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Resumen

RESUMEN

El cdncer gdstrico continla posesiondndose como una de las neoplasias malignas mas
mortales en el mundo, especialmente en regiones menos desarrolladas como América
Latina. Pese a la tendencia global de querer un descenso en las tasas de mortalidad por
cancer gastrico, en Colombia la enfermedad todavia representa una gran problematica

social.

Uno de los principales inconvenientes es que, debido a la inexistencia en la actualidad
de un método de cribado apropiado para la poblacién en riesgo, la mayor parte de los
casos son diagnosticados en un estadio avanzado, cuando el prondstico es devastador.
La enfermedad es generalmente letal cuando se detecta clinicamente, ya que en la
mayoria de los casos se diagnostica cuando el tumor ha invadido la capa muscular del
estdmago. No obstante, cuando el tumor se descubre en fase inicial, la tasa de

supervivencia a 5 afos puede superar el 90%.

Ante esta perspectiva, este trabajo doctoral tuvo como objetivo investigar la
idoneidad de una estrategia apropiada para la deteccidon temprana de cdncer gastrico a
través de un método rapido y asequible econémicamente, basado en una metodologia
no invasiva, de facil uso y manejo para el pre-diagnéstico rapido del cancer gastrico a

través del analisis de muestras de aliento exhalado.

El estudio se realizd en una cohorte de pacientes atendidos por distintas
enfermedades gastricas en el Hospital Universitario de la Samaritana de Bogot3,
Colombia. Se incluyeron pacientes diagnosticados con cancer gastrico y pacientes
diagnosticados con otras enfermedades gastricas, los cuales formaron el grupo de

control.
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Resumen

Inicialmente se efectudé una busqueda en el estado del arte para seleccionar el
dispositivo de muestreo y el contenedor de almacenamiento de las muestras de aliento
mas idéneos para la investigacién planteada. Tras este andlisis, se seleccionaron el
muestreador de aliento BioVOC™ vy los tubos de almacenamiento de vidrio con material
absorbente Tenax TA (ORBO™ 420), los cuales se emplearon para le recoleccion vy el

almacenamiento de las muestras adquiridas en este estudio.

Una vez recolectadas las muestras, en la primera etapa del trabajo experimental se
uso la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para
identificar, por un lado, los compuestos organicos volatiles mas abundantes en el aliento
de todos los pacientes, y por otro lado para determinar posibles biomarcadores de
cancer gastrico hallados en niveles estadisticamente diferentes entre pacientes con
cancer gastrico y pacientes con otras enfermedades gastricas. En total se encontraron
hasta 650 compuestos organicos volatiles en el aliento de los voluntarios, que
pertenecen a los grupos de compuestos quimicos de los alquenos, alcanos, alquilos,
compuestos aromaticos, alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y acidos. Para hallar los
posibles biomarcadores del cancer gastrico, se utilizd el test estadistico t de Student con
el valor de corte a = 0,05, y se encontraron cinco posibles biomarcadores de cancer
gastrico: trans-2,2-dimetil-3-deceno, m-xileno, octadecano, hexadecano y 1-ciclohexil-2-

(ciclohexilmetil)pentano.

Fundamentado en esta informacidn, en la segunda etapa del trabajo experimental se
desarrolld un sistema de olfato electrénico formado por una matriz de sensores
quimicos de gases basados en nanoparticulas de oro funcionalizadas con distintos
compuestos organicos, fabricados mediante una tecnologia innovadora que usa la
técnica de deposicion en fase de gas avanzada, la cual permite la sintesis de
nanomateriales de alta pureza. La morfologia de los nanomateriales fabricados,
caracterizada por microscopia electrénica de barrido, indicé la formacién de monocapas

de nanoparticulas de oro enlazadas mediante los compuestos organicos.

15



Resumen

Para la medicion de las muestras de aliento con el sistema de olfato electrénico, los
sensores fueron incorporados en una camara de medidas cerrada de bajo volumen.
Primero se efectuaron pruebas iniciales con este sistema multisensorial para determinar
el comportamiento de los sensores ante muestras reales y evaluar el tiempo idéneo de
almacenamiento de éstas en el dispositivo de muestreo previamente seleccionado,
determindndose en esta fase que las muestras deben ser analizadas de inmediato tras

la recoleccidn para evitarse la pérdida de compuestos organicos volatiles.

A continuacién se investigd la posibilidad de discriminar muestras de aliento de
diferentes clases de sujetos con el sistema multisensorial desarrollado en este trabajo,
para lo cual se seleccionaron voluntarios fumadores y no fumadores. El modelo de
clasificacién no supervisado PCA construido con los pardmetros extraidos de las
respuestas de los sensores a las muestras analizadas indicé una clasificacion excelente

entre los voluntarios fumadores, no fumadores, y el aire ambiente.

Una vez estudiada esta etapa, para la fase final se analizaron con el sistema
multisensorial las muestras de aliento de los dos grupos de pacientes incluidos en este
proyecto, y se construyé un modelo de clasificacién no supervisado PCA con los
parametros extraidos de las respuestas sensoriales, el cual produjo una tasa de acierto
de 97% en la discriminacién de los pacientes con cancer gastrico, estando a la par con la
precisidon de la prueba de endoscopia que representa el procedimiento de diagndstico

estandar actual para cancer gastrico.

Adicionalmente, se realizd una comparacién entre los resultados obtenidos en este
estudio y resultados obtenidos en otros estudios efectuados en poblaciones del Este de
Asia y Paises Balticos de Europa, que ademds de Sudamérica presentan la mayor
incidencia global de cancer gastrico, para determinar si factores asociados a diferencias
genéticas, de alimentacién y estilo de vida pueden tener impacto sobre la metabolémica

de la enfermedad del cancer gastrico.
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Abstract

ABSTRACT

Gastric cancer continues to be one of the most lethal neoplasia in the World,
especially in less developed regions such as Latin America. Besides of the global
tendency searching for the decrease of the mortality rate produced by gastric cancer, in

Colombia this illness still represents a high social problem.

One of the most important drawbacks is that, because of the current unavailability of
a suitable screening method for the risk population, most of the cases are diagnosed
when the prognosis is devastating. This disease is generally lethal when it is clinically
detected, because in the majority of the cases it is diagnosed when the tumor already
invaded the stomach wall. However, when the tumor is detected at an incipient stage,

the 5 years survival rate can be over 90%.

In front of this perspective, the objective of this doctoral thesis was to investigate the
suitability of an alternative strategy for the early detection of gastric cancer through a
fast and economically affordable method, based on a non-invasive and ease of use
methodology, for the fast prediagnosis of gastric cancer through the analysis of exhaled

breath samples.

The study was realized on a cohort of patients diagnosed with gastric diseases
attended at the University Hospital Samaritana from Bogota, Colombia. In the study
there were included patients diagnosed with gastric cancer, and patients diagnosed with

other gastric diseases that formed the controls group.

At first, it was realized a state of the art search in order to select the most suitable
breath samples acquisition and storing devices for the purpose of the present study.
Based on the literature search, there were finally selected the BioVOC™ breath sampler

and the glass storage tube with Tenax TA storing material (ORBO™ 420), which were
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Abstract

further employed for the collection and storage of the breath samples acquired in this

study.

Once the samples acquired, in the first stage of the experimental work it was
employed the gas chromatography coupled to mass spectrometry technique in order to
identify, on one hand, the most abundant volatile organic compounds in the breath of
all patients, and on the other hand to determine possible breath biomarkers of gastric
cancer disease, as the compounds found in statistically different levels in the breath of
the patients diagnosed with gastric cancer and the patients with other gastric diseases.
Totally there were found up to 650 volatile organic compounds in volunteers’ breath,
which belong to the chemical groups of alkenes, alkanes, alkyls, aromatic compounds,
esters, ethers, aldehydes and acids. For identifying the possible breath biomarkers of
gastric cancer, it was applied the statistical Student t test with the cut-off value a = 0.05,
and were found five possible gastric cancer biomarkers: trans-2,2-dimethyl-3-decene,

m-xylene, octadecane, hexadecane and 1-cyclohexyl-2-(cyclohexylmethyl)pentane.

Based on this information, in the second stage of the experimental work it was
developed an electronic olfaction system composed of an array of chemical gas sensors
based on gold nanoparticles functionalized with different organic compounds,
fabricated through an innovative methodology that employs the advanced gas
deposition technique, and allows for the synthesis of ultra-pure nanomaterials. The
morphology of the sensing nanomaterials, characterized by surface electronic
microscopy studies, revealed the fabrication of monolayers of gold nanoparticles linked

by the organic compounds.

For the measurement of the breath samples with the electronic nose system, the
sensors were placed inside a closed small-volume measurement chamber. At first, there
were performed initial tests with the sensors system in order to assess sensors
responses to real breath samples and to evaluate the adequate storage time of the

breath samples in the sampling device, which led to the conclusion that the samples
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Abstract

need to be analyzed immediately after collection for avoiding the leakage of

compounds.

Next, it was investigated the possibility to discriminate between breath samples of
different classes of subjects with the sensors system developed in this study. For this
experiment there were selected various smoker and nonsmoker volunteers. The PCA
classification model built with the features extracted from sensors responses to the
breath samples analyzed revealed an excellent discrimination between the smoking

volunteers, nonsmoking volunteers, and environmental air.

Once realized these studies, in the last stage of the project there were measured with
the sensors system the breath samples of the patients with gastric diseases selected for
the present study. The PCA classification model built with the features extracted from
sensors responses yielded 97% accuracy for the discrimination of the gastric cancer
patients, which is on pair with the accuracy of the endoscopy test that represents the

current standard diagnostic method for gastric cancer.

Additionally, it was realized a comparison between the results obtained in this study
and the results obtained in other studies performed on populations from East Asia and
Baltic European Countries, which besides of South America present the highest
incidence of gastric cancer in the World, and it was determined that factors associated
with genetic, alimentation and lifestyle differences can have an impact on the

metabolomics of the gastric cancer disease.
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Capitulo 1]|Introduccién

1.1 ENFERMEDADES NO TRANSMISIBLES

Las enfermedades no transmisibles (ENT) se posicionan como la principal causa de

muerte a nivel mundial, ya que provocan mas defunciones que todas las demas causas

juntas, y afectan mdas a las poblaciones de ingresos bajos y medios. Segun la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los principales tipos de ENT son las

enfermedades cardiovasculares, el cancer, las enfermedades respiratorias crénicas y la

diabetes, las cuales podrian reducirse de manera significativa combatiendo los factores

de riesgo y aplicando la deteccion precoz y los tratamientos oportunos, con lo que se

salvarian millones de vidas y se evitarian sufrimientos indecibles [1]. De los 56,4 millones

de defunciones registradas en el mundo en 2016, mas de la mitad (el 54%) fueron

consecuencia de las 10 causas que se indican a continuacion (figura 1.1) [2].

Muertes (millones)

] 2 4 b 8 10

A

B

C

D

E

Grupos de causas

; Enfermedades transmisibles, maternas,
G = neonatales y nutricionales

H

Il Enfermedades no transmisibles

Il Lesiones

Figura 1.1 Muertes globales causadas por categorias de enfermedades. (A)Enfermedad isquémica del corazén
(B)Infarto (C)Enfermedad pulmonar crénica obstructiva (D)Infeccidn de las vias respiratorias (E)Enfermedad de
Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas (F)Traquea, bronquios, canceres de estdmago, pecho,
colon, pulmén (G)Diabetes mellitus (H)Accidentes de trafico (I)Enfermedades diarreicas (J)Tuberculosis.

Adaptado de [2] .

Con el aumento del impacto de las ENT y el envejecimiento de la poblacion, se prevé

gue el numero de muertes por ENT en el mundo, especialmente por cdncer, seguira

ascendiendo cada afio a un ritmo mas acelerado que el promedio [1]. En regiones menos
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Capitulo 1]|Introduccién

desarrolladas, como América Latina, donde el diagndstico precoz y el acceso al

tratamiento son mas dificiles, el escenario es alin mas grave: el nimero de casos crecera

un 78% en los proximos 21 afios, llegando a los 2,5 millones anuales, y las muertes por

cancer practicamente se duplicaran, llegando a 1,3 millones de fallecimientos cada afio.

En Colombia se pronostica que se duplicaran los fallecimientos por esta causa para 2040

[3]. Segun cifras reportadas en el afio 2018 por la OMS (tabla 1.1) [3], en Colombia entre

los hombres la mortalidad por cdncer fue encabezada por los tumores malignos del

estdmago (3.444), seguido por prdstata (3.166), pulmdn (2.971), colon (2.203), leucemia

(1.200), higado (1.156) y pancreas (996). Entre las mujeres el cancer de pecho (mama)

fue la primera causa de muerte (3.702), seguido por el cancer de colon (2.286), pulmdn

(2.265), estomago (2.061), cuello uterino (1.775), ovario (1.252) y pancreas (1.146).

Tabla 1.1 Numero de muertes estimado en mujeres y en hombres, Colombia 2018. Adaptado de [3].

. Numero Por-
Tipos de .
canceres ge centaje

muertes (%)

Pecho 3702 15.9

Colon 2286 9.8
Pulmén 2265 9.7

Estomago 2061 8.8

Cue!lo 1775 7.6

Uterino
Ovario 1252 5.4
Pancreas 1146 4.9
Otros 8829 37.9
TOTAL 23316 100

Mujeres

&~

Hombres

e

il |
g gl
B S

A_J:“‘E-_ﬂf; K
e |
-

. Numero Por-
Tipos de .
canceres Cls centaje

muertes (%)
Estomago 3444 15.1
Prostata 3166 13.9
Pulmén 2971 13.1
Colon 2203 9.7
Leucemia 1200 5.3
Higado 1156 5.1
Pancreas 996 4.4
Otros 7605 33.4
TOTAL 22741 100

23



Capitulo 1]|Introduccién

Es asi, como se evidencia que el cdncer de estomago es uno de los mas letales en
Colombia y su problematica radica principalmente en la deteccién y diagndstico tardio,

lo que dificulta obtener un resultado éptimo en el posible tratamiento.

1.2 EL CANCER DE ESTOMAGO

El cancer de estdmago (gastrico) (CG) es una enfermedad que forma células malignas
(cancerosas) en el revestimiento del estdmago [4]. La pared del estdmago esta
compuesta principalmente por las capas: mucosa, submucosa, muscular y serosa, las
cuales son importantes para determinar la etapa (extension) del cancer y para
establecer un prondstico en una persona. El cdncer de estdmago se origina en la primera
capa (mucosa), y por su origen en el tejido glandular de ésta. El 95% de los casos de CG

son del tipo denominado adenocarcinoma (figura 1.2).

a4

\ L g

Figura 1.2 Cancer de estémago, micrografia ligera. Seccidn de tejido de un adenocarcinoma gastrico. Las células
cancerosas (purpura) pueden verse proliferando. Reproducido de [5].

En ocasiones, el cdncer se denomina solo carcinoma o carcinoma indiferenciado; esto

significa que el tumor se ha “indiferenciado” perdiendo su “arquitectura” glandular. Los

24



Capitulo 1]|Introduccién

linfomas, los sarcomas, los melanomas y los tumores del estroma gastrointestinal son
otros tipos de cancer mucho menos frecuentes y por esa razén, su diagndstico y

tratamientos son diferentes [6].

El cdncer de estdmago se puede propagar de varias maneras; éste puede crecer a
través de la pared del estémago e invadir los érganos cercanos. También puede
propagarse a los vasos linfaticos y a los ganglios linfaticos adyacentes. Cuando el cancer
de estdbmago se torna mas avanzado, puede desplazarse a través del torrente sanguineo

y propagarse (metdastasis) a érganos como el higado, los pulmones y los huesos [7].

El CG es multicausal, y en su etiologia participan factores enddgenos y exégenos con
potencial para desencadenar respuestas anormales en las células o interferir en sus
procesos normales de proliferacién [8]. Entre los factores de riesgo mas representativos
se encuentra el consumo excesivo de sal y alimentos ahumados, el habito de fumar,
abuso de consumo de alcohol, la infeccion con Helicobacter pylori, las condiciones
ambientales, y los factores ocupacionales. No obstante, hay que sefialar que, debido a
su lenta progresion, la posibilidad de ser diagnosticado con CG aumenta drasticamente
después de los 50 afios (aunque el diagndstico tardio podria desempeiar un papel

importante aqui) [9].

En el CG no hay sintomatologia especifica, y el 90% de los pacientes no presentan
sintomas de alarma [10]. Se estima que el 25% de los casos presenta dispepsia ulcerosa
con dolor postprandial recurrente que no responde a las medidas terapéuticas simples,
habituales, no farmacoldgicas [11], mientras el 50% de los pacientes puede presentar

pérdida de peso, astenia, vomitos, saciedad precoz, entre otros.

Existen varios métodos que se utilizan para ayudar a diagnosticar el cadncer gastrico,
entre los que se puede destacar principalmente la esofagogastroduodenoscopia
(endoscopia) con biopsia, ademds del examen coproldgico y hemogramas [12]. En la

actualidad, las pruebas de endoscopia y biopsia son las mas usadas para determinar esta
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enfermedad, pero aun son procedimientos que requieren tiempo para obtener los
resultados, son incémodos para los pacientes y ademds costosos. Como consecuencia

de ello se presenta la necesidad del uso de métodos alternativos que coadyuven a su

diagnéstico.

