiento, a una
tasa de toma de muestras de 1,5 Hz. Esto dio como resultado de aproximadamente 15 a 20 mapas de volumen de
fuerza por muestra. Cuando era posible, se preparaban mapas de fuerza-volumen (FV) sobre una rejilla de
24 x 24 puntos con un tamafio de barrido de 20 x 20 ym a una tasa de aprox. 0,8 ciclos de carga/descarga por
segundo. Cada curva de carga-desplazamiento consistia en 512 puntos de datos mientras que la longitud Z se
ajusté de 5 um a 8 uym dependiendo de las propiedades de la regidn analizada. Cada mapa de FV se ajust6 a
20 x 20 ym? para (i) optimizar el tiempo experimentar asi como (ii) para proporcionar un area lo suficientemente
grande como para incorporar todos los componentes dentro del tejido (por ejemplo, células y matriz extracelular). La
fuerza de carga maxima aplicada se ajustd a 1,8 nN y una profundidad de la hendidura de aproximadamente 150 a
3000. Se obtuvieron mapas adicionales de 72 x 72 FV (5184 curvas de fuerza-desplazamiento por mapa y un
tamafio de pixel de 277 nm) para aumentar la resolucion espacial con respecto a las areas fundamentales de
interés.

Analisis de datos de MFA

Las curvas de hendidura de fuerzas se analizaron usando un método que se ha descrito anteriormente (Oparic, et
al., Biophysical Journal,. 98 (11): p. 2731-40, 2010, Plodinec, et al., Journal of Structural Biology, 174 (3): p. 476-484,
2011). En resumen, el software se desarrollé6 en LABVIEW para el analisis automatizado de los datos de FV. El
punto de contacto se determindé mediante la aplicacion de un ajuste por dinamico ha curvas de fuerza sin ajustar
basadas en un algoritmo publicado (Lin, et al., Journal of Biomechanical Engineering-Transactions of the Asme, 129
(6): p. 904-912, 2007). Las curvas de fuerza se obtuvieron mediante la hendidura h, que corresponde a la diferencia
entre el desplazamiento del elemento piezoeléctrico y la desviacién de la estructura en voladizo, y multiplicando la
desviacion de la estructura en voladizo d con la constante de resorte k para obtener la carga F. Las curvas de
fuerzas sin carga se analizaron para realizar un ajuste lineal hasta la parte superior de un 50 % de la curva de
fuerza, que define la rigidez entre la carga maxima F = 1,8 nN y la carga minima de 0,9 nN. Algunos efectos
extrafios en la curva de fuerza tales como adhesion se pudieron evitar con este procedimiento. La relacion de
Poisson se ajusto a 0,5. El modulo de Young se determind de acuerdo con el método de Oliver y Pharr (Oliver et al.,
Journal of Materials Research, 7 (6), 1564-1583, 1992). Los valores de la pendiente se representaron espacialmente
para producir mapas de rigidez codificados con color en Igor Pro 6.22. Una interpolacion del eje nervado de segundo
grado en 2D se realiz6 en los mapas de rigidez en 2D para suavizar la presentacion visual de los datos.

Andlisis inmunohistoguimico

Después de MFA, todas las muestras se recuperaron, se fijaron en formalina y se embebieron en parafina de
acuerdo con procedimientos histolégicos convencionales. Se cortaron secciones de aprox. 5 ym de espesor y se
transfirieron en portaobjetos de vidrio. La primera y la ultima laminas de secciones secuenciales se tifieron de forma
rutinaria con Hematoxilina y Eosina (H & E). EI examen histopatolégico posterior incluia la evaluacién del tipo de
lesion (carcinoma ductal invasivo, DCIS, fibroadenoma etc.) y un numero de marcadores histopatologicos
convencionales (alcance de infiltracion tumoral, fibrosis, necrosis, e infiltracion linfocitica). Para analisis
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inmunohistoquimico (IHC) de las laminas restantes de tejidos de mama humana, se usaron los siguientes
anticuerpos: anti colageno | (1:80; Biologo CO2111, USA), anti laminina (1:25; Thermo RB-082-A, Thermo Scientific,
USA), anti vimentina (diluida previamente, Ventana 790-2917, Roche Diagnostics, CH), anti desmina (diluida
previamente, Ventana 760-2513, Roche Diagnostics, CH). El andlisis IHC de secciones de tejido murino para
laminina, desmina y vimentina se realizé de la misma manera que para las secciones humanas. Ademas, las
secciones de murino se tifieron con anti B1 integrina (1:50, Abcam, ab52971, USA) y colageno | anti-ratén (1:800,
Abcam, ab34710, USA). En algunos casos, las secciones se trataron para recuperaciéon de antigeno con calor, o con
tampon Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 9,0 y tampén de citrato, pH 6,0. Para tinciéon de colageno de biopsias humanas,
las secciones se trataron previamente con pepsina durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para bloquear la
uniéon no especifica del anticuerpo primario se us6 avidina/biotina. Para el inmunoetiquetado, las secciones se
incubaron con 100 pl de anticuerpos que se diluyeron de forma correspondiente en PBS 10 mM, pH 7,6 y azida
sodica al 0,1 %. La tincién se visualiz6 con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante
(HRP) (DakoCytomation, Dinamarca). Las secciones se examinaron con un microscopio de luz en posicién vertical
(Carl Zeiss, Alemania) con los aumentos indicados.

Analisis estadistico

En la presente invencién se analizaron 21 biopsias de ser humano de 20 pacientes diferentes (véase la Tabla 1).
Ademas, se analizaron 32 glandulas mamarias y 6 pulmones obtenidos a partir de 16 ratones MMTV-PyMT. De los 6
pulmones, tres eran sanos y tres presentaban lesiones metastasicas. Todos los valores individuales de rigidez se
resumen en OriginPro 8.5 para obtener distribuciones de rigidez para cada muestra de ensayo (en lo sucesivo
definidas como histograma global). En la del intervalo se ajusté a 200 Pa para todas las muestras de ensayo de
glandula mamaria y a 500 Pa para los pulmones de murino. Los recuentos se normalizaron de acuerdo con la
cantidad total de puntos de datos por muestra de ensayo. El ajuste de los datos se realiz6 mediante una primera
distribucién de la posicién de los picos usando la aplicacion para analisis de picos OriginPro y posteriormente
aplicando ajustes multiples picos a las distribuciones de rigidez.

Todos los se proporcionan como media + desviacion estandar (d.t.). La significancia estadistica de las diferencias en
los valores medios se evalu6 con el ensayo t de Student emparejado - en Origin 7.5. La significancia estadistica se
ajusté a P < 0,05.

Ejemplo 1: Ensayo nanomecanico de biopsias de tejido blando con MFA

Las propiedades nanomecanicas de biopsias de tejido de mama blando de ratones transgénicos MMTV-PyMT y de
pacientes humanos se evaluaron en condiciones de tampén fisiologico con MFA. La muestra usada para el ensayo
de MFA se extirp6 de la glandula mamaria en forma de una biopsia cilindrica, radial (Fig. 1 a). Una muestra de tejido
cilindrica habitual presenta una orientacién distinta desde el nuicleo la periferia. Las muestras de tejido recién
preparadas se unen de forma estable a un soporte sélido de Teflén con un pegamento biocompatible de una manera
orientada como se muestra en la Fig. 1 d. En estas muestras, la integridad y la heterogeneidad del tejido en 3D se
conserva y la informacién estructural y nanomecanica correspondiente a través de toda la muestra de ensayo se
presenta en un plano 2D con respecto a la sonda de MFA (Fig. 2). Esto permiti6 a la medida de la respuesta
nanomecanica de una manera orientada. Las muestras se mantuvieron en solucién de Ringer en todas las
ocasiones.

Una biopsia de mama humana se fijé a una placa de Petri junto con la estructura en voladizo superpuesta a la region
de barrido pretendida (Fig. 2a). La segunda estructura en voladizo sirve como una referencia para mantener una
distancia constante de 500 um entre las regiones de barrido. La evaluacién histopatologica de la biopsia después del
ensayo de MFA combinada con las imagenes adquiridas previamente se puede usar para evaluar las lesiones
aproximadas analizadas por MFA (Fig. 2b).