1.3 EL AIRE EXHALADO

El mecanismo de respiracién ocurre cuando el aire entra por la nariz y pasa a la
cavidad nasal. Luego sigue por la faringe y la laringe hasta la trdquea y llega a los
bronquios. De ahi se distribuye por los pulmones hasta el final de las ramificaciones,
donde el oxigeno se difunde a la sangre, y el diéxido de carbono pasa a los alvéolos.

Finalmente, el aire es expulsado cuando los musculos respiratorios se relajan (figura
1.3).

Vénula

Faringe pulmonar

Laringe
Traquea

=
UL —

Pulmén

#” Arteriola
pulmonar

Bronquios Alvéolos

Figura 1.3 Mecanismo de respiracion. Adaptado de [6] .
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El andlisis del aire exhalado ha sido propuesto como un posible método no invasivo
de diagnéstico desde los tiempos de la Antigua Grecia [13]. Los primeros estudios
cientificos de analisis de aire exhalado datan de los afios 70, pero es en la década de los
2000 cuando surgen con gran fuerza. En el afio 1971, Pauling et al. [14], identificaron
mas de 250 compuestos presentes en el aire exhalado de varios voluntarios, y a partir
de esa fecha muchos han sido los estudios que han relacionado estas sustancias con
diferentes enfermedades. De Lacy Costello et al. [15], han creado un compendio de
compuestos volatiles reportados que se emanan del cuerpo humano, observando 872
compuestos relacionados con la respiracion. Otros estudios informan que la respiraciéon

contiene mas de 1000 compuestos [16].

La composicién del aliento exhalado esta constituida por nitrégeno (74%), oxigeno
(21%), pequeiios gases inorganicos como NO, H;, NOz, CO, H3S, NHs, CO2 (que
representan casi el 5%), vapor de agua y trazas de mas de mil compuestos organicos
volatiles (COV) y compuestos organicos no volatiles [17, 18]. Los COV son detectados y
medidos directamente en la respiracién, mientras que los compuestos organicos no
volatiles (p. ej., isoprostanos, peroxinitritos o citoquinas) se producen en el aliento

exhalado como particulas de aerosol y se miden en el condensado de la respiracidn.

La mayoria de los COV en el aliento estan presentes en concentraciones muy bajas
que van desde partes por trillén (ppt) a partes por milléon (ppm) [19]. En particular, la
cantidad total de estos COV no representa mas de 100 ppm del volumen respiratorio
total [20]. Los compuestos organicos volatiles alcanzan la respiracion exhalada desde las
partes mas profundas de los pulmones llamadas alvéolos, como resultado del proceso
de intercambio con la sangre, por lo tanto, se encuentran en el llamado "aliento

alveolar" [21, 22].

Los COV se originan a partir de exposiciones ambientales actuales o anteriores
(compuestos exdgenos) y por la produccién interna metabdlica (anabdlica y catabdlica)
(compuestos enddgenos). Los COV enddgenos tienden a ser menos reactivos que los
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COV exdgenos y tienen una tendencia mucho menor a ser almacenados en los
compartimientos de grasa del cuerpo debido a su mayor volatilidad. Los COV enddgenos
también tienen una mayor tendencia a disolverse en la sangre debido a una mayor
polaridad, lo que facilita su transporte a través de la sangre a los pulmones y su

liberacidn a través de la exhalacion [23].

e COV enddgenos

Los tipos y origenes de los COV enddgenos en la respiracion humana son importantes
para determinar las fuentes y los posibles efectos negativos asociados con su presencia
en el cuerpo; éstos pueden llevar a la localizacién de los efectos patdégenos en drganos
especificos o compartimentos corporales, y a determinar la gravedad del desarrollo de
una enfermedad o el progreso de la enfermedad a lo largo del tiempo. De esta manera,
las mediciones repetidas de estos compuestos en la respiracién a lo largo del tiempo
pueden indicar la fase de desarrollo de la enfermedad y la duracién de la presencia de

la enfermedad en el cuerpo.

Los compuestos enddgenos que se usan comuinmente con fines de diagndstico son
hidrocarburos como el etano, el pentano y el isopreno; compuestos que contienen
oxigeno como acetona, acetaldehido, metanol, etanol y 2-propanol; compuestos que
contienen azufre como dimetilsulfuro, metilo y etil mercaptanos; y disulfuro de carbono
y sustancias que contienen nitrégeno, como amoniaco y dimetil/trimetilamina. Para
evaluar el significado fisioldgico y el potencial de diagnéstico de estas sustancias, deben
conocerse sus vias bioquimicas de generacién. La tabla 1.2 muestra varias clases de COV

enddgenos exhalados en el aliento y sus mecanismos de produccidn.
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Tabla 1.2 Clases de compuestos organicos volatiles enddgenos en el aliento. Adaptado de [24] .

Clases de COV ‘ Ejemplo Ejemplo de mecanismo de produccién ‘
. Etano, Peroxidacién lipidica de los componentes de 4cidos grasos de
Hidrocarburos . . .
pentano, las membranas celulares activada por especies reactivas de
saturados , ]
aldehidos oxigeno
Hidrocarburos , - , .
. Isopreno Via mevaldnica de la sintesis de colesterol
insaturados
. , Descarboxilacion del acetoacetato de la lipdlisis o la
Contienen oxigeno Acetona

peroxidacion lipidica

Etilmercaptano,

dimetilsulfuro
Contienen Dimetilamina,
nitrogeno amoniaco

Contienen azufre Metabolismo incompleto de la metionina

Insuficiencia hepatica y uremia

Los estudios in vitro han demostrado que el etano y el pentano se generan cuando
los cultivos celulares se exponen a especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto, estos
hidrocarburos alifaticos se consideran marcadores in vitro e in vivo de la peroxidacién
lipidica. Ademas, los niveles de pentano y etano exhalados se correlacionan bien con
otros marcadores de peroxidacién de lipidos como malondialdehido, sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico o glutatién reducido [25]. Aunque existen otras fuentes
potenciales de hidrocarburos saturados en el cuerpo, como la oxidacion de proteinas y
el metabolismo bacteriano del colon, aparentemente tienen una importancia limitada y
no interfieren con la interpretacién de la prueba de aliento de hidrocarburos para el
etano y el pentano [26]. Por lo tanto, se pueden usar las concentraciones exhaladas de

etano y n-pentano para controlar el grado de dafo oxidativo en el cuerpo [27, 28].

El isopreno es un hidrocarburo insaturado que estd siempre presente en el aliento
humano. La formacidon de unidades isoprenoides se produce por la pérdida de CO;
(citoplasma), y se cree que se forma a lo largo de la via mevaldnica de la sintesis de
colesterol [29], aunque una pequefia fraccidn del isopreno exhalado puede ser de origen
bacteriano [30]. Existe evidencia experimental de que la exhalacidn de isopreno puede
estar relacionada con el dafio oxidativo en el revestimiento liquido del pulmén [31] y en
el cuerpo [32]. Las concentraciones de isopreno en la respiracion también parecen ser

dependientes de la edad, siendo significativamente menores en los nifios.

29



Capitulo 1]|Introduccién

La acetona es uno de los compuestos mas abundantes en el aliento humano. La
acetona se forma por descarboxilacidon del acetoacetato, que se deriva de la lipdlisis o la
peroxidacion lipidica. Los cuerpos cetdnicos como la acetona se oxidan a través del ciclo
de Krebs en el tejido periférico, y en sujetos cetonémicos en tiempos de ayuno o de

hambre o durante la dieta.

El acetaldehido se produce probablemente por oxidacion de etanol endégeno, y las
concentraciones de acetaldehido en la respiracidn son siempre mas bajas que las
correspondientes concentraciones de etanol. Por su parte, las concentraciones de
etanol en el aliento de sujetos humanos son mucho mds altas después de la ingesta de
alcohol, el etanol siendo indicador del consumo de alcohol. La fuente potencial de etanol
endogeno es la flora bacteriana intestinal [33]. Por otro lado, se postula que el 2-
propanol es un producto de una reducciéon de acetona mediada por enzimas, y sus
concentraciones en los seres humanos son siempre mas bajas que las concentraciones
de acetona [34]. En cuanto al metanol, su origen en el aliento humano también puede

ser la flora bacteriana intestinal.

Los compuestos que contienen azufre se generan en humanos por un metabolismo
incompleto de la metionina en la via de transaminacion [35]. Los mercaptanos se oxidan
facilmente a sus respectivos sulfuros. En condiciones normales, las concentraciones de
compuestos que contienen azufre en la sangre humana y la respiracion son muy bajas,
pero el deterioro de la funcién hepdatica aumenta el nivel de compuestos que contienen

azufre.

El olor caracteristico de la respiracién urémica debido a niveles elevados de
dimetilamina y trimetilamina se conoce desde hace mucho tiempo. En 1977, las aminas
se identificaron de forma concluyente y se cuantificaron en el aliento humano [36]. En
la sangre aparecen niveles significativos de amoniaco si la eliminacion del amoniaco a
través de la conversidn a urea es limitada debido a un deterioro de la funcion hepatica.
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e (COVexdgenos

Los COV exodgenos detectados en el aliento humano han recibido también mucho
interés, ya que la presencia de estos compuestos puede indicar la exposicién previa de
un individuo a sustancias téxicas y posibles carcinégenos. Dado que los COV exdgenos
son potencialmente indicadores directos de exposicion a agentes quimicos causantes de
enfermedades (toxinas, gases nocivos o tdxicos, etc.), su deteccién implica la posibilidad
de que se hayan producido efectos adversos en el cuerpo humano, no solo en forma de
enfermedades, sino también dafos fisicos en los dérganos que pueden provocar
disfunciones o fallos en los drganos, trastornos metabdlicos y dafios importantes en los
tejidos de los pulmones, cerebro y sistemas organicos, particularmente los sistemas

circulatorio y nervioso.

No obstante, la presencia de COV exdgenos en la respiracion no indica
necesariamente la presencia de enfermedad, sino mdas bien proporciona pistas de que
la enfermedad o el dafio a los érganos es mas probable y puede estar presente. Por lo
tanto, las personas que estdn expuestas a estas sustancias tienen un mayor riesgo de

incidencia de la enfermedad.

Existe una gran variedad de gases exdgenos en el aire ambiente que se absorbe por
inhalacion, absorcidn por la piel y por ingestidn. Los COV exdgenos pueden originarse a
partir de una variedad de fuentes, tales como incendios en edificios, contaminacion del
aire relacionada con la industria y el transporte, efluentes de aire municipales
contaminantes, derrames quimicos toxicos, asi como contaminantes naturales como
didxido de azufre y sulfuro de hidrégeno que provienen de fuentes geotérmicas
(volcanes, aguas termales y géiseres), pantanos y ciénagas eutréficos y minas abiertas a
la atmdsfera. Estos COV se consideran altamente reactivos y suelen causar dafios

peroxidativos al ADN, a las proteinas y a los acidos grasos poliinsaturados [23]. Los
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impactos negativos de los COV exdgenos en el cuerpo pueden acumularse durante

muchos afios y provocar enfermedades crdnicas y cancer [37].

Una vez que los COV tdxicos lipofilicos exdgenos se inhalan y pasan de los pulmones
al sistema circulatorio, pueden almacenarse dentro de los compartimientos de grasa del
cuerpo y finalmente liberarse para causar dafio y enfermedad durante semanas o meses

después de la exposicidn inicial [38].

1.4 BIOMARCADORES DE ENFERMEDADES EN EL AIRE EXHALADO

Por lo general, independientemente de su origen, una sustancia volatil exhalada
cuyas concentraciones difirieron significativamente entre los grupos de sujetos sanos y
no sanos analizados, se ha identificado como posible biomarcador de la enfermedad

investigada [39].

Los biomarcadores del aire exhalado reflejan los cambios metabolémicos producidos
por la enfermedad y pueden representar signos prodrémicos que permiten un
diagndstico temprano o permiten determinar el resultado de interés en una etapa mas
primicia de la enfermedad. Estos biomarcadores se pueden utilizar como un indicador
de un factor biolégico que representa una manifestacion subclinica, una etapa del

trastorno o una manifestacion de la enfermedad.

El origen y la composicidon de los COV endégenos en el aliento son utiles para la
identificacion de biomarcadores preclinicos de diversas enfermedades, reflejando las
alteraciones que tienen lugar en el metabolismo [40]. Por lo tanto, la medicidon de COV
enddégenos en la respiracion puede proporcionar una ventana a los procesos

bioguimicos del cuerpo.
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Algunos contaminantes ambientales, incluidos los hidrocarburos como el octano, el
decano y los derivados del benceno conocidos cominmente como BTEX (benceno,
tolueno, etilbenceno, xileno), también se han considerado biomarcadores de
enfermedades [39, 41]. Es probable sin embargo que estos patrones de COV exdgenos
en el aliento exhalado se deriven de la exposicidon corporal a los COV contaminantes que
se absorben en el cuerpo, los cuales fueron exhalados de nuevo por la inhalacion de los
mismos. Por lo cual la exposicion a estos compuestos debe investigarse y tomarse en
cuenta para asegurarse de que no indican mas bien la exposicion humana a ambientes

contaminantes.

Ademas de los compuestos volatiles organicos, los compuestos volatiles inorganicos
pequefios como el sulfuro de hidrégeno (H.S), el éxido nitrico (NO) y el mondxido de
carbono (CO), se han identificado como biomarcadores importantes para enfermedades

respiratorias especificas como el asma [42, 43].

No obstante, no se puede acertar considerando que un biomarcador por si solo es
suficiente para establecer un diagndstico definitivo [44, 45]. El andlisis de las muestras
de aliento como una matriz compleja completa con miles de compuestos puede ofrecer

un perfil general o un patrdn para distinguir e identificar una enfermedad.

1.5 CONCLUSIONES

Las enfermedades no transmisibles son la principal causa de muerte a nivel mundial.
Entre ellas se destaca el cancer gastrico, siendo una enfermedad con gran incidencia en
Colombia y catalogdndose como la principal causa de muertes por cancer en hombres,
y la cuarta en mujeres. Esto se debe principalmente a que la mayoria de los pacientes
no presentan sintomas especificos en la fase temprana de la enfermedad, lo que

dificulta su deteccion. Ademas, las pruebas diagndsticas actuales se basan en los
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resultados de la endoscopia y biopsia, que son invasivos, incbmodos para el paciente,
costosos y no facilmente disponibles en paises en via de desarrollo como es el caso de
Colombia. Todo esto contribuye a que gran porcentaje de los pacientes sean
diagnosticados con la enfermedad después de los 50 afos, aunque hayan podido
desarrollarla mucho antes. Ante este panorama, surge la necesidad de un método
alternativo que coadyuve al diagnéstico precoz, contribuyendo a la aplicacion de
tratamientos mas eficaces y prolongando la esperanzay calidad de vida de los enfermos.
En este sentido, el analisis del aliento exhalado puede ser muy prometedor, ya que
refleja los cambios metaboldmicos que se producen en el organismo desde la fase
incipiente de la enfermedad. En el aliento exhalado se encuentran mas de mil
compuestos orgdnicos volatiles, que pueden tener origenes endégenos o exégenos. Los
COV enddgenos son importantes para determinar las fuentes y los posibles efectos
negativos asociados con la presencia de la enfermedad en el organismo, y a determinar
la gravedad del desarrollo de la enfermedad o el progreso de la enfermedad a lo largo
del tiempo. Las clases de COV enddgenos mas comunes en la respiraciéon son los
hidrocarburos saturados e insaturados, y compuestos que contienen oxigeno, azufre y
nitrogeno. Los COV exdgenos en cambio, que se absorben por inhalacién, absorcién por
la piel y por ingestidn, no necesariamente indican la presencia de la enfermedad, sino
proporcionan pistas de que la enfermedad es mas probable y puede estar presente. Los
biomarcadores del aire exhalado, que son compuestos exhalados en concentraciones
significadamente diferentes entre los sujetos libres de la enfermedad y los que la tienen,
pueden utilizarse como indicadores de la posible presencia de la enfermedad. No
obstante, un solo biomarcador no es suficiente para establecer un diagndstico
definitivo, y las muestras de aliento deben analizarse como una matriz compleja
completa con miles de compuestos para identificar un patrén distintivo de enfermedad.
A partir de estas consideraciones, en este estudio doctoral se evalta el analisis del aire
exhalado como un método alternativo para identificar de manera mas rapida y en fase

mas temprana el cancer gastrico.
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2.1 MUESTREO DEL ALIENTO EXHALADO

La recoleccion de las muestras representa una de las etapas cruciales en el andlisis
del aliento [21], ya que diferentes fendmenos como la contaminacion de la muestra,
pérdida de analitos durante el muestreo e interacciones de la muestra con el propio
dispositivo de muestreo pueden modificar la composicién de la misma y, por tanto,

producir una distorsion de los resultados del andlisis [46].

Para el analisis de muestras de aliento hay dos métodos de muestreo, “on-line” y “off-
line” [47]. Las muestras pueden recolectarse y analizarse directamente después de la
recoleccidn (“on-line”), o almacenarse en un contenedor antes de ser entregadas a los
instrumentos de medicidn (“off-line”). La medicidn on-line permite un andlisis rapido de
la muestra una vez recolectada; para la medicion off-line, la muestra es capturada,

almacenada y medida en otro momento.