Ejemplo 2: La firma nanomecanica de biopsias de mama humana

Las medidas de rigidez de MFA de biopsias de mama humana recién preparadas se realizaron para esclarecer el
diagnostico y prondstico potencial de las propiedades nanomecénicas del tejido en cancer de mama humana (Fig.

3).

El analisis histopatoldégico de las muestras después de medidas de MFA revela el fenotipo del tejido benigno o
maligno (Fig. 3a). Los datos mostrados en el panel en la parte superior se adquirieron a partir de una paciente
hembra de 34 afos de edad diagnosticada con fibroadenoma. Los datos del panel en la parte inferior se originaron a
partir de una paciente hembra de 69 afos de edad diagnosticada con carcinoma ductal invasivo. Las lesiones
benignas revelan una fuerte distribucién uniforme de tejido fibroso, mientras que el cancer invasivo aparece
desorganizado conteniendo mezclas de células tumorales y estroma de tumor fibrético. Estas propiedades son mas
visibles con un aumento mas elevado (Fig. 3b) y se correlacionan bien con los mapas de rigidez (Fig. 3c) adquiridos
con MFA en las regiones indicadas con cuadrados de color negro en (Fig. 3b).

El tejido de glandula mamaria normal (n = 4) presenta un intervalo estrecho de valores de rigidez con un pico de E
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1,83 £ 0,69 kPa (Figura 4a, panel en la parte superior). La tincién con i.e. de una seccién de la misma muestra
revelaba la histologia habitual de tejido sano de glandula mamaria de una hembra joven. En la estructura lobular, los
acinos consisten en células epiteliales uniformes que se separan mediante una pequefia cantidad de tejido conectivo
(Figura 4b). La distribucién de rigidez estrecha medida mediante MFA se correlaciona bien con el aspecto
histomorfolégico homogéneo. Sin embargo, debido a la edad joven y el estadio premenopausico de la paciente, es
posible que esta firma nanomecanica en particular no sea caracteristica para todos los tejidos normales de glandula
mamaria. Un intervalo de rigidez bastante estrecho también se encontr6 en nuestras que demostraban ser lesiones
benignas, aun que el E = 4,07 £ 1,39 kPa indica un aumento de la rigidez en las 20 muestras sometidas a ensayo en
comparacién con la glandula mamaria normal. De forma coherente con esta firma nanomecanica, el examen
histologico de la lesion benigna de una paciente de 60 afios de edad de muestra tejido predominantemente fibrético,
bastante uniforme con lébulos esporadicos habituales para fibroadenoma (Figura 4a, panel en la parte media). El
tumor benigno presenta proliferacion principalmente uniformes de tejido fibroso habitual para fibroadenomas (Fig. 4b,
panel en la parte media).

Un numero de biopsias humanas (n = 12) investigadas con MFA muestra un intervalo significativamente mas amplio
de valores de rigidez con dos picos distintos como se muestra en el panel en la parte baja de la Fig 4a. El examen
histolégico de esta biopsia después de medida de MFA confirmaba un carcinoma ductal invasivo, que representa el
tipo mas habitual de cancer de mama en las mujeres, como se muestra para la paciente de 70 afios de edad (Figura
4b, panel en la parte inferior). Ahi, las areas centrales estan dominadas por células tumorales que infiltran en un
patrén similar al de un cordén en el tejido fibrético denso en la periferia del tumor. El carcinoma de mama ductal
invasivo muestra nidos de infiltracién de células cancerigenas que han representado una respuesta del tejido fibroso
denso. Mediante la correlacién de las medidas de MFA con histologia, las células cancerigenas de las regiones
internas del tumor se identificaron como los contribuyentes principales al pico tenue con E = 0,87 + 0,65 kPa. Las
areas caracterizadas por aumento de la rigidez con un pico a E = 11,26 + 1,90 kPa se sitian principalmente en la
periferia del tumor y por lo tanto corresponden a estroma fibrético.

Una distribucion de rigidez ligeramente mas ancha pero unimodal con un pequefio aumento de la rigidez global es
habitual para lesiones benignas (Fig. 4a, panel en la parte media). Por el contrario, el tejido cancerigeno presenta
una distribucién de rigidez bimodal con dos picos que representan regiones blandas y relativamente rigidas del
tumor (Fig. 4a, panel en la parte inferior). La Fig. 4b muestra la evaluacion histopatolégica de muestras de tejido
después del ensayo de MFA. La histologia revela la unidad lobular ductal terminal de una glandula mamaria normal
delimitada por tejido conectivo fibroso intersticial y tejido adiposo mas distante (Fig. 4b, panel en la parte superior).

El analisis histopatolégico revela numerosas células todavia presentes en la muestra obtenida de una paciente
premenopausica de 34 afios de edad, mientras que la muestra obtenida de una paciente de 69 afios de edad
postmenopausica presenta tejido fibroso principalmente denso (Fig. 5, paneles en la parte izquierda). Una
distribucién de rigidez unimodal se puede observar en ambas medidas de rigidez (Fig. 5, paneles en la parte
derecha), aunque los valores de rigidez y el ancho de distribucién varian de forma notable.

El desplazamiento del pico mas tenue medido para la paciente premenopausica se correlaciona bien con el aumento
de la densidad celular en la muestra premenopausica (Fig. 5). De forma importante, los datos obtenidos en biopsias
de mama humana proporcionan evidencias de que las propiedades nanomecanicas de las biopsias de tejido se
pueden usar como marcador de confianza para detectar transformacion maligna y progresion del tumor en pacientes
humanos.

Ejemplo 3:_Hallazgos histopatolégicos de correlacion con la respuesta nanomecanica en el modelo de raton MMTV-
PyMT

Las muestras de tejido de glandulas mamarias de ratones transgénicos MMTV-PyMT se retiraron a diferentes
estadios tumorales para evaluar los cambios nanomecanicos asociados con la progresion del tumor. Los
histogramas que muestran la distribucion de frecuencia de valores de rigidez de medidas de MFA se representan en
la Fig. 6a. Las medidas de MFA de glandula de mama de ratén normal (n = 3) revelaban una distribucién
homogénea (Gaussiana uniforme) de rigidez con un médulo elastico E = 1,28 + 0,12 kPa (Fig. 6a, panel en la parte
superior). El examen de histologia correlativa de la muestra de ensayo confirmaba un aspecto del tejido de glandula
mamaria sano, hormal con cantidades elevadas de tejido graso que lo mas probablemente contribuye a los valores
de rigidez bajos (Fig. 6b, panel en la parte superior). En las lesiones premalignas (n = 3), la distribucién de rigidez es
mas ancha pero todavia sigue siendo Gaussiana unimodal (Fig. 6a, panel en la parte media) pero la rigidez aumenta
a E = 4,38 + 0,55 kPa. La histologia revelaba un epitelio de mama hiperproliferativo, empaquetado densamente que
se correlaciona bien con el aumento de la rigidez del tejido (Fig. 6b, panel en la parte media). Sin embargo, la
distribucion de rigidez uniforme se pierde en lesiones cancerigenas (n = 8), y en su lugar, los carcinomas in situ
presentan una distribucion de rigidez bimodal (Fig. 6a, panel en la parte inferior) indicativa de dos fenotipos
mecanicos distintos. En estos estadios iniciales del desarrollo tumoral, el E = 0,54 + 0,13 kPa de las regiones nucleo
es 8 veces inferior que el de las lesiones benignas y 3 veces inferior al de la rigidez del tejido normal. El ndcleo
blando esta rodeado por areas significativamente mas rigidas de E = 16,97 + 6,89 kPa. Aunque la distribucion de
rigidez bimodal de carcinoma in situ sugiere dos poblaciones de células distintas en el tumor, el aspecto histol6gico
de la seccion de tejido no revela ninguna diferencia morfolégica significativa entre las células cancerigenas que
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podrian contribuir a la distribucién de rigidez bimodal (Fig. 6b, panel en la parte inferior). En el carcinoma in situ, la
pérdida de organizacion tisular y la presencia de que las cancerigenas dentro de los conductos individuales son
claramente visibles. Sin embargo, las células cancerigenas parecen citolégicamente similares. Es de destacar que
en el carcinoma in situ, el estroma circundante parece inalterado en comparacién con el mioepitelio.