También es importante tener en cuenta que las muestras de aliento se pueden dividir
en los primeros aproximadamente 1500 ml de aire de las vias respiratorias superiores y
los siguientes aproximadamente 350 ml de aire alveolar contenido en regiones de

pulmoén mas profundas.

2.1.1 DISPOSITIVOS DE MUESTREO

En la literatura se encuentran diferentes dispositivos que han sido desarrollados con
el propdsito de realizar un muestreo adecuado. Algunos de ellos han sido
comercializados y otros han sido elaborados en el marco de trabajos de investigacion.

Los métodos de muestreo y recoleccion de aliento aun no se han estandarizado, lo que
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contribuye a la variabilidad de los resultados analiticos entre los diferentes trabajos de

investigacion [48, 49].

En la tabla 2.1 se presentan algunas de las tecnologias de captura de COV del aliento,
las cuales presentan ciertas ventajas y desventajas a tener en cuenta a la hora de
seleccionar la mds adecuada en funcidn del estudio a realizar. Ademas, se pueden usar
boquillas desechables y filtros bacterianos para prevenir la contaminacion de paciente
a paciente, y se pueden emplear espirémetros en linea en los dispositivos de muestreo

para controlar el volumen de la respiracion [50].

Entre los dispositivos de muestreo mencionados en la tabla 2.1, el Bio-VOC™,
comercializado por la empresa Markes Internacional de Reino Unido, presenta las
caracteristicas necesarias para el propdsito del estudio que se pretende realizar en esta
tesis doctoral, teniendo en cuenta la debilidad fisica de los pacientes con enfermedades

gastricas.

El dispositivo Bio-VOC consta de un recipiente cilindrico de polietileno, con un
volumen interno de 129 ml, provisto de una abertura en un extremo donde se acopla
una boquilla desechable, que posteriormente se cambia por un émbolo el cual sirve
como mecanismo de traspaso del aliento a un sistema analizador o un dispositivo de
almacenamiento, y de otra pequefia abertura en el otro extremo, por donde sale el aire,

sin retorno (ver la figura del Bio-VOC presentada en la tabla 2.1).

Durante el muestreo de la respiracién, el paciente exhala normalmente en el
dispositivo Bio-VOC a través de una boquilla desechable hasta vaciar totalmente los
pulmones, sin necesidad de realizar un lavado pulmonar extenuante y proporcionar una
exhalacion profunda, que puede agotar a los pacientes con afecciones gdstricas. La
primera parte de la respiracion, que contiene los compuestos exdgenos inhalados por el

paciente, sale a través del extremo abierto sin retorno del dispositivo de muestreo, y el
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Tedlar (PVF) / Mylar / poliéster y aluminio (PEA)

&

Tabla 2.1. Dispositivos de muestreo actuales para la recoleccion de aliento, ventajas y desventajas. Adaptado de [51].

Dispositivo de muestreo

Bolsas de muestreo

BRI 2o trereationn o

Reactor de flujo

AAire exhalado|

ﬂ

Ventajas

Desventajas

Tecnologia compatible

Referencias

Muestreo para
tubos Tenax o
PTR-MS

l | Salidade aire |

= Bajo coste. = Susceptible a fugas y fragil. = Puede utilizarse = [52,53]
= Quimicamente estables = Puede sufrir degradacion microextraccion en fase
= Se puede conectar a ultravioleta, lo que resulta en solida (SPME) para
equipos de respiracion niveles inflados de capturar los COV para
clinica estandar. hidrocarburos. analisis por cromatografia
= Reutilizables. = Elagua puede condensarse de gases, o puede
dentro de la bolsa e interferir conectarse directamente a
en el andlisis. analizadores "on-line",
= Se debe tener cuidado con como sistemas de olfato
la limpiezay el electrdnico.
almacenamiento para evitar la
contaminacion.
= Buena reproducibilidad = Alto coste. = Se pueden conectar = [54, 55]

de la muestra debido a
volumenes de muestra
precisos que se examinan
cada vez.

= |nerte

= Elflujo constante
minimiza el riesgo de
condensacion del agua.

= Requiere un flujo constante
de gas inerte.

= Dificil manejo.

= E| almacenamiento de varias
muestras no es practico.

tubos de desorcion
térmica al puerto de
muestreo o pueden
conectarse a sistemas de
espectrometria de masas
por reaccién de
transferencia de protones
(PTR-MS) o a un analizador
similar.
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Aparato de recoleccidon de aliento BCA

= Muestrea
preferentemente el aliento
final.

= Ademds tiene dos
trampas separadas que
también pueden captar el
aliento inicial.

= F4cil de usar.

= Gastos potencialmente
elevados.
= De gran tamafio.

= Compatible con varios
tipos de sistemas de
cromatografia de gases.

= [56]

Muestreador de aliento Bio-VOC

= Econdmico.

= |nerte.

= Evita la contaminacion
respiratoria.

= Facil manejo.

= Portable

= Solo puede atrapar 129 ml
de aliento final y no puede
preconcentrar.

= La proporcion de aliento
muestreado variara segun el
volumen pulmonar de los
sujetos.

= Puede transferirse el
aliento en tubos
preconcentradores
estandar.

= [57, 58]
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Bio-VOC sélo retiene la ultima parte de la respiracion (129 ml de volumen), que
corresponde al aire alveolar; éste contiene los compuestos llevados por la sangre a los
pulmones, y es él mas propicio a contener los metabolitos caracteristicos de las lesiones

gastricas [59].

Para la limpieza del dispositivo, éste se desensambla en sus partes constituyentes, las
cuales se introducen en una solucién de desinfectante disuelto en agua destilada, y
posteriormente se secan naturalmente sin limpiar. La limpieza del Bio-VOC es mucho
mas facil de realizar comparada, por ejemplo, con la limpieza de las bolsas de muestreo
(el otro dispositivo de muestreo de coste relativamente bajo), en cuyo caso es necesario
usar nitrégeno puro. Otro aspecto destacable es la robustez del Bio-VOC y su facil

manejo, pudiéndose utilizar sin la participacién de personal médico calificado.

2.1.2 ALMACENAMIENTO DE LOS COMPUESTOS VOLATILES EXHALADOS

Para la medicién “off-line”, una vez retenidos en el dispositivo de muestreo, los
compuestos volatiles exhalados por los pacientes se traspasan a contenedores de
almacenamiento que poseen un material adsorbente preconcentrador con el objetivo
de almacenarse (normalmente en un refrigerador a una temperatura de 4°C o en un
congelador a una temperatura de -20°C), y posteriormente liberarse por desorcion

térmica para ser analizados.

La seleccidn del adsorbente estd basada en las caracteristicas del analito o analitos
de interés, asi como también en las condiciones de adsorciéon y desorcidon de los
materiales adsorbentes. En la tabla 2.2 se lista algunos de los adsorbentes mas
empleados [60]. Todos difieren en el nimero y tipo de sustancias que adsorben, asi

como en la cantidad de analitos que retienen.
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Tabla 2.2. Materiales adsorbentes y sus propiedades fisicas. Adaptado de [60].

Malla Peso Densidad Temperatura Area

Nombre adsorbente Clase adsorbente (granulo- | adsorbente adsorbente de desorcién superficial
metria) (mg) (g/cm®) (°C) (m?/g)

Tamices moleculares

Carbosieve S-IlI 60/80 379 0,76 330° 820
de carbono
Carboxen-563 Tamices moleculares 20/45 275 0.55 330° 510
de carbono
Carboxen-564 Tamices moleculares 20/45 297 0.59 330° 400
de carbono
Carboxen-569 Tamices moleculares 20/45 308 0.61 330° 485
de carbono
Carboxen-1000 Tamices moleculares 60/80 258 0.52 330° 1200
de carbono
Carboxen 1001 Tamices moleculares 60/80 291 0.58 330° 500
de carbono
Carboxen-1002 Tamices moleculares 40/60 227 0.46 330° 1100
de carbono
Carboxen-1016 Tamices moleculares 60/80 239 0.48 330° 75
de carbono
Carboxen-1018 Tamices moleculares 60/80 402 0.80 330° 700
de carbono
Carbopack F Carbdn grafitado 60/80 399 0,81 330° 5
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Carbopack C Carbdn grafitado 60/80 416 0.85 330° 10
Carbopack Y Carbdn grafitado 60/80 254 0.51 330° 24
Carbopack B Carbdn grafitado 60/80 217 0.43 330° 100
Carbopack X Carbdn grafitado 60/80 290 0.58 330° 240
Tenax TA Polimero poroso 60/80 143 0.28 300° 35
Tenax GR Polimero poroso 60/80 204 0.41 300° 24
Porapak N Polimero poroso 50/80 188 0.37 180° 250-350
Chromosorb 106 Polimero poroso 60/80 151 0.30 180° 750
Hayesep D Polimero poroso 60/80 171 0.35 180° 795
Perlas de vidrio Otro 60/80 826 1.68 330° <5
Gel de silice de Otro 40/60 380 0,76 180° 750
grado 15
Carbon de coco Otro 20/40 283 0.57 180° 1070
Carbdn de petréleo Otro 20/40 250 0.50 180° 1050
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Los adsorbentes son ubicados en tubos de vidrio, de acero inoxidable o de polietileno,
de pequefio tamafio y muy facil manipulacion. Por lo general, estos dispositivos tienen
en su interior varias capas de material adsorbente de diferente tamafio de grano y
separadas por espuma plastica o fibra de vidrio [61]. Los analitos migran a través del
lecho adsorbente donde algunos de ellos penetran mientras que otros son retenidos por
el adsorbente, lo que permite la separacion selectiva de los gases y en algunos casos

impide la formacién de sustratos contaminantes (figura 2.1).

Material absorbente

Matriz de muestra

Figura 2.1 Funcionamiento del tubo adsorbente. (A) Tubo adsorbente (B) La muestra pasa a través del
adsorbente (C) Los compuestos de interés quedan retenidos. Reproducido de [62].

Un material adsorbente muy adecuado para el almacenamiento de las muestras de
aliento es el Tenax TA (ORBO™ 420, Sigma-Aldrich); su caracter hidrofébico hace
ademas que no retenga la humedad presente en el aliento, siendo por lo tanto muy
apropiado para el almacenamiento de COV de aliento [63]. El tubo de almacenamiento
con material adsorbente Tenax TA, asi como los diferentes elementos que lo componen,

es ilustrado en la figura 2.2.
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Figura 2.2 Tubo adsorbente ORBO 402 Tenax® TA. (A) Tapones de sellado, que se usan para prevenir la
contaminacioén (B) Tubo de vidrio (C) Puntas selladas, que se cortan antes de transferir la muestra (D) Capa
adsorbente (Tenax TA) de respaldo (E) Capa adsorbente (Tenax TA) principal (F) Espuma separadora (G) Lana de
vidrio de alta pureza.

2.2 TECNICAS ANALITICAS DE ANALISIS

Actualmente hay una gran variedad de plataformas analiticas para la identificacion y
cuantificaciéon de compuestos organicos volatiles. Sin embargo, el analisis de la
respiracion exhalada sigue siendo muy dificil de realizar debido a que la mayoria de los
COV que son clinicamente relevantes, estan presentes en concentraciones muy bajas y
la humedad relativa de la respiracion exhalada es muy alta (generalmente alrededor del
80%). Para detectar y cuantificar los compuestos presentes en el aliento existen dos

métodos analiticos: métodos dpticos y no dpticos [64].

Los métodos Opticos se basan especialmente en las técnicas laser, como la
espectroscopia de absorcién laser de diodo sintonizable, espectroscopia de reduccién
de cavidad, espectroscopia de salida de cavidad integrada, espectroscopia de absorciéon

mejorada por cavidades, y espectroscopia foto-acustica.
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No obstante, las técnicas no dpticas han ganado gran popularidad y han tenido un
aporte valioso en la deteccidon y cuantificacion de compuestos organicos volatiles
presentes en el aliento, ya que son capaces de detectar en su mayoria COV con la
sensibilidad y el rango dindmico necesarios para el andlisis de la respiracion. Se destacan
asi la espectrometria de masas por reaccién de transferencia de protones (PTR-MS), la
espectrometria de masas con tubo de flujos de iones (SIFT-MS), y la cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), la espectrometria de masas (MS)
siendo una herramienta analitica muy util para la investigacion de la respiracién que

proporciona informacién esencial sobre los compuestos que forman la muestra.

La cromatografia de gases (GC) es un proceso fisico en el que los componentes de
una mezcla se separan por la distribucion diferente entre una fase mévil y una fase
estacionaria. Durante el proceso cromatografico de separacién, la fase movil transporta
el espécimen a lo largo de la columna cromatografia que contiene la fase estacionaria.
A medida que la fase moévil fluye por la estacionaria, los solutos se distribuyen entre
ambas fases. Los que son mas afines a la fase estacionaria viajan mas lento que los que
no lo son. La técnica de GC permite separar la matriz multicomponente de la respiracién
exhalada en compuestos constituyentes individuales y proporciona informacion sobre
la composicién molecular y la identidad molecular de los compuestos. Para su analisis,
la muestra se inyecta en un gas portador inerte (generalmente helio), que la transporta
a la columna cromatografica, que termina separando todos los componentes (figura

2.3).

Figura 2.3 Separacion de componentes en cromatografia de gases. Reproducido de [65].
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La separacidon de compuestos se produce debido a sus diferentes tasas de particion
al entrar en contacto con la fase estacionaria de la columna. De acuerdo con la afinidad
y la interaccion relativa de los diferentes compuestos con la fase estacionaria, cada
compuesto se eluye en un momento diferente, es decir, cada compuesto tiene un
tiempo de retencién especifico y llega al detector en un momento diferente. El tiempo
de retencién de cada compuesto depende de diferentes pardmetros como la
temperatura, la composicién molecular y la longitud de la columna. La columna es
tipicamente enrollada, delgada (usualmente tiene un didmetro interno de 0.25 mm) y
muy larga (varios metros de longitud), y se coloca en un horno de temperatura
controlada relativamente pequefo [66]. En la figura 2.4 se muestra un esquema

simplificado de las partes de un cromatografo de gases.

Inyeccion de la muestra

a ser analizada Amplificador

Regulador de gas

Inyector

/

Cromatograma

ra
\, Detector

Horno con temperatura

X programada

\ Columna cromatografica

Cilindro de gas con gas
portador

Figura 2.4 Parte de un cromatografo de gases. Reproducido de [67].

46



Capitulo 2| Analisis del aliento exhalado

En el inyector se coloca una microjeringa de donde se libera de manera inmediata un
volumen de muestra en el orden de los pL, que es llevada por el gas portador hacia la
columna cromatografica. Tras recorrer la muestra toda la longitud de la columna y
hacerse la separacidon de los compuestos en funcién de su afinidad con la columna
cromatografica, éstos llegan al detector, cuyas sefiales se amplifican obteniendo asi los

cromatogramas.

En la década de los 90, el avance de las técnicas analiticas ha incluido la cromatografia
de gases acoplada a la espectrometria de masas como una de las técnicas de referencia
para el andlisis cualitativo y cuantitativo de componentes en el aliento exhalado. Pauling
et al. fue pionero en el andlisis exhaustivo de la respiracién mediante cromatografia de
gases [14]. Desde entonces, la GC se ha convertido en una de las técnicas analiticas mas

utilizadas para detectar y cuantificar compuestos en el aliento exhalado [68, 69].

2.3 SISTEMAS DE OLFATO ELECTRONICO

El sistema olfativo humano es muy complejo y ha sido investigado asiduamente. En
2004 se le otorgd el premio nobel en fisiologia o medicina a Richard Axel y Linda B. Buch
por su trabajo sobre los receptores olfatorios y la organizacion del sistema olfatorio [70].
El sentido del olfato inicia su funcionamiento cuando es estimulado por las moléculas
gue hay en el aire que respiramos o por sustancias volatiles que contienen los alimentos
que se llevan a la boca. Este empieza con la nariz e incluye otras partes de la cabeza y el
cerebro. En el proceso del olfato se ven implicadas las fosas nasales, las neuronas
receptoras del olfato, el bulbo olfativo y el cerebro, que es donde se realiza el proceso

de identificacion de un aroma.

A pesar de que los seres humanos son capaces de percibir, identificar y clasificar una

gran variedad de olores, tienen una sensibilidad limitada (en comparacién con algunos
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animales por ejemplo). Para solventar este inconveniente, se han desarrollado sistemas
artificiales de olfato llamados sistemas de olfato electrénico o nariz electrénica (NE).
Estos sistemas pueden considerarse una copia muy simplificada del 6rgano olfativo
humano, donde células receptoras son reemplazadas por sensores de gases no
especificos que reaccionan con diversos compuestos volatiles; no hay mucus en el que
las moléculas olorosas puedan disolverse, pero éstas son adsorbidas por el material
sensible de los sensores; la transduccion de la sefial por los receptores olfativos es
reemplazada por circuitos de acondicionamiento de la sefal, convirtiéndola
normalmente en una seial eléctrica; y por ultimo la codificacion de la sefial neuronal
para poder reconocer un olor y su intensidad en los humanos es sustituida en la NE por
un algoritmo de reconocimiento de patrones [71]. La correlacién entre el sistema del

olfato humano y el olfato electrdnico se presenta en la figura 2.5.

Neurona Olfativa Bulbo Olfativo Cerebro

Receptor Transductor

Matriz de sensores i Ordenador

Figura 2.5 Elementos basicos de una NE versus sistema olfativo humano. Adaptado de [72].
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Gardner y Bartlett (1993) definieron la NE como: “un instrumento compuesto por un
conjunto de sensores quimicos electronicos con especificidad parcial y un apropiado
sistema de reconocimiento de patrones, capaz de reconocer olores simples o

complejos” [73].

La primera nariz electrénica fue desarrollada en 1964 por Wilkens y Hatman usando
reacciones redox de odorantes en un electrodo. En 1965, este disefio fue seguido
rapidamente por otros disefios que se basaron en que un uUnico odorante puede activar
diferentes receptores olfativos, es decir, que los odorantes son reconocidos por
diferentes combinaciones de receptores olfativos [74-76]. En 1982, Persaud y Dodd
desarrollaron una nariz electrénica con transductores semiconductores que era capaz
de discriminar entre diferentes odorantes [77], y en 1985 Ikegami y Kaneyasu idearon
una nariz electrénica basada en un oxido semiconductor que producia diferentes

patrones en respuesta a los olores [78].

El desarrollo de narices electronicas fue enfocado en un comienzo para reemplazar a
los paneles de cata en la clasificacidn de aromas, debido a que éstos se consideran
costosos y algunas veces subjetivos, y sus valoraciones se pueden ver afectadas por el
cansancio, estado animico, el clima y otros factores externos. En la actualidad, las
narices electrénicas no son solamente usadas para clasificaciones de aromas, sino
también para la deteccidén de olores. De ahi que su importancia y utilizacidon se haya
extendido a aplicaciones en la agroindustria, medio ambiente, la seguridad, y la

medicina [79].

En el campo de la medicina, la nariz electrdnica se convierte en una herramienta util
para la deteccion de compuestos organicos volatiles presentes en la respiracién humana
[80]. Al estar compuesta por un dispositivo formado por varios sensores quimicos donde
cada sensor tiene un material de deteccidén diferente, al exponerse a las particulas
volatiles presentes en el aliento, los sensores experimentan cambios especificos
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traducidos en un patréon o perfil de COV mediante el procesamiento de las sefales
obtenidas [81]. Estos patrones de COV correctamente analizados pueden usarse como
indicadores de varios procesos bioquimicos que se producen tanto de forma fisioldgica
como en distintas enfermedades, lo que conlleva a su aplicabilidad potencial en el
campo de la medicina, en particular, para la deteccién de las enfermedades a través del
aliento exhalado. Una de las principales ventajas de usar NE para el diagndstico de
enfermedades es que proporcionan resultados rdpidos, causando menos estrés o

ansiedad a los pacientes que los métodos de diagndstico tradicionales.

2.3.1 SENSORES QUIMICOS DE GASES

Los sensores quimicos de gases, segun la Unidn Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC), se clasifican, de acuerdo al mecanismo de transduccion, en:
dispositivos épticos, electroquimicos, eléctricos, de masa, magnéticos, termométricos y
radiométricos. Segun Fraden [82], todos los procesos de deteccidon quimica pueden ser
clasificados por los fendmenos reales del indicador utilizado para la deteccién, y segun
la estrategia de medicion utilizada. En este sentido, los sensores se clasifican en dos

grandes grupos:

e Sensores quimicos directos, que son los que utilizan una reaccién quimica que
afecta directamente una caracteristica eléctrica tales como la resistencia, el voltaje, la
corriente o la capacitancia. Estos dispositivos requieren el acondicionamiento de la

sefial, pero no necesitan un transductor.

e Sensores quimicos indirectos o complejos, que son los que requieren alguna
forma de transduccion para obtener la sefal eléctrica. Los fendmenos indirectos

incluyen cambios de frecuencia, de la modulacion de la luz, de temperatura o de masa.
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La tabla 2.3 muestra los diferentes sensores quimicos utilizados en las narices

electronicas y las caracteristicas medidas por estos sensores.

Tabla 2.3. Clasificacion de los sensores quimicos de gases utilizados en narices electrdnicas

Principio

Parametro medido

Tipo de Sensor

Directos

Principio

Indirectos

Parametro medido

Electroquimico Corriente Amperimétrico
Resistencia, Conductancia, .
. Conductivo
A Impedancia
Eléctrico - - - -
Caracteristica corriente-voltaje|  Transistor de efecto de
(I-V) campo

Tipo de Sensor
Piezoeléctrico:
Microbalanza de cristal de

De masa Frecuencia .
cuarzo; Ondas acusticas
superficiales
. Intensidad de luz, Longitud de . .
Optico & Sensor de fibra dptica

onda

La deteccidn de compuestos con estos dispositivos se realiza analizando el cambio en

una o mas de las propiedades de los sensores cuando se exponen a la muestra. Aunque

no son selectivos para un cierto compuesto, dependiendo del material de deteccién

empleado, son propensos a reaccionar preferiblemente con ciertos grupos de

compuestos quimicos.

En la figura 2.6 se presenta la estructura de un sensor quimico resistivo, el cual se

basa principalmente en un par de electrodos interdigitados y un material sensible

encima de éstos. Si el sensor se expone a un analito, la resistencia cambia debido a la

interaccidon entre el material sensible de deteccién y el analito. Los procesos de

adsorcion/desorcion quimica y/o fisica del analito por el material de deteccidon

generalmente son reversibles, lo que lleva a la recuperacién de las condiciones iniciales

de las caracteristicas del sensor después de la evacuacion del analito.
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Capa de deteccidn

Electrodos

PR

Substrato

Figura 2.6 Estructura de un sensor quimico-resistivo. Adaptado de [83].

En aplicaciones de diagndstico de enfermedades clinicas se ha utilizado una amplia
gama de sensores quimicos de gases basados en diferentes tecnologias de operacion
[84]. Los tipos mas comunes incluyen ondas acusticas superficiales, microbalanzas de
cristal de cuarzo, y sensores quimicos resistivos con diferentes materiales de deteccion,
tales como oxidos metalicos, nanotubos de carbono, polimeros conductivos vy

nanoparticulas de metal funcionalizadas con materiales organicos.

En la medicién de los compuestos exhalados es necesario mencionar el avance en la
fabricacién de los sensores quimicos de gases, los cuales son los elementos principales
en la deteccidén y andlisis de las muestras de aliento. En la actualidad los sensores
presentan varias ventajas, tales como tamafio pequefio, operacion simple y bajo coste.
Debido al rapido progreso en micro y nanotecnologia, los sensores quimicos de gases se
estan desarrollando cada vez con mas sensibilidad, menos consumo de energia, menor
tiempo de respuesta y menor tamafo. Por lo tanto, pueden ser miniaturizados

facilmente y son adecuados para desarrollar dispositivos portatiles de andlisis de aliento.
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2.3.2 ANALISIS DE SENALES Y RECONOCIMIENTO DE PATRONES

El andlisis de sefiales agrupa una variedad de teorias matematicas y algoritmos que
permiten realizar una secuencia de operaciones orientadas a la extracciéon de
caracteristicas de las sefales de las respuestas obtenidas por los sensores, que son
utilizadas para construir modelos para prediccidn, identificacién o clasificacién de

analitos o muestras.

El paso previo a la aplicacion de técnicas de reconocimiento de patrones es lo que se
denomina preprocesado. Su importancia radica en la influencia significativa que aporta
al funcionamiento de los mddulos subsecuentes [85]. Aunque la sefial preprocesada
depende de la tecnologia de los instrumentos de medicidn, se identifican dos etapas

generales para su analisis: normalizacion de datos y reduccion de la dimensionalidad.

La normalizacion es una técnica para escalar conjuntos de datos para ser comparados
adecuadamente. Para mencionar el funcionamiento de ellos cabe referir la matriz de
datos como una matriz de m filas por n columnas, donde cada una de las m filas describe
una medida a través de n variables extraidas de las sefales de los sensores (una variable

por columna).

e Centrado de datos (“mean-centring”): En esta normalizacién, a cada una de las
columnas se le resta el valor medio. Por consiguiente, la media de cada variable sera
nula. Esta normalizacidn es Util para los métodos lineales de reconocimiento de patrones

como por ejemplo el analisis de componentes principales (PCA).

e Auto-escalado (“autoscaling”): En este método, se les resta el valor medio a
todos los datos de una columna, vy el resultado se divide por la desviacién estandar de

dicha columna. De esa forma, todas las variables tendran la media igual a cero vy la
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varianza igual a la unidad. Con esta normalizacion se consigue que los datos de todas las
variables estén dentro del mismo rango, y es muy util cuando las variables que describen
cada medida tienen valores muy diferentes, como es el caso de las NE formadas por una
matriz de sensores de diferentes valores de resistencia. De este modo, se da la misma
significancia a las respuestas de todos los sensores, independientemente de los valores

de sus resistencias.

e Normalizacion por columna: Se dividen los valores de cada columna por el valor

maximo de dicha columna, por lo cual cada columna tendra valores entre “0” y “1”.

e  Normalizacidn por matriz: Se divide toda la matriz por el elemento maximo de
la misma, y solo un elemento tendra el valor de la unidad. Es muy usado para redes

neuronales como la Fuzzy ARTMAP.

e Normalizacion por escala decimal: En esta normalizacidon se mueven los puntos
decimales de todos los datos de la matriz con el mismo factor de division o

multiplicacion.

e Normalizaciéon “min-max”: En esta normalizacion, todos los datos de la matriz

son ubicados dentro de un nuevo intervalo de valores.

La reduccion de la dimensionalidad constituye otra etapa importante que se puede
aplicar en el pre-procesamiento de sefiales. Su objetivo es lograr una menor dimensién
del numero de variables que contengan la mayor informacién, reduciendo la
complejidad del andlisis de los datos y mejorando el rendimiento computacional, lo que
se convierte en un ahorro en coste y tiempo. El PCA es uno de los métodos mas aplicados

en esta fase.

Una vez finalizada la etapa de pre-procesamiento, se da inicio al procesamiento de

los datos (también llamada la fase de reconocimiento de patrones). Esta se encarga de
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realizar los procesos de entrenamiento y construccién del modelo de clasificacion, ya
sea de forma no supervisada o supervisada, y de estimacién o predicciéon de nuevas
medidas. La tarea fundamental es determinar el proceso de decisidn para separar los
grupos o clases analizados. Existe una gran variedad de técnicas para efectuar este paso,
que se dividen en algoritmos no supervisados, siendo PCA el mas utilizado, y
supervisados, entre los que destacan las redes neuronales artificiales (RNA) y las

maquinas de soporte vectorial (SVM) [76, 86].

El andlisis de componentes principales, es una técnica que puede ser utilizada para
realizar un analisis visual o para procesos mas complejos de clasificacién de datos. El
propdsito de esta técnica es la extraccion de las caracteristicas de los datos contenidos
en el conjunto inicial de datos, en un numero pequefio de nuevas variables
(generalmente dos o tres), llamadas componentes principales, que se calculan como una
combinacidn lineal de las variables iniciales. El primer componente principal del PCA
capturara la mayor varianza de todos los datos, el segundo componente principal
capturara la mayor varianza de los datos restantes, bajo la restriccidn de ser ortogonal
al primer componente principal, y asi sucesivamente. De esta manera se logra conseguir
proyectar la informacion contenida por el conjunto inicial de datos en un espacio de

pocas dimensiones que se puede representar graficamente.

Una red neuronal artificial, estd formada por un conjunto de neuronas artificiales
interconectadas entre si para transmitir sefales. Existen capas de entrada (por donde se
ingresan los datos), capas de salida (por donde se obtienen los resultados) y una o varias
capas ocultas (por donde pasan y se procesan los datos) [87], es decir, su arquitectura
se basa en la organizacién y disposicion de las neuronas del cerebro humano. Los
parametros fundamentales de la red son: el nimero de capas, el nUmero de neuronas
por capa, el grado de conectividad y el tipo de conexiones entre neuronas. Existen varias
arquitecturas de redes, con aprendizaje supervisado o no supervisado, entre ellas la red

perceptron simple, la red de Hopfield, la red perceptron multicapa, la red neuronal
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competitiva simple, las redes neuronales online ART1, las redes neuronales competitivas

ART2, y las redes neuronales auto organizadas (mapas de Kohonen).

Las mdquinas de soporte vectorial, son una técnica fundamental para procesar gran
cantidad de informacién por medio de algoritmos de aprendizaje, cuyo objetivo
principal radica en encontrar la clasificacién 6ptima entre dos clases a través de los
vectores de soporte los cuales definen el borde de separacién entre éstas. En general,
las SVM usan algoritmos lineales de separacidon, en donde se busca que la distancia entre
los puntos mas cercanos a la linea de separacién entre las clases sea maxima. También
se pueden utilizar funciones de tipo Kernel, que determinan curvas no lineales de

separacion entre las clases.

Una de las principales cuestiones a tener en cuenta en los métodos supervisados es
el overfitting (sobreajuste o sobre-entrenamiento), ya que durante la fase de
entrenamiento el algoritmo intenta hacer correlacionar todos los datos de entrada con
las salidas deseadas, ocasionando que el modelo sélo se ajuste a aprender estos casos
particulares en detrimento de la generalizacion, y puede ser insuficiente para el
reconocimiento correcto de nuevos datos de entrada. Ante esta dificultad, cuando se
cuenta con un numero limitado de datos (medidas) para entrenar el modelo, se suelen
aplicar métodos de validacidon cruzada como el leave-one-out (o dejar uno fuera) o

bootstrapping.

En el leave-one-out, una medida es dejada fuera durante la fase de entrenamiento y
el modelo es entrenado con las demdas medidas restantes, mientras la medida dejada
fuera es clasificada por el modelo como una medida completamente nueva o
desconocida; este proceso se repite un numero de veces igual al nimero total de
medidas, dejando cada vez fuera otra medida durante la fase de entrenamiento, y se

calcula la tasa de acierto como el porcentaje de medidas clasificadas correctamente.
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En el bootstrapping, se subdivide aleatoriamente el conjunto de datos de entrada en
dos: uno para entrenamiento y otro para validacién, que el modelo no conocera de
antemano. Esta division suele hacerse en 70% de los datos para entrenar y 30% de los
datos para validar, y suele repetirse un numero elevado de veces (entre 10.000 y
100.000) para obtener resultados fiables. El conjunto de validacién debe tener muestras
diversas en lo posible y una cantidad de muestras suficiente para poder comprobar los

resultados una vez entrenado el modelo.

2.4 CONCLUSIONES

Para el andlisis del aliento, la recolecciéon de las muestras representa una de las
etapas fundamentales, teniendo en cuenta que se debe evitar la contaminacién de la
muestray pérdida de analitos. A lo largo de los ultimos afos se han desarrollado diversos
dispositivos de muestreo que permiten la recoleccién del aire exhalado, que han
evolucionado desde simples bolsas y tubos, hasta dispositivos de una mayor
complejidad. Entre ellos, el Bio-VOC presenta una serie de caracteristicas deseables tales
como bajo coste, robustez, facil manejo, exhalacién normal del paciente durante Ila
recogida de la muestra, ademas de permitir la recoleccion del aire alveolar que es el mas
propicio a contener los metabolitos caracteristicos de las lesiones gastricas. La muestra
de aliento puede ser analizada directamente después de su recoleccidn, o se puede
almacenar en contenedores provistos de un material adsorbente idéneo para retenery
posteriormente liberar por desorcién térmica los analitos a investigar. Entre estos
dispositivos, se destaca el tubo de almacenamiento con material adsorbente Tenax TA,
el cual ademas es hidrofébico y no retiene la humedad presente en el aliento exhalado.
El andlisis de las muestras empleando técnicas analiticas de cromatografia de gases
permite la identificacidén de los distintos componentes de la muestra, asi como el analisis
cuantitativo de los compuestos identificados, y en ultima instancia la identificacion de

los biomarcadores de la enfermedad. Por otro lado, los sistemas de olfato electrénico
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dotados de sensores quimicos de gases junto a algoritmos de reconocimiento de
patrones, permiten identificar un patrén o perfil de COV especifico de la enfermedad,
sin necesidad de identificar cada compuesto en si, y representan una técnica
complementaria de andlisis de la muestra, mds econémica y mas rdpida que las técnicas
analiticas. Los sensores mas comunmente utilizados en aplicaciones de diagndstico de
enfermedades a través del aliento son de tipo resistivo, y los materiales de deteccién
mas empleados son los éxidos metalicos, nanotubos de carbono, polimeros conductivos
y nanoparticulas de metal funcionalizadas con materiales orgdnicos. Para el analisis de
las respuestas de los sensores se aplica inicialmente un preprocesado de las sefales, que
consiste en la normalizacién de los datos y la reduccién de la dimensionalidad de la
matriz de datos. Con las variables seleccionadas tras este proceso, se construyen
modelos de clasificacidon aplicando algoritmos de reconocimiento de patrones, que
pueden ser no supervisados (p.e., PCA) o supervisados (p.e., RNA o SVM). En la seleccion
del algoritmo a utilizar debe tenerse en cuenta el tamafio muestral, ya que en el caso de
disponer de pocos datos los métodos supervisados suelen presentar problemas de

overfitting.