En conclusion, la comparacién correlativa de medidas de rigidez de MFA con histologia permitian el establecimiento
de una asociacion entre la respuesta nanomecanica de tejidos de mama de raton y transformacion maligna; la
morfologia del tejido no proporcionaba una explicacién evidente para la distribucion de rigidez bimodal y la regiéon de
nucleo blando de lesiones cancerigenas primarias.

Ejemplo 4: Reblandecimiento del tejido inducido por hipoxia en cancer de mama de -MMTV-PyMT

La hipoxia tumoral causada por vascularizacién ineficaz se ha descrito para una amplia gama de tumores soélidos. Se
asocia con un mal pronéstico después de radiacién, quimioterapia y cirugia. Del interés en el estado hipoxico de
tumores ha aumentado adicionalmente con el descubrimiento de que la hipoxia regula docenas de genes que alteran
el comportamiento celular y da como resultado un fenotipo tumoral mas maligno. Dado que se sabe que un nucleo
hipoxico es una caracteristica fundamental de la progresion del cancer agresivo, se examiné si la distribucion de
rigidez bimodal observada desde la periferia hasta el nucleo de la lesién cancerigena primaria se relaciona con una
oxigenacioén reducida. Para correlacionar directamente la hipoxia y la rigidez del tejido en muestras de tumor
estadificadas, los ratones MMTVPyYMT se inyectaron con agente de pimonidazol que se une de forma selectiva a
células privadas de oxigeno antes de la extirpacién del tumor. Posteriormente, las propiedades nanomecanicas de
las muestras de tejido se sometieron a ensayos mediante MFA y posteriormente los tejidos se procesaron para
evaluacion de hipoxia. La tincién inmunohistoquimica revelaba que las glandulas normales y las lesiones benignas
negativas para hipoxia, mientras que los tumores primarios presentan una hipoxia clara en el ndcleo, que se
correlaciona bien con la disminucién significativa de la rigidez.

Después de la progresion de la malignidad al estadio metastasico invasivo (Fig. 8), se produjo una propagacion de
hipoxia pronunciada. Ademas de la hipoxia extensa en el nucleo (Fig. 8a, acercamiento de zoom, panel en la parte
derecha), este estadio se caracteriza por una diseminacién progresiva de células cancerigenas hipoxicas (tefiidas de
color gris oscuro) al tejido circundante. En particular, los vasos sanguineos se revestian con células hipéxicas (Fig.
8a, acercamiento de zoom, panel en la parte media) lo que sugieren intravasaciéon y por ultimo invasion a sitios
distantes y células hipdxicas diseminadas en el estroma del tumor periférico (Fig. 8a, acercamiento de zoom, panel
en la parte derecha). Las medidas de MFA correspondientes muestran que los carcinomas invasivos ya no
presentan dos picos de rigidez distintos sino que en su lugar presentan una distribucion de rigidez amplia con rigidez
gradual desde el nucleo a la periferia del tumor. El suavizado de la regién nucleo y el ensanchamiento general de la
distribucién de rigidez (Fig. 8b) son coherentes con la evaluacién de hipoxia inmunohistoquimica, que muestra
células hipoxicas diseminadas desde el nticleo aly en la periferia. Este hallazgo sugiere que la hipoxia se asocia de
hecho con un fenotipo de cancer mas agresivo, invasivo.

Con aumento bajo, la seccién de tejido inmunoetiquetado de cancer de mama invasivo a partir de ratones tratados
con pimonidazol presenta diferentes areas hipoxicas (Fig. 8a, sefial de color gris oscuro). El acercamiento del zoom
revela una vista mas detallada. Las células hipoxicas son abundantes en la regiéon nucleo del tumor (panel en la
parte izquierda), son continuas hacia los vasos sanguineos tumorales (panel en la parte media), y se han
diseminado a la periferia del tumor (panel en la parte derecha, marcado con lineas discontinuas). Las barras de
escala son de 200 ym y 50 ym, respectivamente. Un histograma que presenta medidas de rigidez muestra una
distribucion bimodal (Fig. 8b). Existe un aumento de la rigidez desde el nucleo a la periferia en la que los valores de
rigidez se distribuyen ampliamente.

Las medidas de rigidez de MFA indican que los aspectos mecanicos son marcadores valiosos para progresion del
cancer. Basandose en la evaluacion de hipoxia correspondiente, los inventores llegan a la conclusion de que el
tumor

Ejemplo 5: Ensayo nanomecénico adicional de biopsias de mama humana

La MFA se us6 para examinar tejidos de mama ex vivo en condiciones de tampon fisiolégico (Fig. 14). En particular,
los respectivos perfiles nanomecanicos para los hallazgos histopatologicos se esclarecieron y se correlacionaron en
biopsias benignas y malignas, normales (Fig. 14). La Figura 14a muestra un mapa de FV representativo de tejido de
glandula mamaria normal. La representacion del histograma global de toda la muestra de ensayo revela distribucion
de rigidez unimodal de 1,13 + 0,78 kPa (Fig. 14a, parte media). El aspecto histolégico en secciones tefiidas con H&E
de la muestra de ensayo con la que se forman mapas se define con conductos sanos (Fig. 14a, parte derecha)
delimitados con dos capas de células epiteliales, que se pueden distinguir por sus nucleos redondos y citoplasma
minimamente tefiido. Las lesiones de fibroadenoma benigno muestran un aumento de la rigidez a 3,68 + 1,92 kPa
(Fig. 14b, parte media). Las caracteristicas mas suaves (inferior a 2 kPa) dentro del mapa de rigidez parece que
delimitan fibroblastos individuales embebidos en el estroma fibrético (Fig. 14b, parte izquierda). Esto se valida con
examen histolégico en el que los fibroblastos son el tipo celular dominante dentro de la lesién benigna (Fig. 14b,
parte derecha). En comparacion, las biopsias de cancer por lo general presentan una distribuciéon de rigidez bimodal
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con dos picos importantes a 0,61 + 0,21 kPa ("primario") y 1,54 + 0,30 kPa ("secundario") (Fig. 14c, parte media). A
valores mas rigidos que 2 kPa la distribucidon se ensancha, lo que refleja que la heterogeneidad notable a través de
la muestra. El mapa de FV representativo (Fig. 14c, parte izquierda) revela que el pico suave, dominante es habitual
para una célula cancerigena rodeada por estroma mas rigido. La tincién con H&E confirma la dominancia de células
tumorales que infiltran el estroma en un patrén similar al de un cordén (Fig. 14c, parte derecha).

Un mapa representativo de rigidez de MFA de alta resolucion (24 x 24 pixeles) muestra tejido de glandula mamaria
normal (Fig. 14a, parte izquierda) que presenta distribucion de rigidez unimodal (Fig. 14a, parte media). La histologia
revela la unidad lobular ductal terminal (D) de una glandula mamaria normal delimitada por tejido conectivo fibroso
intersticial sefialado con flechas (parte derecha). El mapa de rigidez de MFA de alta resolucién de lesién de
fibroadenoma (benigna) de la estroma fibrético (S) intermezclado con células de fibroblastos (F) (Fig. 14b, parte
izquierda). Una distribucién de rigidez mas amplia pero unimodal con un aumento de la rigidez es habitual para
lesiones benignas (Fig. 14b, parte media). Las flechas apuntan a matriz extracelular (S) y fibroblastos (F)
encontrados por lo general en tejidos alterados de fibroadenoma (Fig. 14b, parte derecha). Por el contrario, el mapa
de rigidez de tejido cancerigeno muestra células cancerigenas (C) embebidas en una matriz extracelular (ECM) de
estroma tumoral (S) (Fig. 14c, parte izquierda). La distribucion de rigidez bimodal revelados picos que representan
células blandas y estroma periférico relativamente rigido (Fig. 14c, parte media). Esto es coherente con una
evaluacion histopatolégico de carcinoma de mama invasivo. Las flechas apuntan a nidos infiltra antes de células
cancerigenas (C) que recuerdan una respuesta de tejido fibroso denso (S).