En este estudio doctoral, para la identificacién de biomarcadores del cancer gastrico
las muestras de aire exhalado se analizan con el sistema de GC-MS que se presenta en
detalle en el proximo capitulo, y se desarrolla un sistema de olfato electrénico formado
por sensores quimicos de gases basados en nanoparticulas de oro funcionalizadas con

diferentes compuestos organicos, cuya fabricacién se presenta en el capitulo 4.
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3.1 MEDICION DE LAS MUESTRAS

Para la extraccion de los analitos almacenados en los tubos preconcentradores de
volatiles para su analisis por cromatografia de gases, se utiliza la desorcidon térmica. El
concepto de desorcidon térmica o termo-desorcion consiste en calentar el material
adsorbente a una temperatura adecuada para la desorcion de los COV de interés

(generalmente, entre 80°Cy 250°C).

El proceso de desorcidn térmica se puede realizar en un flujo de gas inerte, lo que
permite extraer y transportar directamente los COV hacia el GC-MS de forma rapida y
directa. Este proceso se conoce como extraccion dindmica [88, 89]. Alternativamente,
se puede aplicar la extraccion en fase sdlida (SPE), la cual utiliza una fase sélida que
presenta diferente afinidad con los compuestos de la muestra, de modo que cuando se
hace pasar la muestra a través de la fase sélida, algunos compuestos de interés quedan
retenidos en ella mientras que otros pasan sin ser retenidos. Las caracteristicas de este
método lo hacen muy adecuado para la eliminacion de interferencias, la
preconcentracion de analitos, y la conservacidon y transporte de la muestra [90]. Dentro
de las técnicas de SPE se incluyen dos variantes: la extraccion con cartuchos vy la

microextraccion en fase solida (SPME). Esta ultima es la mas utilizada en GC-MS.

La SPME combina la extraccidn y concentracion de los analitos de interés, y puede
usarse en el espacio de cabeza de muestras volatiles [91]. La SPME se basa en la
extraccién de los analitos de la matriz de la muestra mediante una fibra de silice fundida
gue estd recubierta de un adsorbente, en la mayoria de los casos polimérico [92]. El
pequefio tamafio de la fibra y su geometria cilindrica permiten incorporarla en una
jeringa. De esta forma, se facilita su manipulacién y al mismo tiempo se protege la fibra

cuando no se utiliza, ya que ésta permanece dentro de la aguja de la jeringa (figura 3.1).
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Figura 3.1 Esquema del dispositivo SPME. Adaptado de [93].

El principio de la SPME generalmente es la particién de los analitos entre la matriz de
la muestra y el recubrimiento de fibra [94]. Asi, el transporte de los analitos desde la
matriz de la muestra hasta la fibra comienza cuando la fibra entra en contacto con la
muestra y la extraccidn se considera completa cuando la concentracion de analitos ha
alcanzado el equilibrio de distribucion entre la muestra y la fibra. En el proceso de SPME

se pueden diferenciar principalmente dos etapas:

Primera etapa: extraccion: el adsorbente de la fibra se pone en contacto con la
muestra, con tiempo y temperatura controlados y predeterminados. En esta etapa se
produce la migracion de los analitos desde el espacio de cabeza de la muestra hasta la
fibra, concluyendo cuando se produce el equilibrio entre ambos. Segunda etapa:
desorcion: se retiran los analitos retenidos en la fibra. En GC se emplea la desorcion
térmica para este propodsito [95]. La figura 3.2 muestra una ilustracion del proceso de
SPME con extraccion en el espacio de cabeza de la muestra e introduccidn de la muestra

en el GC-MS.
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Figura 3.2 Esquema del proceso de SPME-GC: (a) HS-SPME; (b) Desorcidn térmica en GC. HS: Espacio de cabeza.
Reproducido de [96].

El proceso de SPME se puede ver influenciado por una serie de variables
experimentales que pueden ser modificadas para incrementar la eficacia del proceso de
extraccion. Entre estas variables se encuentra la agitacion de la muestra, que
incrementa la difusién de los analitos desde la matriz de la muestra a la fibra o al espacio
de cabeza por lo que se disminuye el tiempo requerido para llegar al equilibrio. Otros

parametros importantes son el tiempo y la temperatura de extraccién.

3.2 CROMATOGRAMAS

El cromatograma contiene la informacién analitica relativa a la muestra; éste es un
registro grafico que muestra la separacién de compuestos mediante una cromatografia
y representa la sefial recogida por el detector en respuesta a la concentracién del analito
o los analitos de la muestra. El cromatograma puede ser diferencial, cuando la sefial
tiene varios picos que corresponden a los varios analitos de la muestra separados por la
columna cromatografica, o integral, cuando la sefial corresponde a un solo componente

de la muestra y se acumula (figura 3.3).
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Figura 3.3 Tipos de cromatogramas: (1) Diferencial, (2) Integral

Los aspectos termodinamicos y cinéticos de la separacién cromatografica quedan

reflejados en el cromatograma, es decir, en la situacién y forma del pico. La figura 3.4

representa un ejemplo de cromatograma compuesto de 5 componentes y los

parametros que lo definen.

Tiempo muerto () : Es el tiempo requerido para la elucién de un componente no

retenido (mostrado como un pico de aire o de componente no retenido), siendo la escala

del tiempo representada en minutos.
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Figura 3.4 Cromatograma tipico. Reproducido de [97].

Volumen muerto (Vy): Es el volumen de fase movil requerido para eluir un

componente no retenido. Se puede calcular a partir del tiempo muerto y la velocidad de
ml
flujo f(expresada en —
jo f(exp —)

Vu =ty *f (1)

Tiempo de retencidn (tg): En cromatografia de gases, el tiempo de retencidn se
define como el tiempo transcurrido entre la inyeccidn de la muestra y la aparicion de la
respuesta maxima. Se puede usar tz como un parametro para identificacion de los
compuestos. Los tiempos de retencién cromatograficos son caracteristicos de los
compuestos que representan, pero no son unicos. La coincidencia de los tiempos de

retencion de una muestra y de una sustancia de referencia puede usarse como un
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criterio parcial en la construccidon de un perfil de identidad, pero es insuficiente por si
misma para establecer la identidad. Los tiempos de retencidn absolutos de un

compuesto dado se modifican de un cromatograma a otro.

Pico: El pico es la fraccion del cromatograma que identifica la respuesta del detector
cuando un componente individual eluye de la columna. El pico por lo general es definido
por su drea, altura y ancho a la mitad de la altura, o altura y ancho en la linea de base.
Si la separacion es incompleta, se puede registrar la elucién de dos o mds componentes
como un pico no resuelto. La altura del pico es proporcional a la concentracion del

componente separado de la muestra.

Volumen de residencia (D): el volumen de residencia (también conocido como
volumen de demora en elucion a gradiente) es el volumen entre el punto en el que se

encuentran los eluyentes y la entrada de la columna.

Volumen de retencion (Vg): es el volumen requerido para la eluciéon de un

componente. Se puede calcular a partir del tiempo de retencién y de la velocidad de
ml
flujo (expresada en —):
jo (exp )

Vg =tg*f (2)

Tiempo de retencién relativo (TRR): También conocido como tiempo relativo no
ajustado, es la relacidon entre los tiempos de retencion de un pico tg, con respecto a

otro tp4 €n un mismo cromatograma.
t
TRR = B2 (3)

tr1

Factor de retencion (K): Al factor de retencidn también se le conoce como el factor

de capacidad, y se define como:

K = R°tm (4)
tm
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Factor de simetria (T): El factor de simetria de un pico (también conocido como
factor de asimetria o factor de cola) se calcula como:

_ Woos
== (5)

donde W, 45 es el ancho del pico al 5% de la altura y oes la distancia desde el maximo
del pico hasta el borde inicial del pico, midiendo la distancia en un punto ubicado al 5%

de la altura desde de la linea base.

La informacion extraida de un cromatograma puede ser de tipo cualitativo, cuando
se identifican sustancias y se determina su pureza, o cuantitativo, cuando se determina
el numero de componentes de la mezcla y la concentracion del analito/s separado/s

[98].

Andlisis cualitativo: el pardmetro que puede usarse con fines cualitativos en
cromatografia es el tiempo de retencion. Este es caracteristico de cada componente en
cada sistema cromatografico. Aunque Unicamente con el tiempo de retencion resulta
dificil asegurar la presencia de un componente en una mezcla, si se puede afirmar su
ausencia. La identificacién requiere siempre el uso de patrones en las mismas

condiciones cromatograficas.

El método mds adecuado para realizar un andlisis cualitativo es la comparacién
directa de los parametros de retencién de los picos de la muestra con los de substancias
patron (estandar), trabajando en ambos casos con el mismo sistema cromatografico. A
la hora de realizar las comparaciones, es conveniente utilizar determinados parametros,
gue si bien no eliminan todas las posibilidades de variabilidad de los resultados, si
permiten al menos corregir la variabilidad inducida por determinadas condiciones. Los

parametros mas utilizados son:

1. Tiempos o volumenes de retencidn corregidos: tiempo real que la fase

estacionaria ha retrasado el avance del compuesto.
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2. Factores de capacidad: medida de la fuerza con la que la fase estacionaria retiene

un soluto dado.

3. Tiempos de retencién relativos.

Los parametros 1 y 2 permiten corregir las diferencias de retencién debidas a los

volumenes muertos de cada sistema. El pardmetro 3 se define mediante la ecuacidn:
tp = — (6)

donde t es el tiempo de retencion del compuesto que se trata de identificar y t,, el

tiempo de retencidon de un compuesto que se toma como patrén [99].

Andlisis cuantitativo: se basa en la comparacion del area o altura de pico del
componente de interés con la de estdndares de esta sustancia de concentracién
conocida, teniendo en cuenta la relacién lineal entre el area o altura de pico y la
concentracion en un determinado intervalo de concentraciones. Para obtener
resultados exactos, en los analisis basados en altura de pico se requiere que la anchura
de los picos permanezca sin cambios durante el tiempo requerido para la obtencion de
los cromatogramas de la muestra y los estandares. Por ello suele usarse mucho mas el
analisis basado en area de pico, parametro independiente de los efectos de

ensanchamiento.

Existen varios métodos que permiten medir las areas bajo los picos cromatograficos,
uno de ellos es la "altura por la mitad del ancho", el cual consiste en medir el ancho del

pico cromatografico a la mitad de su altura wi, y multiplicarlo por su altura (ecuacién 7).
2

La aplicacion de este método es util para picos de forma aproximadamente gaussiana,
pero los resultados son menos satisfactorios para picos no simétricos o para picos
pequeios y anchos.

A=wixh (7

2
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3.3 PROCESAMIENTO DE DATOS CROMATOGRAFICOS

El procesamiento de datos en cromatografia incluye tres etapas:

1. Colectar y procesar la sefal proveniente del detector para generar un
cromatograma y la informacion correspondiente como area de los picos, tiempos de

retencion y ancho de picos.

2. Colectary analizar los datos para obtener informacién cualitativa.

3. Optimizar los pardmetros cromatograficos.

Deteccion: el detector es la parte del cromatédgrafo que se encarga de determinar
cuando ha salido el analito por el final de la columna. El detector debe ser sensible a los
efluentes de la columna y capaz de suministrar un registro de la cromatografia en forma
de un cromatograma. La sefal del detector debe ser proporcional a la cantidad de cada

analito, para poder realizar un analisis cuantitativo.

La sefial proveniente del detector se transmite a un sistema de registro e integracion,
el cual genera un cromatograma que representa un registro del analisis. En la mayor
parte de los casos, el sistema integra automaticamente el drea de cada pico (figura 3.5),
y aporta los resultados cuantitativos y los tiempos de retencidn. Para el desarrollo y
analisis de estos casos, se puede emplear un software apropiado mas sofisticado, entre
los cuales se destacan el software de “ChemStation” o el paquete “Unkonowns Analysis”
del software “MassHunter Quantitative Analysis”, de Agilent Technologies. Si las sefiales

presentan varios picos solapados, el paso a realizar es la deconvolucién de los picos.
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Figura 3.5 Deteccion de picos.

El siguiente paso consiste en la identificacién de compuestos, empleando librerias de
espectros, las cuales permiten realizar una comparacién entre la informacién

contendida en éstas y los espectros experimentales adquiridos. En la tabla 3.1 se

presentan algunas de ellas.

Tabla 3.1 Librerias para la identificacion de compuestos.

Nombre \ Licencia Caracteristicas

NIST Privada Es la mas completa. La mas nueva version es NIST17, con mds de
400.000 valores de indice de retencidn para casi 100.000 metabolitos.

F.IEhn LE.CO- Privada Contiene mas de 1000 metabolitos
Fiehn Agilent
GOLM Publica Acceso gratuito bajo términos de uso. Enfocada en alcanos.

3.4 BIOMARCADORES

Un biomarcador de aliento, es un compuesto quimico producido de forma enddgena
dentro del cuerpo o introducido de forma exdgena en el organismo, que puede
detectarse y medirse en la respiracién exhalada, y sirve como indicador para diferenciar

entre el estado normal y anormal del cuerpo [14].
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Para la identificacion de biomarcadores se emplean métodos estadisticos. La
seleccion de la técnica de andlisis mas apropiada ha de hacerse tomando en cuenta
distintos aspectos relativos al disefio del estudio y a la naturaleza de los datos que se
quieren analizar. El nUmero de grupos de observaciones a comparar, la naturaleza de las
mimas (segun se trate de muestras independientes u observaciones repetidas sobre los
mismos individuos), el tipo de datos o su distribucién de probabilidad, son elementos

determinantes a la hora de escoger la técnica estadistica mas apropiada a utilizar [100].

Si la distribucién de los datos es normal y se cumplen algunas otras condiciones, se
utilizan los denominados test paramétricos, y si no se cumplen dichos criterios se aplican
los llamados test no paramétricos o de distribucidn libre. Las pruebas no paramétricas
son menos potentes, es decir, son mas exigentes al rechazar la hipdtesis nula de
igualdad, y por tanto tienen menos posibilidades de acertar cuando no la rechazan (mas
posibilidades de cometer un error). Por otro lado, la potencia de un test estadistico
aumenta cuando el tamafio de la muestra es mayor. De esta forma, para conseguir la
misma potencia con una prueba no paramétrica, se necesita aumentar el tamafio de la

muestra en una cantidad determinada.

En el andlisis de datos cuantitativos, los métodos estadisticos mas conocidos vy
utilizados en la practica, como el test t de Student o el andlisis de la varianza, se basan
en asunciones que no siempre son verificadas por los datos de los que se dispone. Asi,
es frecuente tener que asumir que la variable objeto de interés sigue por ejemplo una
distribucién gaussiana o normal. Cuando la ausencia de normalidad es obvia, o no puede
ser totalmente asumida por un tamafo muestral reducido, suele recurrirse a una
transformaciéon de la variable de interés (por ejemplo, la transformacion logaritmica)
para simetrizar su distribucién o bien justificar el uso de las técnicas habituales
recurriendo a su robustez (esto es, su escasa sensibilidad a la ausencia de normalidad).
Existen a su vez otros métodos, no paramétricos, como, por ejemplo, el test de Wilcoxon,
gue no requiere de este tipo de hipdtesis sobre la distribucién de los datos, y puede
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calcularse incluso con tamafios de muestras reducidos. A continuacion, se describen

algunos de estos métodos estadisticos.

e Testt de Student para datos con distribucion normal

Con el seuddonimo de estudiante (Student), William Sealy Gosset desarrollé la prueba
t de student [101]. Esta prueba es muy util para comparar dos muestras de tamano
reducido (< 30 datos). Se trata de un test paramétrico, que parte de la suposicién de que
la variable analizada en el conjunto de la poblacidn sigue una distribucién como la de la
campana de Gauss. Se especifica el nivel de la probabilidad (p) que se esté dispuesto a
aceptar para determinar que la diferencia entre dos grupos es significativa. El nivel de
probabilidad ha de ser menor que el valor de significacion (a). ComuUnmente se
establece o = 0.05. La primera presuncién es formular la hipdtesis nula, que establece
gue no hay diferencias en la media de las dos muestras independientes y que, de existir
esta diferencia, sélo se debe al azar [102]. Existen factores que contribuyen para indicar

si la diferencia entre dos medias de los grupos se puede considerar significativa:

— Cuanto mayor es la diferencia entre las dos medias, mayor es la probabilidad de

gue se presente una diferencia estadistica significativa.

— El tamano de la muestra es extremadamente importante en la determinacién de

la significacion de la diferencia entre las medias. Aumentando el tamafio de la muestra,

las medias tienden a ser mas estables y mas representativas.