Una representacién esquematica de una retirada de biopsia guiada con ultrasonidos de un paciente con una lesién
sospechosa se muestra en la fig. 1a. Un dibujo de una herramienta de biopsia con una muestra de ensayo que
presenta dimensiones de una biopsia de mama cilindrica habitual se representa en la fig. 1 b. Una muestra de tejido
cilindrica representativa que presenta una orientacién distinta desde el nucleo la periferia se muestra en la fig. 1 c.
Las muestras de tejido recién preparadas se mantienen en solucion de Ringer en todas las ocasiones y se unen de
forma estable a un soporte sélido de Teflén con pegamento biocompatible de una manera orientada (fig. 1 d).

Las distribuciones de rigidez globales para las 21 biopsias humanas (es decir, 6 muestras sanas, 5 muestras
benignas y 10 muestras cancerigenas) examinadas se presentan en la fig. 15 (véase también la Tabla I). Todos los
tejidos de mamas sanos presentan una distribucién unimodal con una rigidez caracteristica de 1,13 a 1,83 kPa. Una
distribucion de rigidez uniforme pero mas amplia se encontré en cuatro casos (casos 8-11) de lesiones benignas
(fibroadenomas). En comparacién con las biopsias sanas, los valores de rigidez variaban de 1,91 a 3,68 kPa y por lo
tanto indica un fenotipo mas rigido en fibroadenomas. En el caso 8, habia una abundancia elevada de fibroblastos
dentro de la masa de tejido fibrético, que se refleja en el valor de rigidez mas bajo (1,91 £ 0,99). En un caso (7), la
distribucion global revelaban los picos, uno (1,33 + 0,32 kPa) que corresponde al valor de rigidez del ejido de mama
normal, y un segundo pico a 2,63 + 2,06 kPa. De forma coherente, el diagnéstico histopatolégico presentaba dos
segmentos distintos de hiperplasia ductal y fibroadenoma respectivamente.

Las once biopsias malignas compartian un perfil de rigidez con un pico dominante de 0,31 a 0,75 kPa que es
significativamente mas bajo en comparacion con la rigidez de la glandula mamaria sana (P < 0,0001). Ademas, el
perfil de rigidez de cancer incluia un segundo pico entre 1,54 y 1,99 kPa que es comun para todas las muestras.
Otra caracteristica habitual de biopsias malignas es que los valores restantes estan ampliamente extendidos hasta
~20 kPa. Esta extensién es indicativa de la pérdida global de arquitectura de glandula mamaria, vascularizacion e
infiltracion tumoral, y cambios de la ECM periférica afectada por invasién como consecuencia de la progresion del
cancer. De forma interesante, se observa que un minimo distinto (~1,1 a 1,5 kPa) permanece entre los picos
primario y secundario en varias biopsias de cancer. Esto parece que se correlaciona de forma inversa con el valor
medio de rigidez para tejidos sanos (Fig. 16), que surge de la transformacién maligna del epitelio sano. Las
distribuciones globales de una biopsia sana y una de cancer revelan una correlacién de rigidez inversa. El tejido
sano presenta un pico a 1,13 £ 0,78 kPa, mientras que dentro de una biopsia de cancer, en el intervalo de esta
rigidez esta presente un minimo (Fig. 16).

Ejemplo 6:_Seguimiento de los cambios nanomecanicos asociados con la progresion del tumor en modelo de ratén
MMTV-PyMT para céncer de mama

Debido a la diversidad genética y epidemiologica en pacientes humanos, el modelo de ratén MMTV-PyMT se eligié
para determinar de forma sistematica las huellas nanomecanicas de progresién y metastasis tumoral. De acuerdo
con la clasificacion histopatolégica, la hiperplasia temprana en MMTV-PyMT representa glandulas mamarias
humanas normales mientras que una proliferacion epitelial extensa limitada dentro de la membrana basal se
asemeja a la neoplasia premaligna en seres humanos. Los estadios posteriores de carcinoma temprano se pueden
comparar de forma morfologica con el carcinoma ductal humano in situ.

Mediante una rigidez media de 1,07 + 0,76 kPa en un mapa de FV representativo de glandula mamaria de ratén
normal (Fig. 18a, parte izquierda) se pueden distinguir estructuras celulares redondas. En la glandula sana con su
colocacién bien organizada de células epiteliales empaquetadas de forma densa y se delinean con una membrana
basal distinta (Fig. 18a, parte derecha), el histograma global revela una distribucioén de rigidez unimodal con un pico
caracteristico a través de toda la muestra de ensayo (Fig. 18a, parte media). El perfil de rigidez uniforme encontrado
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para glandulas mamarias de raton normales es coherente con la mama humana normal. Sin embargo, al contrario
que en tejidos de mama humana, las glandulas mamarias de murino sano presentan cantidades excesivas de tejido
adiposo (70-80 %) que se caracteriza por un pico estrecho especifico con un valor medio de 0,31 + 0,13 kPa (Fig.
19).

Los mapas de FV de tejidos premalignos revelan un patrén de caracteristicas blandas y moderadamente mas rigidas
(Fig 2b, parte izquierda) que se correlacionan con un aumento de los componentes del estroma que rodean las
masas de células proliferativas en secciones tefiidas con H&E (Fig 18b, parte derecha). Por consiguiente, el
histograma global muestra una distribucién mas amplia con un desplazamiento del valor maximo de 1,51 + 0,91 kPa
(Fig. 18b, parte media). Sin embargo, el software que analiza picos fue capaz de identificar dos picos a 1,15y 1,565
kPa, respectivamente, lo que indica el comienzo de una distribucién de rigidez bimodal.

Esta tendencia se hizo mas pronunciada en cancer temprano dando como resultado areas blandas y rigidas distintas
(Fig. 21c, parte izquierda). Los picos a 0,51 £ 0,11y 1,63 £ 0,71 kPa en el histograma global proporcionan una clara
evidencia de la distribuciéon de rigidez bimodal (Fig. 21c, parte media). En la misma medida, distintas zonas de
células cancerigenas densamente empaquetadas e invasion inicial del estroma son evidentes en secciones tefidas
con H&E (Fig. 21c, parte derecha). Los valores de rigidez se calcularon para todos los tejidos de mama y pulmones
de murino examinados y se presenta en la Tabla 2. Ademas, el tejido adiposo como un contribuyente principal a la
composicion de la glandula mamaria de murino se puede confundir para grupos de células cancerigenas. Por lo
tanto, fueron necesarios experimentos de control en tejidos adiposo para diferenciar entre los dos tipos de células
(Fig. 19). Por lo general, los adipocitos se pueden diferenciar de todos los demas tipos de células basandose en su
aspecto morfolégico uniforme en las secciones tefiidas con H&E (Fig. 19a, parte izquierda). Los adipocitos carecen
de cualquier estructura distinta y por lo general tienen un tamafio mayor en comparacion con las células
cancerigenas (Fig. 19b, parte izquierda). Estas caracteristicas son coherente con lo que se habia observado en los
mapas de FV (Fig. 19, partes medias respectivamente). El valor de rigidez correspondiente de tejido adiposo que se
obtuvo es 0,31 +0,13 kPa (Fig. 19a, parte media). En comparaciéon, una medida representativa sobre células
cancerigenas proporcion6 un pico suave primario a 0,75 £ 0,25 kPa (Fig. 19b, parte media), que es coherente con el
anadlisis de la Fig. 14c. De forma importante, los datos muestran que el tejido adiposo es (i) aproximadamente un
tercio mas blando que las células malignas, (ii) ejerci6 una adhesion mas fuerte a la punta (los datos no se
muestran), y, (iii) presenta caracteristicas de disipacién mas elevadas (como se caracteriza con la histéresis grande
entre curvas de fuerza de MFA de enfoque y retraccion) (los datos no se muestran).

Los mapas representativos de rigidez de MFA de alta resolucion (72 x 72 pixeles) muestran conductos para una
glandula normal (D) (Fig. 18a, parte izquierda), que presenta una distribucion Gaussiana uniforme (Fig. 18a, parte
media). La histologia después de MFA de secciones de tejido de ratén muestra glandula mamaria no lactante con un
conducto (D) rodeado por tejido del estroma y adiposo (Fig. 18a, parte derecha) sefialado con flechas. En la lesion
premaligna se visualizan el epitelio proliferativo (E) y el estroma adyacente (S) (Fig. 18b, parte izquierda). La
distribucién de rigidez para hiperplasia premaligna (Fig. 18b, parte media) es mas amplia con una indicacién de
bimodalidad (Fig. 18b, parte media). Las secciones tefiidas con H & E del mismo tejido visualizan una gran
proliferaciéon de células epiteliales (E) rodeadas por componentes del estroma (S) (Fig. 18b, parte derecha). El mapa
de rigidez de una lesién de cancer inicial revela células cancerigenas individuales (C) limitadas por tejido del estroma
(S) (Fig. 18c, parte izquierda). Por consiguiente, la distribucion de rigidez bimodal diferencia entre fenotipo de células
cancerigenas blandas y estroma rigido (Fig. 18c, parte media). En la seccién tefiida con H & E las flechas apuntan a
la morfologia celular atipica (C) y una invasion temprana en el estroma adyacente (S) Fig. 18c, parte derecha).

La tincion con H&E en un tejido adiposo de la region aproximada se muestra en la Fig. 20a (parte izquierda), en la
gue se registraron los mapas de fuerza correspondientes. Dentro de los mapas de fuerza, los adipocitos aparecen
homogéneos (Fig. 20a, parte media). El histograma correspondiente indica distribucion de rigidez y valor medio
computerizado para el tejido adiposo (Fig. 20a, parte derecha). Por otro lado, el tejido cancerigeno (Fig. 20b, parte
izquierda) presenta cierta estructura que revela células cancerigenas individuales embebidas en ECM (Fig. 20b,
parte a la izquierda y medias respectivamente). El tejido formado por células cancerigenas y masivas presenta perfil
mas rigido nanomecanico y mas heterogéneo (Fig. 20b, parte derecha).

Entre los cambios estructurales mas significativos de la arquitectura de la glandula mamaria que se producen
después de la transicion de glandula mamaria normal al inicio de céncer se encuentran, la degradacion de la
membrana basal, que rodea las glandulas normales y premalignas (Fig. 22, parte superior) y la expresion y
organizacion alteradas del colageno | (Fig 22, parte inferior). En estadios mas tardios de progresién tumoral, las
contribuciones del estroma modifican de forma creciente el comportamiento del cancer. Por ejemplo, el colageno |, el
componente principal de la ECM, se ha asociado con la rigidez del cancer. Por lo tanto, se examiné la relacion entre
perfiles nanomecanicos locales y estructura de la ECM en el cancer de MMTV-PyMT tardio, que corresponde a
invasiones dictales de carcinoma en ser humano. Algunos mapas de FV secuencia demuestran rigidez gradual
desde el nucleo a la periferia Fig. 21a) con valores maximos que se desplazan de 0,74 + 0,26 kPa en el nucleo a
5,561 + 1,70 kPa en la periferia. Al mismo tiempo, la heterogeneidad del tejido aumentado (Fig. 21 b) y es maxima en
la periferia (Fig. 21b parte derecha). Estos cambios parece que estan asociados con distintos cambios en ECM como
se revela mediante analisis de IHC correlativo (Fig. 21c).
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Los mapas de rigidez consecutiva a través de la muestra demuestran un aumento significativo de la rigidez y la
heterogeneidad estructural desde el nucleo la periferia (Fig. 21a, de izquierda a derecha respectivamente) como se
ilustra en las distribuciones de rigidez correspondientes (Fig. 21b). El andlisis de IHC (tincién de color gris oscuro)
revela cambios estructurales y morfolégicos subyacentes en el colageno | (Fig. 21c, parte superior) y la laminina
(Fig. 21c, parte inferior) desde el nucleo a la periferia marcados con cabezas de flecha.

Por ejemplo, el colageno | no se detecta en el nucleo hablando, pero esta presente de forma creciente hacia la
periferia (Fig. 21c, parte superior). Ademas, la expresion de la laminina | esta practicamente ausente desde el nucleo
(Fig. 21 c, parte inferior izquierda) como se espera en el cancer avanzado, en el que la membrana basal se ha
desintegrado. Sin embargo, el aumento de la vascularizacion de las areas medias y periféricas daba como resultado
una tincién de la laminina de las membranas basales de los vasos (Fig. 21c, parte inferior media y derecha). La
ausencia de laminina y colageno | en las regiones del nicleo contribuyen al fenotipo blando de las células
cancerigenas. Por otro lado, el aumento de tincion hacia la periferia marca el aumento de la invasion del estroma
relacionada con la rigidez en las respectivas regiones. Ademas, la inmunotincién muestra claramente que hay una
heterogeneidad considerable del tejido en estadios tumorales tardios que se reflejan en el amplio intervalo de
valores de rigidez.

Ejemplo 7:_El fenotipo celular blando e hipoxico conduce a metastasis pulmonar en el modelo de ratén

A continuacién, se examind la asociacién entre los cero tipos de cancer mas blandos con la capacidad para producir
metéastasis en sitios distantes, en particular en los pulmones. Los pulmones de murino sano contienen cantidades
elevadas de colageno IV y laminina y por lo tanto presentan un fenotipo mas rigido en comparaciéon con glandulas
mamarias. La MFA revelaba que el valor de rigidez media es de 11,01 £ 5,19 kPa para tejido de pulmén sano (Fig.
264, parte izquierda, mapa representativo de rigidez de MFA en la parte media, Tabla 3) que consiste en estructuras
alveolares y bronquiales asi como vasos sanguineos expandidos (Fig. 26a, parte derecha). En un estadio tardio de
la progresion del tumor, los ratones MMTV-PyMT desarrollaron metastasis pulmonar. De forma coherente, las
medidas de rigidez de los pulmones de ratones en estadio de cancer tardio demuestran un pico extremadamente
suave de 0,61 + 0,41 kPa (P < 0,0001) (Fig. 26b, parte izquierda, barras de color gris, mapa de representativo de
rigidez de MFA en la parte media, Tabla 3) que esta ausente en los pulmones sanos. La tincion histolégica después
de MFA confirmaba la presencia de lesiones metastasicas multiples. De forma interesante, en comparacién con los
pulmones sanos, el tejido pulmonar alrededor de las metastasis mostraba una distribuciéon de rigidez mas plana con
rigidez media a 8,19 + 4,94 kPa. La hipoxia extensa en estadios tumorales avanzados altera la reticulacién del
colageno en pulmones. Posiblemente, algunos cambios en ECM de los pulmones metastasicos son responsables de
variaciones locales de rigidez de tejido pulmonar adyacente a la metastasis.

La formacién de metastasis de células cancerigenas demandan pulmones presenta un fenotipo blando similar al del
tumor primario (Fig. 26a) como se muestra mediante el mapa representativo de rigidez MFA de pulmones sanos y el
perfil de rigidez global (Fig. 26a, parte media). La tincién histolégica posterior revela morfologia del epitelio normal
que consiste en estructuras alveolares y bronquios (Fig. 26a, parte derecha). El mapa representativo de rigidez de
MFA de pulmones (Fig. 26b, parte izquierda) y el perfil de rigidez global (parte media) presentaban lesiones
metastasica. El analisis histopatolégico revela la ubicacion del grupo metastasico y estructuras alveolares que
parecen normales en el pulmon circundante (Fig. 26b, parte derecha).