— Un nivel mas grande de la alfa requiere menos diferencia entre las medias.

e Prueba de Wilcoxon para muestras dependientes

Se aplica en muestras dependientes, por ejemplo, los mismos sujetos antes y después

de realizar una prueba. No necesita una distribucion especifica de los datos, y se utiliza
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para comparar dos mediciones de rangos (medianas) y determinar que la diferencia no
se deba al azar, y sea estadisticamente significativa. Este test contrasta la hipdtesis nula
de que la muestra procede de una poblacién en la que la magnitud de las diferencias

positivas y negativas entre los valores de las variables es la misma.

e Prueba de U de Mann-Withney para muestras independientes

Esta prueba fue originalmente propuesta por Wilcoxon en (1945) para el caso de
muestras de tamaios iguales. Mann y Whitney (1947) extendieron el procedimiento al
caso de tamafios muestrales desiguales, y proporcionaron tablas para poder utilizar el
procedimiento con muestras pequefias. Se usa cuando se quiere comparar dos
poblaciones usando muestras independientes, y es una prueba alternativa a la prueba t
de Student para comparar dos medias usando muestras independientes. También es
conocida como la prueba de suma de rangos de Wilcoxon. La hipdtesis nula es que las
medianas de las dos poblaciones son iguales y la hipdtesis alternativa puede ser que la
mediana de la poblacion uno sea distinta (mayor o menor) de la mediana de la poblacién

dos.

3.5 CONCLUSIONES

Para el analisis cromatografico de las muestras de aliento, es necesario calentar el
material adsorbente utilizado para la preconcentracién y almacenamiento de los
volatiles del aliento. Este proceso produce la desorcion térmica de los COV retenidos por
el material adsorbente, que forman un espacio de cabeza dentro de un contenedor
cerrado. La técnica de SPME suele utilizarse comunmente para captar y concentrar los
COV del espacio de cabeza, y luego inyectarlos en el puerto del cromatégrafo de gases

para su analisis cromatografico. Los cromatogramas que proporciona el GC-MS permiten
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identificar y cuantificar los compuestos constituyentes de la muestra. Para la
identificacidn de los compuestos se usa el tiempo de retencidén y se emplean librerias de
espectros disponibles comercialmente, la mas completa en la actualidad siendo la NIST,
mientras que para hallar la concentracién de los compuestos se usa el area o la altura
de los picos cromatograficos. Finalmente, aplicando un andlisis estadistico apropiado
para comparar entre los niveles de los compuestos encontrados en el aliento de los
voluntarios que forman los grupos de pacientes y de controles, que se selecciona en
funcién del tamafo vy la distribucion de la muestra, se llega a la identificacion de los
biomarcadores de la enfermedad. El analisis cromatografico se emplea en el capitulo 5
de esta tesis para encontrar posibles biomarcadores de céncer gastrico en el aliento

exhalado.
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4.1 DESCRIPCION GENERAL

Para el propdsito de esta tesis doctoral, se desarrollé un sistema multisensorial de
olfato electrénico formado por una matriz de sensores de gases basados en
nanoparticulas de oro (AuNP) funcionalizadas con diferentes compuestos orgdnicos
como material sensible de deteccidon de los sensores; estos materiales han demostrado
un excelente potencial para detectar concentraciones muy bajas de COV en muestras
de biofluidos [103]. En este tipo de nanomateriales, las AUNP aseguran la conduccién
eléctrica a través del nanomaterial cuando es aplicado un voltaje a los electrodos del
sensor, mientras que los compuestos organicos reaccionan fisica y/o quimicamente con

los COV de la muestra.

Los sustratos que se utilizaron para fabricar los sensores se muestran en la figura 4.1.
Se fabricaron sobre una oblea de silicio de 2 pulgadas, de tipo p, con una resistividad de
10-20 Q por centimetro, con orientacion <100>, de 275 um de espesor, pulida en una
cara. Por oxidacion térmica a 11009C, se formd una capa de SiO; de 200 nm de grosor
en la superficie del silicio. A continuacién se definieron dos electrodos de oro paralelos
que se depositaron utilizando fotorresistencia fina positiva y litografia laser, que
presentan una separacion entre si de 15 um en la zona activa donde se deposita el
material sensible. Se deposité por sputtering una pelicula de oro de 200 nm de grosor,
y el oro que quedd fuera del drea que define los electrodos fue eliminado mediante un

proceso de lift-off con acetona.

’,15 m

Figura 4.1 Representacion esquematica de los sustratos de los sensores.
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4.2 FABRICACION DE LOS MATERIALES SENSIBLES DE LOS SENSORES

El método de elaboracién convencional de nanoparticulas de oro funcionalizadas con
compuestos organicos se basa en procesos de quimica himeda, que pueden dejar
rastros de impurezas y compuestos residuales en el material sensible de los sensores, y
por consiguiente influir en la deteccion de los COV [104]. Como método alternativo para
obtener una alta pureza de estos nanomateriales, el proceso de fabricacién que se utilizé

en este estudio comprendid dos etapas:

En la primera etapa, las AuNP se sinterizaron y se depositaron en la zona del area
activa los sustratos de los sensores mediante el uso de la técnica de deposicidn en fase
de gas avanzada (Advanced Gas Deposition o AGD, por su abreviacion en inglés) [105].
El equipo de AGD se muestra en la figura 4.2; estd formado por una cdmara de

evaporacion (inferior) y una camara de depésito (superior).

Figura 4.2 Técnica de deposicion en fase de gas avanzada (AGD) utilizada para la fabricacion y deposicion de
AuNP. (A)Cdmara de evaporacion; (B)Camara de deposicion; (a)Soporte; (b)Crisol; (c)Pieza de oro incandescente;
(d)Tubo de transferencia; (e)Soporte mévil; (f)Sustrato del sensor; (g)Nanoparticulas de oro.

77



Capitulo 4| Desarrollo y caracterizacién del sistema multisensorial

Para la fabricacidn de las AuNP, se ubicé una pieza de oro de alta pureza (99.999%)
encima de un crisol de carbono dentro de la cdmara de evaporacion, y ambas cdmaras
del AGD se evacuaron por medio de unas bombas de vacio hasta que la presidon de
ambas alcanzd un valor inferior a 0.02 mbar, para garantizar condiciones de sinterizacion
y deposicion muy limpias. A la bobina de induccidon de cobre que rodea el crisol se le
aplicé la potencia adecuada (4 kW) para proporcionar el calentamiento necesario para
fundir y evaporar el oro. De este modo, atomos de oro se desprendieron de la superficie
de la pieza de metal. Se introdujo un flujo laminar de un gas de alta pureza, He, a una
velocidad de flujo de 20 I/min, por debajo de la pieza de oro incandescente, y este flujo
de gas, con direccidn ascendente, transportd el vapor de metal mientras lo enfrid, de
modo que, por condensacion, inicialmente se formaron clusteres de dtomos de Au, y

posteriormente nanoparticulas de Au individuales.

Las presiones en las cdmaras de evaporacion y deposicion se ajustaron a ~88 mbary
~0,8 mbar, respectivamente, y se posicioné el tubo de transferencia (3 mm de didmetro)
gue conecta las dos cdmaras del equipo, en la regién de vapor donde se forman las AUNP
individuales. Debido a la gran diferencia de presidén entre las dos camaras del AGD, las
nanoparticulas de oro fueron transportadas a gran velocidad a la cdmara de deposicién,
evitando asi la aglomeracion de ellas, y quedaron fuertemente adheridas a los sensores
colocados boca abajo encima de un soporte mévil que se mueve dentro de la cdmara de

deposicidén.

Ajustando la velocidad de desplazamiento del soporte mévil a la velocidad maxima
permitida por el sistema, de 0.04 mm/s, y pasando una sola vez los sensores por la
direccién del flujo de las nanoparticulas de oro que llegaban desde la cdmara de
evaporacion, se consiguié la deposicién de nanoparticulas de oro dispersas, sin llegar a
formar una pelicula continua entre los electrodos de los sensores, tal como se muestra

en la figura 4.3. El tamafio promedio de las nanoparticulas depositadas fue de ~10 nm.
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Figura 4.3 Imagen de microscopia electrdnica de barrido (Surface Electron Microscopy o SEM, por su abreviacion
en inglés) de las AuNP de oro depositadas por AGD.

En la segunda etapa de fabricacion, las AuNP fueron funcionalizadas con compuestos
orgdanicos que contienen un grupo tiol o un grupo amino, con alta probabilidad de unién
a las AuNP debido a su fuerte afinidad con el oro [106, 107]. Los compuestos organicos

utilizados fueron:

e Butanotiol: CH3(CH3)3SH

¢ Decanotiol: CH3(CH2)9sSH

e 4-Metoxi-a-toluenotiol: CH30CsHaCH2SH

e 2-Mercaptobenzoxazol: C;HsNOS

e Acido 11-mercaptoundecanoico: C11H2,0,S

e QOctadecilamina: CigH39N

La seleccidn de estos compuestos se efectud teniendo en cuenta una afinidad fisica
y/o quimica con un amplio rango de compuestos organicos volatiles que pueden estar
presentes en el aliento. De este modo, butanotiol y decanotiol tienen una terminacion
no polar, y reaccionan preferiblemente con compuestos no polares; 4-metoxi-a-
toluenotiol y 2-mercaptobenzoxazol poseen anillos aromaticos, y tienen alta afinidad

hacia los compuestos aromadticos; acido 11-mercaptoundecanoico contiene una
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terminacidon polar, y una buena afinidad con los compuestos polares; mientras

octadecilamina tiene alta afinidad hacia los hidrocarburos alifaticos de cadena larga.

Para lograr la funcionalizacién, se disolvieron los compuestos orgdnicos en etanol por
agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente, utilizando para ello un agitador
magnético, para asegurar la homogeneidad de la solucion. El solvente seleccionado es
convenientemente volatil y se evapora rdpidamente a baja temperatura, por lo tanto,
es excelente para aplicaciones que requieren alta pureza tras la evaporacion [108]. Los
sensores con las AuNP dispersas previamente depositadas se sumergieron en la solucidn
durante 1 hora, y el solvente se evapord posteriormente por calentamiento a 50°C
durante 1 hora en un horno convencional. La morfologia de los nanomateriales
fabricados en este estudio se muestra en la figura 4.4. Tal como se puede ver en esta
imagen, las nanoparticulas de oro son enlazadas por los compuestos orgdnicos,

formando una red que une los dos electrodos de los sensores.

(1)

(3) (4)
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(5) (6)

Figura 4.4 AuNP funcionalizadas con compuestos organicos.
(1)Butanotiol (2)Decanotiol (3)4-metoxi-a-toluenotiol (4)2-mercaptobenzoxazol (5)Acido 11-
mercaptoundecanoico (6)Octadecilamina.

Los compuestos orgdnicos empleados para funcionalizar las nanoparticulas de oro
presentaron caracteristicas muy distintas, y en consecuencia se observaron diferencias
significativas en las nanoestructuras formadas y el cubrimiento de la superficie del
sensor, dependiendo del compuesto utilizado, tal como lo demuestran las imagenes
SEM presentadas en la figura 4.3. A continuacién se presenta un resumen de las

caracteristicas morfolégicas de cada nanomaterial sensible fabricado:

e AuNP funcionalizadas con butanotiol: nanoestructura muy ordenada vy
cubrimiento medio de la superficie del sensor

e AuNP funcionalizadas con decanotiol: red muy densa de nanoparticulas
estrechamente enlazadas y alto cubrimiento de la superficie del sensor

e AuNP funcionalizadas con 4-metoxi-a-toluenotiol: nanoestructura en forma de
nanoparticulas enlazadas y recubrimiento medio-bajo de la superficie del sensor

e AuNP funcionalizadas con 2-mercaptobenzoxazol: nanoestructura en forma de
clusteres ordenados y cubrimiento medio-alto de la superficie del sensor

e AuNP funcionalizadas con acido 11-mercaptoundecanoico: agrupaciones de
nanoparticulas estrechamente enlazadas y cubrimiento bajo de la superficie del
sensor

e AuNP funcionalizadas con octadecilamina: agrupaciones de nanoparticulas

enlazadas y cubrimiento bajo de la superficie del sensor
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Al ser menos propicio el enlazamiento de las nanoparticulas de oro mediante los
compuestos con cadenas largas de &tomos de carbono como octadecilamina y dcido 11-
mercaptoundecanoico, el cubrimiento de la superficie del sensor con estos
nanomateriales fue bajo. Los compuestos con anillo aromatico no polar y grupo tiol (4-
metoxi-a-toluenotiol y 2-mercaptobenzoxazol) y los compuestos con cadena no polar
de carbono y grupo tiol (butanotiol y decanotiol) promovieron la formacién de buenos
enlaces con las nanoparticulas de oro y la formacién de nanoestructuras con tendencia

generalmente ordenada y un buen cubrimiento de la superficie del sensor.

4.3 CARACTERIZACION DE LOS SENSORES Y OPERACION DEL SISTEMA
MULTISENSORIAL

Para la caracterizacion de los sensores, se midio inicialmente la resistencia eléctrica
entre los electrodos de los sensores después de la deposicion de las AuNP, lo que
confirmé que tras este proceso no hubo formaciéon de contacto eléctrico entre los
electrodos. Después de la funcionalizacién de las AuNP con los compuestos organicos,
todos los sensores midieron resistencias en el rango de los k2 o MQ (tabla 4.1), que son

valores ideales para los sensores quimicos de gases.

En las nanoestructuras formadas por AuNP enlazadas mediante compuestos
organicos, la conduccidon eléctrica a través del nanomaterial es proporcionada por el
mecanismo de efecto tunel de los electrones que atraviesan la red que forman las
nanoparticulas y el compuesto organico. Las AuNP proporcionan la carga de los
electrones, y el transporte de los electrones se realiza mediante saltos entre

nanoparticulas cercanas pasando a través del compuesto organico [109, 110].
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Tabla 4.1 Resistencia eléctrica de los sensores fabricados. En algunos casos se han fabricado dos sensores con el
mismo nanomaterial, para comprobar la diferencia entre varias deposiciones.

No. del Resistencia Compuesto organico
1 69.8 MQ 2-Mercaptobenzoxazol
2 191 kQ 4-Metoxi-a-toluenotiol
3 445 kQ Decanotiol
4 38 MQ Octadecilamina
5 1.7 kQ 2-Mercaptobenzoxazol
6 1.8 kQ Acido 11-mercaptoundecanoico
7 30.7 kQ2 2-Mercaptobenzoxazol
8 37 MQ Butanotiol
9 4.02 MQ Decanotiol
10 5.7 MQ Octadecilamina

Los sensores fueron incorporados en una cdmara de medidas de teflén con un
volumen interior de 26 cm3, que se muestra en la figura 4.5. La cdmara incluye en su
cara superior dos conectores, uno de ellos permite la inyeccion de los volatiles que
provienen de la muestra y el otro funciona como salida de la muestra. También se
utilizan para pasar aire sintético a través de la cdmara después de la realizacion de cada

medida, para la purga tanto de la cdmara como de la superficie de los sensores.

Para la operacion de los sensores, se optd por aplicar alternativamente a cada uno
de ellos pulsos de voltaje de corta duracién. Este método de operacion proporciona un
funcionamiento dindmico de los sensores entre los estados ON (aplicacién de voltaje) y
OFF (sin voltaje), sin llegar al estado estacionario, y confiere mas informacién que el

modo estatico de operacién [111].
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Figura 4.5 Camara de medidas. En la parte superior de la figura se muestran dos de los sensores integrados en la
camara.

En la figura 4.6 se aprecia la corriente eléctrica de uno de los sensores durante 6
ciclos sucesivos de operacidén a un voltaje de 5V, con un funcionamiento (aplicacion de
voltaje) de 10 segundos por ciclo, seguido de una pausa de 90 segundos entre ciclo y
ciclo (no representada en la figura 4.6), durante la cual los otros nueve sensores que
conforman la nariz electrénica fueron alimentados sucesivamente al voltaje de 5 V. Este
proceso hizo que la corriente a través del sensor variara durante cada ciclo de operacion
entre dos valores, sin llegar a un valor estable. Ademds se puede notar la muy buena

repetitividad del comportamiento del sensor durante los 6 ciclos de operacién.
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Figura 4.6 Corriente eléctrica del sensor 3, basado en AuNP funcionalizadas con 1-decanotiol, adquirida durante
seis ciclos de operacién del sensor.
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El sistema de medida esta conformado, ademas de la cdmara de medidas con la
matriz de sensores, por una fuente de potencia de alta precision (B2902A Precision
Source, Keysight Technologies, Hungria), que proporciona el voltaje necesario para la
operacion de los sensores, un equipo de adquisicion de datos de alta resolucion (34972A
LXI Data Acquisition Switch Unit, Keysight Technologies, Hungria), para la adquisicidon de
las sefiales de los sensores, y un ordenador cuyas funciones cubren las tareas de
procesado y analisis de las sefiales eléctricas. En la figura 4.7 se presenta el esquema del

sistema, en el cual se distinguen los distintos mddulos que lo conforman.

Figura 4.7 Esquema general del sistema de medidas. (A)Camara de medidas (B)Bombona de aire sintético
utilizado para el proceso de purga (C)Fuente de potencia de alta precisién B2902A (D)Equipo de adquisicion de
datos de alta resolucién 34972A LXI (E)Ordenador.

4.4 PRUEBAS INICIALES

Se efectuaron pruebas iniciales con el sistema multisensorial, presentadas a

continuacion, para determinar el comportamiento de los sensores ante muestras reales
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de aliento. El objetivo de estas pruebas fue por un lado evaluar cudl puede ser el tiempo
idoneo de almacenamiento de las muestras de aliento en el dispositivo de muestreo Bio-
VOC a partir de las respuestas de los sensores, y por otro lado investigar la posibilidad
de discriminar entre diferentes clases de sujetos a partir de las respuestas de los

sensores ante la exposicidon a muestras de aliento.