Un mapa representativo de rigidez de MFA (24 x 24) de una regién revela la heterogeneidad nanomecanica entre
células cancerigenas (Fig. 23a). La distribucién de rigidez a partir de una regién celular de la biopsia de cancer
revela dos picos, el primero a 0,45 + 0,15 kPa y el segundo a 1,26 +0,43 kPa representando dos subpoblaciones
blandas distintas de células cancerigenas (Fig. 23b).

Una escasa diferenciaciéon como se indica con la expresion de desmina y/o vimentina en células cancerigenas es
otra evidencia de agresividad. En contraste con glandulas normales y premalignas, en las que la tincién de vimentina
y desmina eran especificas del tejido (Fig. 25a and 25b), el estadio de cancer temprano presenta areas, en las que
tanto vimentina como desmina se expresan en células de cancer epitelial. (Fig. 25c). Por ultimo, en un cancer tardio,
se observo una expresion y distribucion distintas de vimentina y desmina para células de cancer blanco rodeando e
intravasando los vasos sanguineos (Fig. 25d), que se correlaciona bien con la formacion de grupos blandos de
células metastéasicas en pulmones (Fig. 26b, parte izquierda).

Ejemplo 8

La Fig. 27 muestra una realizacién de la invencién, en la que el elemento piezoeléctrico 1 se acopla directamente a
la estructura en voladizo 2. En caso de que el elemento 1 se extienda de forma maxima a lo largo de la primera
direccion R y el contacto entre la punta de la estructura en voladizo 21 y la superficie 4 de la muestra esté relajara, el
controlador 31 activa los motores externos 3 (actuador) para bajar la punta de la estructura en voladizo 21 a lo largo
de la primera direccion R en la superficie hasta que se alcance de la extensién deseada del elemento piezoeléctrico
1. En caso de que el rendimiento piezoeléctrico 1 se retraiga de forma maxima y la punta de la estructura en voladizo
21 a hendidura en la superficie de la muestra 4 con una fuerza no deseada con el controlador 31 activa los motores
externos 3 para elevar la estructura en voladizo 2 a lo largo de la primera direccion R para restaurar una extension
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deseada del elemento piezoeléctrico 1.
Ejemplo 9

La Fig. 28 muestra otra realizacion de la invencion, en la que el elemento piezoeléctrico se acopla directamente al
soporte de muestras 41 y la estructura en voladizo 2 se une a un soporte de muestras 25.

Ejemplo 10

La Fig. 29 muestra el esquema del movimiento piezoeléctrico vertical a lo largo de la primera direccion R. El
elemento piezoeléctrico se caracteriza por una extension maxima 12 y una retraccion maxima 11. Entre estos dos
estados se encuentra el intervalo de trabajo del elemento piezoeléctrico que se puede dividir en el intervalo de
trabajo 6ptimo 13 y el intervalo de trabajo no éptimo. Un primer umbral se situa en el limite entre el intervalo de
trabajo 6ptimo 13 y el intervalo de trabajo no ultimo 14 en el lado de la retraccion maxima 11. Un segundo umbral 16
se situa en el limite entre el intervalo de trabajo 6ptimo 13 y el intervalo de trabajo no éptimo 14 en el lado de la
extension maxima 12.

Cuando la muestra ésta alcanzan una posicién demasiado elevada y el elemento piezoeléctrico 1 se retrae hacia el
umbral 15, por ejemplo menos de un 20 % o 2 ym de su intervalo de extension total, el controlador activara los
motores. Los motores se moveran hacia arriba y restableceran la distancia de trabajo éptima 13 del elemento
piezoeléctrico (por ejemplo, entre un 20 % y un 80 % de la extensién maxima o entre los 2 ym iniciales y los ultimos
2 um de la extension maxima) (Fig. 3). Si el elemento piezoeléctrico se extiende mas de un 80 % o los dltimos 2 pm
del intervalo de extension total en el umbral 16, el controlador activara de nuevo los motores, pero en esta ocasion
se moveran hacia abajo para restablecer la distancia de trabajo éptima del elemento piezoeléctrico 13 (Fig. 3). Por lo
general, la estructura en voladizo se baja o se eleva por ejemplo en 3 uym si una esta trabajando con un elemento
piezoeléctrico de 15 ym de intervalo de extension total. Este valor no puede acusar el usuario con la combinacién
dada de MFA y motores.

Concepto y evidencia

La complejidad del cancer exige mejores biomarcadores para la deteccion y analisis de la enfermedad. La presente
invencién tiene implicaciones importantes para el uso de propiedades nanomecanicas como un nuevo biomarcador
para detectar y evaluar cambios en tejidos tumorales nativos que se pueden trasladar a entornos clinicos.

El método de la invencién distingue claramente entre tejido normal, lesiones benignas tales como fibroadenomas
tejido cancerigeno. Aunque ambos tipos de tejido por lo general presentan una rigidez uniforme que es coherente
con el respectivo aspecto morfolégico homogéneo, la rigidez de las lesiones benignas es significativamente mas
elevada que la del tejido de glandulas mamarias normales. Esta rigidez evidente se debe mas probablemente a la
hiperplasia fibroquistica que da como resultado un contenido elevado de tejido fibrético que se extiende y altera el
mioepitelio ductal. Por el contrario, el ensayo de MFA nanomecanico de muestras de tejido de glandula mamaria
obtenidas a partir de ratones MMTV-PyMT y biopsias en seres humanos demuestra que las lesiones malignas no se
caracterizan por una rigidez especifica, sino mas bien por un gradiente de rigidez radial que se relaciona con el
fenotipo maligno agresivo.

Los informes sobre evaluacion de la rigidez tumoral en la bibliografia son discrepantes. Algunas medidas realizadas
en biopsias de tejido con radiologia clasica condujeron a la nocion ampliamente aceptada de que el tejido
cancerigeno por lo general es mas rigido en sus alrededores. De forma analoga, algunos ensayos de compresion sin
limitar han descrito que los tumores son mas rigidos que los tejidos normales. Ademas, un estudio reciente mostro
que la fibrosis tisular inducida por reticulacion de colageno, actividad de integrina modulada y aumento de
adhesiones focales estimula la rigidez del estroma tumoral. Por el contrario, un nimero de estudios que usan
diferentes ensayos biomecanicos in vifro de una sola célula informan de una disminucién de la rigidez en células
cancerigenas aisladas con aumento de la eficacia metastasica. Por ejemplo, recientemente se mostr6 que las
células metastasicas aisladas de pacientes con cancer presentan una rigidez inferior a un 70 % que las células
normales en la misma muestra. Sin embargo, las células aisladas y/o cultivadas carecen de interacciones complejas
de célula-célula y célula-matriz que se producen en tejidos.

Con el ensayo de muestras de tejido recién preparadas se mantuvieron tanto la arquitectura tisular como la
estructura de la ECM. Ademas, las medidas realizadas representan una toma de muestras de toda la seccion
transversal del tumor y por lo tanto representa la heterogeneidad que es habitual para tumores. Por lo tanto, algunos
datos de rigidez de MFA reconcilian parcialmente estas discrepancias porque no representan una sola rigidez a
single sino mas bien una firma nanomecanica distinta. Por ejemplo, al igual que el aumento de rigidez medida con
compresion sin limitar, el ensayo de MFA también revelaba que el tejido tumoral del estroma en la periferia era
relativamente rigido; sin embargo, el tumor subyacente es considerablemente mas blando. Dado que el cancer es
extremadamente diverso con respecto a morfologia y bioquimica celular, apenas se puede esperar un médulo de
rigidez comun para todas las regiones tumorales. Los datos presentados aqui ofrecen un nuevo paradigma para la
comprensiéon de cémo la rigidez del cancer y el fenotipo agresivo se ven influidos por la heterogeneidad de las
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células tumorales.

La hipoxia es una de las condiciones microambientales que influyen en la progresién del tumor mediante la
alteracion de la expresion de numerosos productos genéticos que conducen a la supervivencia y expansiéon de
células cancerigenas en un entorno con déficit de oxigeno. Estos procesos incluyen angiogénesis, apoptosis,
glucaolisis, control del ciclo celular y de forma mas interesante, migracién. Algunas medidas de MFA de tejido de
mama de MMTV-PyMT proporcionan evidencias de que la hipoxia también modula las propiedades nanomecanicas
del tejido cancerigeno. En particular, el reblandecimiento relacionado con hipoxia parece que estimula un fenotipo
metastasico, agresivo. Los hallazgos realizados apoyan el concepto emergente de que el microentorno tumoral
regula algunas propiedades biofisicas a nivel celular y/o insular. En el caso de células neoplasicas epiteliales de
mama, la respuesta celular resultante corriente abajo da como resultado reblandecimiento celular coherente con un
aumento del potencial metastasico. De forma coherente, algunas células con fenotipo hipoxico que se propagaron
desde el nucleo a la periferia en tejidos de cancer invasivo dieron como resultado un desplazamiento
correspondiente de la distribucion de rigidez. Aunque la hipoxia no se midié directamente en muestras humanas, el
reblandecimiento del nucleo sugiere que estas areas también hipoxicas.

Recientemente, se ha sugerido que la modificacion del microentorno tumoral a través de la rigidez de la ECM
inducida por la reticulacion de colageno mediada por lisil oxidasa (LOX) estimula la capacidad de invasién y la
metastasis tumorales. La hipoxia regula de forma positiva la expresién de LOX y, sobre todo, su actividad catalitica,
que da como resultado una degradacion del colageno y dirige escasamente a las células de cancer de mama y
masivas hacia un fenotipo mas agresivo. Anteriormente se ha informado que la hipoxia, a través de la remodelacién
de la ECM y el citoesqueleto, influye en la rigidez celular, y que estos cambios de rigidez estimulan la invasion y
metastasis celular. Una degradacion importante de colageno y fibronectina en lugar de un aumento del colageno
fibrilar se observé en regiones con una abundancia elevada de células cancerigenas. De forma analoga, se ha
informado que la degradacién de la ECM dependiente de MMP acompafia a la progresion del cancer. Algunos datos
indican una fuerte correlaciéon entre hipoxia, degradacion del colageno, y reblandecimiento del tejido en carcinomas
invasivos, aunque se midid6 un aumento de la rigidez de ~15 veces en el estroma tumoral adyacente a células
hipoéxicas. Se puede concebir que el reblandecimiento del tejido relacionado con la hipoxia en lugar de la rigidez de
la ECM estimule la progresion tumoral. La presencia de metastasis de pulmoén en ratones MMTV-PyMT que han
mantenido su fenotipo hipéxico proporciona un soporte adicional para esta idea.

Se sabe bien que la hipoxia induce la angiogénesis tumoral a través de sefiales quimicas y posiblemente mecanicas.
Al mismo tiempo, la hipoxia estimula la capacidad de invasion de células tumorales que implica que las células
crucen la membrana basal endotelial durante la entrada y salida de los vasos sanguineos. En la transicion desde
carcinoma in situ ha invasivo, se observa degradacion estructural de la membrana basal de forma microscopica, que
coincide con la invasién de células tumorales. La rotura de la membrana basal como la "lltima linea de defensa"
antes de que el tumor se extienda provoca de forma mas probable un aumento adicional del reblandecimiento del
tejido regional y contribuye a una heterogeneidad de la rigidez global. De forma coherente, las células hipoxicas se
detectaron no solamente en el nucleo sino también cerca de los vasos sanguineos en carcinomas invasivos, lo que
se afiade al patrén caracteristico de rigidez heterogénea.

Al hacer que las células epiteliales originalmente en capas se comporten como fibroblastos con motilidad, los
marcadores de transicién epitelial-mesenquimal (EMT) y sobreexpresion de mesenquimal son elementos
fundamentales en la progresion del tumor. La expresion de vimentina y desmina aumentaron radicalmente con la
progresion del tumor en biopsias tanto de ratones MMTV-PyMT como humanas, contribuyendo de este modo al
fenotipo de rigidez heterogénea. La coexpresion de vimentina y desmina indica desdiferenciacion celular que podria
conducir ha adaptacion a hipoxia. Por otro lado, la expresion y el comportamiento de estos marcadores durante EMT
se ven afectados por la hipoxia. Esto podria explicar como se mantiene el fenotipo hipdxico agresivo incluso en
entornos bien oxigenados tal como vasos sanguineos y pulmones.

Conclusién

Los datos de la presente invencion proporciona la evidencia de que el fenotipo blando desempefia un papel
fundamental en la progresion del cancer. La comparacion de la firma nanomecanica de muestras de tejido humano
con el correspondiente diagnéstico histopatolégico demuestra que una proporcién elevada de regiones blandas con
respecto a rigidas es una indicaciéon de un fenotipo mas agresivo.

Algunos datos inmunohistoquimicos adicionales (no se muestran) indican que la degradacion y la reorganizacion
espacial de componentes de la ECM se asocian con la progresion tumoral. Al mismo tiempo, los cambios
estructurales de SM-actina, vimentina y desmina dentro del tumor primario localizado indican cambios significativos
en la citoarquitectura. A medida que el tumor progresa la heterogeneidad estructural aumenta adicionalmente, es
evidente que algunos cambios en la organizacién de la ECM y en la citoarquitectura influyen en la respuesta
nanomecanica de las células y por lo tanto la progresion del tumor se caracteriza por un aumento de la
heterogeneidad de la rigidez.

Esto esta muy de acuerdo con la distribucion de rigidez bimodal medida en carcinomas con MFA. Ademas, la

20



ES 2562008 T3

laminina estd muy desorganizada y revela que la pérdida de polaridad epitelial es coherente con malignidad y
capacidad de invasion.

Tabla 1
Caso Edad/ Valores de rigidez de MFA * DT Diagnéstico histopatolégico Grado
n°. sexo [kPa] correspondiente (9)
Pico1 Pico Pico 3 otro
2
1 20/ 1,19 - - Sano -
hembra +0,82
2 31/ 1,13 - - Sano -
hembra +0,78
3 34/ 1,17 £ - - Sano -
hembra 0,67
4 50/ 1,23 £ - - Sano -
hembra 0,24
5 53/ 1,31+ - - Sano -
hembra 0,76
6 55/ 1,83+ - - Sano -
hembra 1,13
7 61/ 1,33+ 2,63 - Fibroadenoma con hiperplasia ductal -
hembra 0,32 +
2,06
8 47/ - 1,91 - Fibroadenoma -
hembra +
0,99
9 48 / - 3,94 - Fibroadenoma -
hembra +
1,49
10 49/ - 3,41 - Fibroadenoma -
hembra +
1,97
11 56/ - 3,68 - Fibroadenoma -
hembra +
1,92
12 63/ 0,56+ 1,82 7,71 £4,55 Carcinoma ductal invasivo 3
hembra 0,24 +
0,96
13 44 / 0,61+ 1,54 - Carcinoma invasivo oncocitico 2
hembra 0,21 +
0,30
14 45/ 046+ 1,19 - Carcinoma ductal-lobular invasivo 2
hembra 0,21 +
0,84
15 61/ 0,75 1,64 declive exponencial Carcinoma ductal invasivo 2
hembra +0,22 + definido por la
0,78 enfermedad
16 731/ 0,73+ 1,47 - Carcinoma ductal invasivo con patréon 2
hembra 0,34 + de crecimiento lobular
1,67
17 83/ 0,63 - declive exponencial Carcinoma apocrino 2
hembra 0,50 definido por la
enfermedad
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18 61/ 0,57+ 1,99 5,75 £ 1,62 Carcinoma ductal invasivo
hembra 0,16 +
0,73
19 69/ 066+ 1,71 - Carcinoma ductal invasivo
hembra 0,31 +
1,41
20 79/ 0,53+ 1,81 7,41 +£2,49 Carcinoma lobular invasivo
hembra 0,23 +
0,42
21 95/ 0,31+ - 8,45+ 1,77 Carcinoma ductal invasivo
hembra 0,12
Tabla 2
Raton (muestra n°.) Valores de rigidez de MFA [kPa] + DT Diagnéstico histopatologico correspondiente
Pico 1 Pico 2
1 1,148 + 0,482 - Normal
2 1,075 +£ 0,622 - Normal
3 1,021 £ 0,524 - Normal
4 0,983 + 0,860 - Normal
5 1,149 + 1,275 - Normal
6 0,959 + 0,931 - Normal
7 0,956 + 0,260 - Normal
8 1,124 + 0,503 - Normal
1 1,023 + 0,054 1,449 + 0,693 Premaligno
2 - 2,437 + 0,844 Premaligno
3 1,012 £ 0,434 2,046 + 0,679 Premaligno
4 1,265 £ 0,549 1,963 £ 1,382 Premaligno
5 1,612 £ 0,244 2,166 + 1,042 Premaligno
6 1,679 £ 0,973 - Premaligno
7 1,568 + 0,648 - Premaligno
1 0,591 +0,178 1,404 +0,556 Cancer inicial
2 0,467 + 0,158 1,496 + 0,748 Cancer inicial
3 0,721 + 0,068 4,195 + 2,837 Cancer inicial
4 0,443 0,112 1,069 £ 0,512 Cancer inicial
5 0,771 £ 0,152 1,446 + 0,879 Cancer inicial
6 0,498 + 0,192 1,554 + 0,895 Cancer inicial
7 0,521 £ 0,180 1,414 £ 0,812 Cancer inicial
1 0,626 £ 0,197 3,171 £2,312 Cancer tardio
2 0,723 £ 0,277 2,422 + 0,701 Cancer tardio
3 0,503 + 0,032 5,081 +2,746 Cancer tardio
4 0,650 + 0,131 5,279 + 3,122 Cancer tardio
5 0,767 + 0,041 4,493 + 3,060 Cancer tardio
6 0,567 + 0,223 2,636 + 1,449 Cancer tardio
7 0,744 + 0,301 3,451 £1,701 Cancer tardio
8 0,699 + 0,155 4,404 £ 1,001 Cancer tardio
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Tabla 3