4.4.1 EVALUACION DEL ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

En esta etapa se busco evaluar la capacidad y el tiempo de conservacién de los
voldtiles del aliento recolectado en el sistema de muestreo Bio-VOC. Para ello se
adquirieron dos muestras del mismo voluntario (denominadas a continuacién muestra
Ay muestra B), tal como se muestra en la figura 4.8. La muestra A fue transferida de
inmediato después de su adquisicién a la camara de sensores, mientras la muestra B
permanecio durante 15 minutos dentro del sistema de muestreo antes de traspasarla a

la cdmara de medidas.

Figura 4.8 Toma de muestra para evaluar el almacenamiento de la misma.
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Los sensores fueron operados en modo dindmico tal como se menciona en la seccién
anterior de este capitulo, con la diferencia de que se utilizé un solo ciclo de operacién
por sensor, y se representd en una misma grafica la respuesta de los sensores a las dos
muestras de aliento (figura 4.9). Analizando la corriente eléctrica de los sensores ante la
exposicion a las dos muestras (que tuvo lugar entre los puntos de muestreo 90 y 180 de
la grafica representada en la figura 4.9), se refleja la variabilidad de la concentracion de
los volatiles dada por la diferencia de amplitud de la corriente eléctrica del sensor, lo
gue sugiere que mantener la muestra en el Bio-VOC antes de traspasarla a la cdmara de

medidas resulta no ser adecuado, ya que los COV tienden a escaparse.

10.5 T
— Muestra A
—Muestra B
10 b
<
2
2
c 9.5- -
2
5
()
9_ -
8.5 | | | | |
0 50 100 150 200 250 300

Numero de muestras

Figura 4.9 Respuesta eléctrica del sensor 8 (basado en AuNP funcionalizadas con butanotiol), comparativa entre
las dos muestras Ay B.

En la respuesta del sensor a la muestra de aliento, el compuesto organico
proporciona sitios de adsorciéon para los COV del aliento, y la conductancia del
nanomaterial sensible se modifica al adsorberse los COV del aliento en el compuesto
organico [112, 113]. El incremento de la corriente eléctrica a través del sensor puede
explicarse por el encogimiento que sufre el nanomaterial, causado por la adsorcién de
los COV del aliento en el nanomaterial, lo que produce un acercamiento de las
nanoparticulas de oro y un aumento de la transferencia de los electrones entre las
nanoparticulas [113, 114]. El efecto de encogimiento es reversible cuando la muestra

del aliento es evacuada de la cdmara de los sensores, lo que lleva a la recuperacidon de
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las caracteristicas eléctricas iniciales del sensor, tal como se observa en el tramo final de

la grafica presentada en la figura 4.9.

4.4.2 DISCRIMINACION ENTRE FUMADORES Y NO FUMADORES

Una vez caracterizados los sensores y optimizado el protocolo de medicién de
muestras, se realizaron pruebas preliminares del sistema en general. La finalidad de
estas pruebas se enfocé en comprobar la funcionalidad del sistema; para ello se
analizaron un total de 10 muestras de aliento exhalado recolectadas de un grupo de
fumadores (5 sujetos) y un grupo de no fumadores (5 sujetos), asi como una muestra de
aire ambiente. Para evitar la influencia de posibles factores externos en los resultados
del analisis, en este estudio se incluyeron solo sujetos varones, con edades
comprendidas entre 28 y 35 afios (a excepcidn de un Unico voluntario, fumador, de 55
afos de edad), sin patologias conocidas y sin seguir ningun tipo de tratamiento médico.
Las muestras de aliento se recolectaron con el dispositivo Bio-VOC a primera hora de la
manana con los voluntarios en ayunas y sin haber fumado desde la noche anterior, y se
introdujeron de inmediato a la camara de medidas para ser analizadas por los sensores

de gases.

Se utilizé un solo ciclo de operacion por sensor, y cada medida comprendid los
siguientes pasos: (i) 5 minutos en condiciones estacionarias (en el aire ambiental que se
encuentra normalmente dentro de la cdmara de medidas); (ii) 5 minutos de exposicion
a la muestra analizada en condiciones estacionarias, obtenidas tapando los dos
conectores de la cdmara de medidas una vez introducida la muestra en la camara; (iii) 5
minutos bajo flujo continuo de aire seco sintético, a un caudal de 1 L/min, utilizado para

limpiar la superficie de los sensores y purgar la cdmara de medidas.
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Al analizar las respuestas de los sensores a las muestras de aliento exhalado, se
evidencid que cuatro de ellos (los sensores 3, 4, 8 y 9, segun la tabla 4.1) mostraron
diferencias significativas en sus respuestas hacia los voluntarios fumadores y no
fumadores, respectivamente, y una buena recuperacién después de la evacuacion de las
muestras, mientras que las respuestas de los demdas sensores no presentaron

diferencias significativas, tal como se evidencia en la figura 4.10.
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Figura 4.10 Respuesta eléctrica a la respiracion exhalada de los 5 voluntarios fumadores y 5 voluntarios no
fumadores obtenida por: (a) Sensor 3, basado en AuNP funcionalizadas con 1-decanotiol; (b) Sensor 1, basado
en AuNP funcionalizadas con 2-mercaptobenzoxazol.
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Por otro lado, las respuestas de todos los sensores a la muestra de aire fueron mucho
mas bajas en comparacidn con las respuestas a las muestras de aliento, lo que corrobora
la observacidn presentada en la figura 4.9, donde se evidencia que al escaparse los
volatiles del aliento del dispositivo Bio-VOC tras un almacenamiento prolongado de la
muestra, la respuesta de los sensores es mucho mas baja que al analizar la muestra de

inmediato tras su recoleccion.

Los materiales sensibles de los sensores que presentaron mayores diferencias entre
los sujetos fumadores y no fumadores estan formados por AuNP funcionalizadas con
decanotiol (2 sensores), butanotiol (1 sensor) y octadecilamina (1 sensor), con afinidad
hacia los hidrocarburos no polares y alifaticos, que se encuentran presentes en el humo

de los cigarrillos [115].

Para efectuar un analisis mdas detallado de la discriminacion entre las muestras
analizadas, se aplicd el método no supervisado de reconocimiento de patrones PCA,
proyectando en un plano de dos dimensiones los datos de los cuatro sensores que
presentaron mayores diferencias entre los voluntarios fumadores y no fumadores (los
sensores 3, 4, 8 y 9, segun la tabla 4.1), con el objetivo de examinar graficamente si
existe una discriminacion entre las clases estudiadas. Para construir el modelo PCA, se
utilizé un solo pardmetro por sensor, que correspondio a la corriente media a través del
sensor durante la exposicion del sensor a la muestra (calculada entre los puntos de
muestreo 90 y 180 de la grafica representada en la figura 4.10). La matriz de datos,
formada por 11 filas (que corresponden a las 11 muestras medidas) y 4 columnas (que
corresponden a los 4 parametros extraidos de las respuestas de los cuatro sensores) fue

centrada aplicando el método de mean-centring antes de aplicar el algoritmo PCA.

En la figura 4.11(a) se presenta el resultado PCA obtenido, que infiere que hay
excelente discriminacion entre fumadores, no fumadores y aire ambiente. En el modelo
PCA, el primer componente principal que capturé el 79,78% de la varianza en los datos
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y arrojé una clara diferencia entre la muestra de aire y las muestras de aliento, mientras
el segundo componente principal capturd el 14% de la varianza en los datos y
proporciond la informacidn necesaria para discriminar entre los voluntarios fumadores
y no fumadores. La grafica de los loadings, presentada en la figura 4.11(b), confirmé que
la contribucién de todos los sensores fue importante en los resultados obtenidos, ya que
los pardmetros extraidos de las respuestas de todos los sensores aparecen en zonas

distintas de la grafica y lejos del punto que indica el origen de la misma.
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Figura 4.11 (a) Grafica PCA, mostrando la excelente discriminacion entre las muestras de aliento exhalado de
sujetos fumadores (F), sujetos no fumadores (NF), y aire ambiente (A). (b) Loadings del modelo PCA
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4.5 CONCLUSIONES

Se fabricaron sustratos para sensores sobre una oblea de silicio, definiéndose por
litografia laser dos electrodos de oro paralelos, con una separacién de 15 um en la zona
activa donde se deposita el material sensible. Para la elaboracién de los nanomateriales
de deteccion de los sensores se utilizd la técnica innovadora de deposicidon en fase de
gas avanzada (AGD), con la cual se logro la fabricacion de AuNP de alta pureza, las cuales
se depositaron dispersamente en la zona del drea activa de los sensores, sin llegar a
formar una pelicula continua. La posterior funcionalizacién de las AUNP con compuestos
organicos que contienen grupos tiol o aminos enlazé las AuNP de oro, formando una red
en forma de monocapa entre los electrodos de los sensores. Dependiendo del
compuesto orgdanico utilizado, se obtuvieron diferencias significativas en términos de
morfologia de las nanoestructuras formadas y cubrimiento de la superficie del sensor.
La resistencia de los distintos sensores fabricados tuvo valores en el rango de los kQ2 o
MQ, que son ideales para sensores quimicos de gases. En este tipo de nanomateriales,
la conduccidn eléctrica a través del nanomaterial es proporcionada por el mecanismo
de efecto tlnel de los electrones que atraviesan la red que forman las nanoparticulas y

el compuesto orgénico.

Para la realizaciéon de medidas experimentales con los sensores, se utilizé el modo
dindmico de operacidn, aplicando sucesivamente a cada sensor pulsos cortos de voltaje,
para incrementar la informacién proporcionada por ellos, y se optimizaron los
parametros de trabajo para efectuar las medidas experimentales. El modo dinamico de
operacion hizo que la corriente a través de los sensores variara durante cada ciclo de
operacion entre dos valores, sin llegar a un valor estable, y ademas se evidencié una
muy buena repetitividad del comportamiento de los sensores durante varios ciclos de

operacion. En la respuesta de los sensores a las muestras de aliento, el compuesto
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orgdanico proporciona sitios de adsorcién para los COV del aliento, y la conductancia del
nanomaterial sensible se modifica al adsorberse los COV del aliento en el compuesto
organico. El nanomaterial sufre un proceso de encogimiento, lo que acerca las

nanoparticulas de oro y aumenta la transferencia de electrones entre las nanoparticulas.

Las pruebas efectuadas para evaluar la capacidad y el tiempo de conservacién de los
volatiles del aliento recolectado en el sistema de muestreo Bio-VOC demostraron que
las muestras de aliento deben ser analizadas de inmediato después de su recoleccidn
para evitar la pérdida de COV, ya que en caso contrario el cambio en la amplitud de la
corriente eléctrica del sensor ante la exposicion a la muestra es considerablemente mas

bajo.

En un experimento en el cual se midieron muestras de aliento de fumadores, no
fumadores y aire ambiente, cuatro de los sensores mostraron respuestas caracteristicas
significativas para cada grupo de estudio. Los materiales sensibles de los sensores que
presentaron mayores diferencias entre los sujetos fumadores y no fumadores estan
formados por AuNP funcionalizadas con decanotiol (2 sensores), butanotiol (1 sensor) y
octadecilamina (1 sensor), con afinidad hacia los hidrocarburos no polares y alifaticos,
gue se encuentran presentes en el humo de los cigarrillos. Las respuestas de todos los
sensores a la muestra de aire fueron considerablemente mas bajas en amplitud que las
respuestas a las muestras de aliento. El modelo de clasificacion PCA construido con las
respuestas de estos cuatro sensores reveld un excelente potencial de discriminacién
entre las diferentes categorias de muestras analizadas, lo que sugiere la idoneidad de

los sensores desarrollados en este estudio para aplicaciones de analisis de la respiracién.

Los resultados obtenidos en este capitulo se emplean en el capitulo 5 de la tesis, para

investigar la posibilidad de diagnosticar cancer gastrico mediante el andlisis del aliento

exhalado con el sistema de olfato electronico.
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5.1 PACIENTES Y TOMA DE MUESTRAS

En el estudio se incluyeron pacientes mayores de edad, atendidos por enfermedades
gastricas en el Hospital Universitario la Samaritana de la dependencia de Gastrosur S.A.S
en Bogotd, Colombia. Fueron seleccionados un total de 30 voluntarios (tabla 5.1): 14
pacientes con cuadro clinico de cédncer gastrico, 15 controles (grupo formado por
pacientes diagnosticados con otras enfermedades gdstricas) y 1 paciente que se
considerd como indefinido en este estudio (siendo éste un paciente con cancer gastrico

que respondid bien a la quimioterapia).

En linea con lo explicado en el capitulo 1 de esta tesis doctoral en relacién con la lenta
progresién de la enfermedad de cancer géstrico y la dificultad de diagnosticarla en una
fase temprana, los rangos de edades de los pacientes con cdncer gastrico participantes
en este estudio oscilaron entre los 46 y los 85 afios, y no se identificaron pacientes con
una edad menor. Para un adecuado apareamiento entre los sujetos del grupo de
pacientes con cancer gastricoy el grupo de pacientes con otras enfermedades gastricas,
en este ultimo grupo se seleccionaron voluntarios con edades comprendidas entre los
49 y 88 ainos. Ademas se intentd, en la medida de lo posible, un apareamiento entre los
dos grupos de pacientes por sexo (masculino / femenino) y zona de vida (rural / urbana),
ya que estas caracteristicas representan factores de confusion externos y podrian influir
en los resultados. El paciente con cancer gastrico que respondié bien a la quimioterapia,
de 75 afos de edad, se incluyd dentro de este estudio con el fin de evaluar su

clasificacion al analizarse el aliento exhalado.
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Tabla 5.1 Informacién acerca de los pacientes
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Nota: CG: cancer gastrico; °M: masculino, F: femenino; °R: rural, U: urbana; “N: negativo, P: positivo

Los pacientes fueron informados con antelaciéon acerca del objetivo de Ia
investigacion y los procedimientos a seguir, y firmaron voluntariamente el
consentimiento informado antes de ser incluidos en el estudio. Cada paciente
proporciond varias muestras de aliento para el estudio. Los voluntarios no consumieron
ningun tipo de alimento, bebida o tabaco al menos durante 10 horas antes de la
recoleccidn de las muestras de aliento, que se efectud a primera hora de la mafana, en
el intervalo horario de 6 am a 8 am, con los pacientes en ayunas. Se realizaron ademas
pruebas de endoscopia a cada paciente en el mismo dia de recoleccién de muestras,
antes del muestreo de aliento, mientras que las pruebas de biopsia se realizaron
adicionalmente cuando fue necesario. Estas pruebas médicas llevaron a la confirmacién
final de la enfermedad de cada paciente. En todos los casos, el adenocarcinoma se

confirmé mediante pruebas patoldgicas.

Para la recoleccion de las muestras de aliento, se utilizé el dispositivo Bio-VOC
presentado en el capitulo 2 de esta tesis doctoral. Durante el muestreo de la respiracion,

el paciente exhald normalmente en el dispositivo de muestreo a través de una boquilla
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desechable, hasta vaciar totalmente los pulmones (figura 5.1). La primera parte de la
respiracion, que contiene los compuestos exdgenos inhalados por el paciente, salié a
través del extremo abierto sin retorno del dispositivo de muestreo, y el Bio-VOC sélo
retuvo la ultima parte de la respiracién (129 ml de volumen), que corresponde al aire
alveolar. Antes de cualquier uso, cada dispositivo de muestreo (Bio-VOC) se
desensamblé en sus partes constituyentes, y éstas se introdujeron durante 15 minutos
en una solucién de 20 ml de desinfectante (Amukina, Espafia) disuelto en 1 litro de agua
destilada, y luego se secaron naturalmente sin limpiar. Este proceso aseguré la limpieza
del dispositivo de muestreo, evitando al mismo tiempo la contaminacion de cada

muestra nueva con muestras de otros pacientes recolectadas anteriormente.

Figura 5.1 Exhalacién en el dispositivo de muestreo de aliento Bio-VOC

Unas de las muestras de aliento se midieron justo inmediatamente después de su

recoleccion con el sistema de sensores de gases, al ser éste portable y poder ser llevado
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a las instalaciones del hospital, mientras otras fueron almacenadas en tubos
preconcentradores de volatiles y fueron medidas ulteriormente con el sistema de
cromatografia de gases, al no disponerse de un equipo de cromatografia de gases en el
hospital. Para el almacenamiento de las muestras para su ulterior andlisis
cromatografico, éstas se transfirieron a tubos de vidrio que contienen material
adsorbente Tenax TA (ORBO™ 420, Sigma-Aldrich, Colombia). Para aumentar la
concentracion de los COV atrapados por el material adsorbente, se transfirieron dos
muestras de aliento del mismo paciente al mismo tubo de almacenamiento. Los tubos
adsorbentes se almacenaron a 4°C en un refrigerador para muestras biolégicas antes de
efectuar el andlisis cromatografico, que se realizd seis meses después de la recoleccidon
de muestras. La relacion de los pacientes cuyas muestras se midieron con cada uno de
los dos sistemas de medicion (cromatografia de gases o sensores de gases) se indica en

la tabla 5.1 de los pacientes.