Ratén (pulmén n°.)

Valores de rigidez de MFA [kPa] + DT

Normal Metastasis Alrededores
1 9,917 £+ 4,753
2 11,302 + 5,246
3 11,334 + 5,808
4 0,776 + 0,689 9,723 +5,215
5 0,588 + 0,377 10,685 + 6,763
6 0,777 + 0,880 8,354 + 4,548

Listado de elementos de referencia

100 Microscopio de fuerza atémica de la invencién
1 Elemento piezoeléctrico

11 Retraccién maxima

12 Extension de forma maxima

13 Intervalo de trabajo éptimo

14 Intervalo de trabajo no éptimo

15 Umbral para elevar la estructura en voladizo
16 Umbral para bajar la estructura en voladizo
2 Estructura en voladizo

21 Punta de la estructura en voladizo

22 Laser

23 Espejo

24 Fotodiodo

25 Soporte de la estructura en voladizo

3 Motor

31 Controlador

4 Muestra

41 Soporte de la muestra

R Primera direccion
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REIVINDICACIONES
1. Un método para clasificar una muestra de biopsia de tejido obtenida a partir de un tumor, que comprende

- determinar los valores de rigidez para una pluralidad de puntos en dicha muestra con una resolucién espacial
de al menos 100 ym, dando como resultado una distribucion de rigidez,

- asignar a dicha muestra una probabilidad de malignidad,

en el que

- a una muestra que presenta una distribucién de rigidez al menos bimodal se le asigna una probabilidad elevada
de que sea maligna, en donde dicha distribucion de rigidez al menos bimodal se caracteriza por un primer pico
que presenta un valor de rigidez al menos dos veces mas elevado que el de un segundo pico.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha pluralidad de puntos se coloca en forma de una
rejilla de n1 por n2 puntos, definiendo dicha rejilla un area.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, mediante el que se determinan dichos valores de rigidez de al
menos dos areas diferentes de dicha misma muestra, y la distancia entre los centros geométricos de dichas areas es
un multiplo de dicha resolucién espacial de al menos 10.

4. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que a una muestra que presenta una
distribucién de rigidez unimodal se le asigna una probabilidad elevada de que no sea maligna.

5. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que dicha muestra de
biopsia de tejido es una biopsia cilindrica o prismatica con un diametro de al menos 7 um.

6. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho tumor es un carcinoma de
mama humana o una metastasis de ganglio linfatico, pulmén, hueso, higado o cerebro.

7. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que dichos valores de
rigidez se determinan en condiciones fisiologicas.

8. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que se determina la rigidez de una
muestra de biopsia de tejido de mamay en el que

- a una muestra que presenta una distribucion de rigidez caracterizada por un pico entre 1,1 kPay 1,5 kPa se le
asigna una probabilidad elevada de que sea tejido de mama normal,

- a una muestra que presenta una distribucién de rigidez caracterizada por un pico entre 1,9 kPay 3,7 kPa se le
asigna una probabilidad elevada de que sea una lesion benigna,

- a una muestra que presenta una distribucién de rigidez caracterizada por picos entre 0,31 kPay 0,75 kPa y a
un valor superior a 1,2 kPa se le asigna una probabilidad elevada de que sea un tumor maligno.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que a una muestra que presenta una distribucion de rigidez
caracterizada por picos entre 0,31 kPa y 0,75 kPa y entre 1,2 kPa y 2,0 kPa se le asigna una probabilidad elevada
de que sea un tumor maligno.

10. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que dichos valores de rigidez se
determinan con un microscopio con sonda de barrido que tiene

- una sonda (2) con una punta (21) para interactuar con dicha muestra (4), y

- un nanoescaner (1) para retener dicha muestra (4) o dicha sonda (2),

en donde

- la extension de dicho nanoescaner (1) a lo largo de una primera direccion (R), a lo largo de la que se mueve
dicha punta (21) hacia dicha muestra (4), se controla, y

- un nivel de dicha sonda (2) a lo largo de dicha primera direccion (R) se ajusta por medio de un actuador
adicional (3) cuando dicho nanoescaner (1) presenta una extension por debajo o por encima de un valor umbral.

11. Un método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho ajuste se realiza mediante bajada o elevacion de
dicha sonda (2) o mediante bajada o elevacién de dicha muestra (4).

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicho nivel se ajusta cuando dicho nanoescaner (1)
presenta una extension inferior a un 20 % o superior a un 80 % de su extensidbn maxima.

13. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 11 o 12, en el que dicho nivel se ajusta mediante bajada o

elevacion de dicha sonda (2) o de dicha muestra (4) de un 10 a un 30 % de la extension maxima de dicho
nanoescaner (1).
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14. Un sistema para clasificar una muestra de biopsia de tejido tumoral, que comprende

- un dispositivo (100), en particular un microscopio de fuerza atdbmica, para determinar valores de rigidez con un
poder de resoluciéon de al menos 1 ym,

- un microprocesador programado,

en el que

dicho microprocesador programado esté equipado y disefiado para realizar un método de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 a 12.

15. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que dichos dispositivo (100) o microscopio de fuerza
atémica comprenden:

- una sonda (2) que tiene una punta (21) para interactuar con una muestra (4), en donde dicha sonda (2) esta
configurada para mover dicha punta (21) hacia dicha muestra (4) a lo largo de una primera direccién (R),

- un nanoescaner (1) para retener dicha muestra (4) o dicha sonda (2),

caracterizado por que

dicho dispositivo (100) comprende un medio para controlar la extensién de dicho elemento piezoeléctrico a lo
largo de dicha primera direccion (R), un actuador (3) para ajustar un nivel de dicha sonda (2) a lo largo de dicha
primera direccion (R) y un controlador (31) para controlar dicho actuador (3), en donde dicho controlador (31)
esta configurado para controlar dicho actuador (3) con el fin de ajustar dicho nivel de dicha sonda (2), cuando
dicho nanoescaner (1) presenta una extension inferior o superior a un valor umbral.
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Fig. 2
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Fig. 6
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Fig. 16
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Fig. 18
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Fig. 20
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Fig. 21
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Fig. 23
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Fig. 26
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Fig. 27
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Fig. 28
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Fig. 29
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