5.2 ANALISIS CROMATOGRAFICO

El analisis cromatografico de las muestras se llevo a cabo empleando un sistema de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas de tiempo de vuelo con
cuadrupolo (GC-QTOF-MS, por su abreviacion en inglés, modelo Agilent G7200AA), que
representa el estado del arte en cromatografia de gases no dirigida. Para este estudio

se utilizé una muestra de aliento proporcionada por cada paciente.

Para medir las muestras, se calenté el material adsorbente donde se habian
almacenado las muestras, para la desorcion térmica de los COV del aliento retenidos por
el material adsorbente. Para ello, se cortd el tubo preconcentrador de volatiles, y el
material Tenax fue transferido a un vial de vidrio de 20 ml de volumen, previsto con un
tapdn con septum, cerrado herméticamente. El vial se introdujo durante 20 minutos en
un bano de aceite encima de una placa calefactora, calentada a una temperatura de

100°C. Esto permitio la desorcidn térmica de los compuestos volatiles de la muestra de
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aliento atrapados en el material adsorbente, que formaron un espacio de cabeza encima

del material adsorbente, dentro del vial de vidrio.

A continuacidn, se utilizé la técnica de microextracion en fase sélida, con fibra de
DVB/CAR/PDMS (Divinilbenzeno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano), para capturar los COV
del espacio de cabeza formado dentro del vial de vidrio, y luego inyectarlos en el puerto
de inyeccion del GC-QTOF-MS para el andlisis cromatografico. La fibra de SPME se
introdujo en el espacio de cabeza formado dentro del vial punzando a través del septum

del tapdn del vial, donde se dejo durante 30 minutos.

El GC-QTOF-MS fue operado en modo “splitless” (que permite vaporizar y transferir
la mayor parte de la muestra a la columna cromatogréfica), y se utilizé una columna
cromatografica HP-5MSI (Agilent Technologies). Las condiciones del cromatdgrafo
fueron las siguientes: tiempo de desorcién: 2 minutos; temperatura de desorcién:
250°C. Los parametros del horno fueron los siguientes: 10 minutos a la temperatura
inicial de 50°C; rampa de 10°C/minuto hasta llegar a 155°C; rampa de 20°C/minuto hasta
llegar a 270°C; 10 minutos a 270°C. La ionizacién se llevé a cabo por medio de impacto

electrdnico, con una energia de los electrones de 70 eV y una temperatura de 230°C.

Los cromatogramas se adquirieron para compuestos con masa/carga que van desde
35 hasta 275, a una tasa de muestreo de 5 espectros/segundo. La figura 5.2 muestra los
cromatogramas adquiridos para diez pacientes con cdncer gastrico y cuatro pacientes
del grupo de control, pudiéndose ver ciertas diferencias entre los dos grupos. La
deconvolucién de los cromatogramas se realizd utilizando el software Agilent
MassHunter Unknown Analysis, ejecutado en modo automadtico, con el factor de

similitud minimo fijado en 80.
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Figura 5.2 Cromatogramas adquiridos de 10 pacientes con cancer gastrico y 4 pacientes del grupo de control.

La identificacion de los compuestos se llevo a cabo en base a la libreria de espectros

de masas NIST14. En total se encontraron hasta 650 COV en el aliento de los voluntarios.

Los mas abundantes, donde la abundancia de cada COV viene dada por el area bajo el

pico cromatografico, se presentan en la tabla 5.2. Estos compuestos pertenecen a los

grupos de compuestos quimicos de los alquenos, alcanos, alquilos, compuestos

aromaticos, alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y acidos.

Tabla 5.2 Los COV mas abundantes encontrados en el aliento de los pacientes

Relacién masa/carga Tiempo de retencién
Compuesto .
(m/z) (min)

1 | Tolueno 92.0650 1.9343
2 1,3-Dimetilbenceno 91.0576 2.8396
3 | Estireno 78.0491 3.0782
4 4,5-Dimetilnonano 57.0723 5.2319
5 Hexadecano 85.1037 8.3898
6 | Triclorometano 85.1037 1.2379
7 | (E)-3-Eicoseno 69.0721 8.7487
8 | (2)-3-Hexadeceno 69.0721 8.8650
9 2-Butil-1-octanol 57.0723 8.9749
10 | Cis-1,1,3,4-tetrametilciclopentano 69.0721 5.5452
11 | Cis-1,4-dimetilciclooctano 69.0721 5.6049
12 | 2,4-Dimetildecano 57.0723 5.3111
13 | 4,6-Dimetildodecano 57.0723 7.8907
14 | 2,6-Dimetilnonano 57.0723 4.6062
15 | Alcohol bencilico 108.0601 49184
16 | 2,2,4,4,6,8,8-Heptametilnonano 57.0723 9.0469
17 | 4,7-Dimetilundecano 57.0723 5.9463
18 | 5-Metil-2-(1-metiletil)-1-hexanol 57.0723 8.5037
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19 | (S)-(+)-5-Metil-1-heptanol 57.0723 4.8112
20 | Ester eicosilvinilico del acido carbdnico 57.0723 9.6588
21 | (E)-3-Octadeceno 69.0721 10.2267
22 | D-limoneno 93.0717 4.8523
23 | Ester butilico del dcido propidnico 73.0313 3.0946
24 | Deciloctil éter 85.1037 9.1359
25 | 2,2-Dimetilhexanal 72.0904 1.1785
26 | Ester tridecilpentilico del &cido sulfuroso 57.0723 10.6132
27 | (1-Metiletil)benceno 120.0971 3.9394
28 | 6-Metiltridecano 57.0723 9.8464
29 | Ester octilvinilico del acido carbdnico 43.0561 5.2645
30 | Acido pentandico 60.0226 4.2760
31 | Etilbenceno 91.0576 2.7586
32 | 2,4-Dietil-1-heptanol 69.0721 10.9604
33 | 2,3,5,8-Tetrametildecano 85.1037 10.6757
34 | Ester butilico del cido propandico 75.0276 3.2334
35 | 4-Metiloctano 56.0635 2.7445
36 | 1-lodo-tetradecano 85.1037 11.1645
37 | 3,3-Dimetilhexano 57.0723 6.0652
38 | 4-Metil-1-undeceno 85.1037 5.7675
39 | Acido butoxiacético 57.0723 2.9497
40 | Ester pentilico del dcido acético 61.0126 1.2174
41 | Alfa-metilestireno 117.0725 4.2128
42 | 3,3,5-Trimetildecano 57.0723 7.9914
43 | 2,5,6-Trimetildecano 57.0723 4.4157
44 | 5-Metildodecano 126.1419 9.7921
45 | Ester dodecilhexilico del 4cido sulfuroso 85.1037 9.2894
46 | 1-Octen-3-ol 72.0904 2.1513
47 | 2-Isopropil-5-metil-1-heptanol 84.0951 10.7524
48 | Ester nonilvinilico del acido carbdnico 57.0723 6.7449
49 | 2,4,6-Trimetiloctano 57.0723 4.1015
50 | 1-Undecanol 161.1354 10.8531
51 | 1,11-Dodecadieno 67.0555 5.8987
52 | 2-Etil-1-decanol 57.0723 6.5501
53 | 2,3,6-Trimetilheptano 57.0723 3.9042
54 | 1-lodo-dodecano 85.1037 10.8425
55 | 2,7-Dimetil-1,7-octadieno 56.0635 4.4620
56 | 2,2,3,4-Tetrametilpentano 57.0723 3.1385
57 | Ester dodecilpentilico del acido sulfuroso 85.1037 8.9351
58 Est}e'r 6-etiloct-3-il isohexilico del acido 851037 9.9978
oxalico
59 | Heptacosano 57.0723 11.6067
60 | 2-(1,1-Dimetiletil)ciclohexanol 82.0787 8.6192
61 | (E)-4-Etil-2-octeno 69.0721 9.0865
62 | Ester isohexil 2-pentilico del dcido sulfuroso 85.1037 6.9426
63 | 6-Etil-2-metiloctano 119.0884 5.1329
64 | Derivado de 3,4-dihidroxifenilglicol 355.0818 12.6697
65 | (2)-2,3-Dimetil-3-hepteno 56.0635 11.1530
66 | 2,3,5-Trimetilhexano 85.1037 2.3394
67 | 2,3,8-Trimetildecano 85.1037 8.8201
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68 Ester Z,g.-dlmetllpentlllco del acido 59.0504 4.4553
propandico

69 | Propilbenceno 91.0576 3.8414

70 | 1-Etil-2-heptilciclopropano 56.0635 49033

Para hallar los posibles biomarcadores del cancer gastrico, dado el tamafio reducido
de numero de muestras disponibles, se utilizo el test estadistico t de Student, con el
valor de corte a = 0,05, correspondiente al nivel de confianza de 95%. Este andlisis se
efectud sobre 275 compuestos, que fueron encontrados en el aliento de mds de 70% de
los pacientes de cada grupo de estudio. La edad de los pacientes (mayores o menores
de 60 afios), el sexo, la zona de vida, el habito tabaquico y la presencia o ausencia de la
infeccion con la bacteria helicobacter pylori, se utilizaron como factores de confusién
para eliminar de la lista inicial de posibles biomarcadores aquellos COV que podrian
verse afectados por factores externos no necesariamente relacionados con la

enfermedad.

En el analisis estadistico inicial donde se compararon las abundancias de todos los
275 compuestos en el aliento de los pacientes con cancer gastrico y los pacientes con
otras enfermedades gastricas, se encontraron ocho compuestos con abundancias
estadisticamente diferentes entre los dos grupos de pacientes analizados; éstos se
caracterizan por los siguientes valores de relacion masa/carga y tiempo de retencion:
[79.0553@1.7808]; [69.0716@7.6237]; [71.0878@10.8352]; [91.0576@2.8311];
[43.0559@8.1518]; [153.1655@5.3618]; [324.9925@9.0235]; [215.1779@13.2262].

A estos posibles biomaradores de cancer gastrico identificados inicialmente se les
aplicé un andlisis estadistico adicional, en el cual todos los pacientes del estudio,
independientemente de su enfermedad, fueron distribuidos sucesivamente por edad
(mayores o menores de 60 afios), sexo, zona de vida, habito tabaquico y presencia o
ausencia de la infeccién con la bacteria helicobacter pylori, para averiguar si eran
clasificados estadisticamente diferentes por alguno de estos factores de confusion. Este

analisis estadistico produjo los siguientes resultados:
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- El analisis estadistico por edad no identificd ningin compuesto estadisticamente
diferente;

- El andlisis estadistico por sexo identificd ser estadisticamente diferente al
compuesto caracterizado por la relacion masa/carga y tiempo de retencion
[79.0553@1.7808], el cual fue descartado de la lista inicial de biomarcadores;

- El analisis estadistico por zona de vida no identific6 ningin compuesto
estadisticamente diferente;

- El anadlisis por el habito tabaquico no identific6 ningin compuesto
estadisticamente diferente;

- El analisis por la infeccion con la bacteria helicobacter pylori no identificé ningun
compuesto estadisticamente diferente.

Tras este estudio, se seleccionaron los siguientes compuestos como posibles

biomarcadores del cancer gastrico, definidos por las relaciones masa/carga y tiempos

de retencidén marcados entre corchetes:

- COV1:[69.0716@7.6237];
- COV2:[71.0878@10.8352];
- COV3:[91.0576@2.8311];
- COV4: [43.0559@8.1518];
- COV5:[153.1655@5.3618];
- COV6: [324.9925@9.0235];
- COV7:[215.1779@13.2262]

A continuacidn se hizo un estudio para comprobar si la abundancia de todos estos
compuestos en el aliento de los pacientes analizados tenia una distribuciéon normal, para
justificarse la utilizacidn del test estadistico t de Student. Solo seis de los compuestos
(COV1 a COVe6) tuvieron una distribucién normal, tal como se puede ver en la figura 5.3.
Para el compuesto COV7, que no tuvo una distribucién normal, se aplico el test de Mann-
Withney para muestras independientes, utilizando el valor de significacion o = 0,05, y

106



Capitulo 5| Diagndstico de cdncer géastrico mediante el analisis del aliento exhalado

se encontrd que este compuesto no es estadisticamente diferente entre los pacientes

con cancer gastrico y los pacientes con otras enfermedades gastricas, por lo cual se

descartd como posible biomarcador de cancer gastrico.
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Figura 5.3 Abundancia de los compuestos COV1 a COV7

Tras estos analisis, se procedié con la identificaciéon de los compuestos quimicos
COV1 a COV6 con la ayuda de la libreria de espectros de masas NIST14. Uno de los
compuestos (COV6) fue identificado como dodecametilciclohexasiloxano, y también fue
descartado porque proviene de la fibra de SMPE utilizada para capturar e inyectar los
COV de las muestras en el GC-QTOF-MS. Los compuestos orgdanicos volatiles que se
proponen finalmente en este estudio como posibles biomarcadores de cancer gastrico

en el aliento exhalado se presentan en la tabla 5.3.

Tabla 5.3 Biomarcadores de cancer gédstrico encontrados en este estudio.

Tiempo de Nivel de
Compuesto retencion Férmula estructural probabilidad
(min) (p)
Trans-2,2-dimetil-3-
Ccovl 7.6237 2 0.006
deceno
cov2 Octadecano 10.8352 Inaingingingiy 0.022

Ccov3 M-xileno 2.8311 O 0.029
cov4 Hexa d ecano 8.1518 “\V/"\V/"\v/“\v/"\v_/"\v/’\v/”‘-\ 0.031
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1-Ciclohexil-2- JE
COV5 (ciclohexilmetil) 5.3618 N 0.034

pentano /N

En la figura 5.4 se observa representada la abundancia obtenida para cada uno de los
biomarcadores mencionados en la tabla 5.3, tanto para el grupo de control como para
el grupo de pacientes diagnosticados con cancer gastrico. Para los primeros cuatro
biomarcadores se observa un incremento de la abundancia en el grupo de pacientes
diagnosticados con cancer gdstrico en comparacién con el grupo de control, mientras

para el ultimo la abundancia fue mayor en el grupo de control.

covil

cov2

cov3 ()

cov4

-Control

Covs B Cancer Gastrico

10* 10° ~10° 107 108
Abundacia (Areadel pico)

Figura 5.4 Abundancia de los biomarcadores en el aliento de los pacientes con cédncer gastrico y del grupo de
control. La barra de errores representa el error estandar de la media. (*) Diferencia estadistica significativa (p <
0,05) entre el grupo de pacientes con cancer gastrico y el grupo de control; (**) Diferencia estadistica
significativa (p < 0,01) entre el grupo de pacientes con cancer gastrico y el grupo de control.

Los rangos de la abundancia de cada biomarcador en el aliento de todos los pacientes
gue participaron en este estudio se detalla en la figura 5.5. Los diagramas de caja de la

figura 5.5 presentan los valores de la mediana de los biomarcadores en cada grupo de
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pacientes, y los intervalos de confianza de 95% para la mediana, que vienen dados por

los rectangulos.
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Figura 5.5 Diagramas de caja de la abundancia de los biomarcadores en el aliento de cada uno de los pacientes.
CG: cancer gastrico; C: control.

Los compuestos identificados en este estudio como posibles biomarcadores de
cancer gastrico en el aliento exhalado pertenecen a los grupos de compuestos quimicos

de los alquenos (trans-2,2-dimetil-3-deceno), compuestos aromaticos (m-xileno) y
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alcanos (hexadecano, octadecano vy 1-ciclohexil-2-(ciclohexilmetil)pentano). La
patofisiologia que pueda explicar estos biomarcadores y su mecanismo bioquimico de

generacion, no esta completamente elucidada actualmente.

Estudios recientes sugirieron que el desarrollo del cancer conlleva un aumento del
estrés oxidativo y la sobreproduccidén de enzimas citocromo P450 debido al estrés
metabdlico causado por la carcinogénesis [23, 116, 117]. Como el funcionamiento del
organismo humano se basa en la fosforilacion oxidativa mitocondrial para producir
energia, la pérdida de radicales de oxigeno lleva a la formacién de especies de oxigeno
altamente reactivo, tales como el superdxido, el peréxido de hidrégeno y el radical
hidroxil, que son muy téxicas a nivel celular. Los radicales reactivos tienden a provocar
la peroxidacién lipidica y a convertir los acidos grasos poliinsaturados en varios alcanos
volatiles, que son liberados a través de la respiracion al poco tiempo de ser producidos

[118-120].

Los alcanos alifaticos de cadena lineal tales como octadecano (con cadena de 8
atomos de carbono) y hexadecano (con cadena de 16 atomos de carbono) son
generados por la peroxidacion lipidica [118, 120]. Tanto el octadecano como el
hexadecano fueron encontrados en el presente estudio en niveles elevados en el aliento
de pacientes con cdéncer gastrico. A su vez, trans-2,2-dimetil-3-deceno podria ser
generado como producto intermediario de los dienos conjugados una vez iniciada la

reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica [117].

Otro de los biomarcadores encontrados en este estudio, m-xileno, es un hidrocarburo
aromatico de origen exdgeno, y su nivel elevado en el aliento de los pacientes con cancer
gastrico podria deberse a factores ocupacionales. M-xileno se encuentra entre los
pesticidas utilizados en la agricultura, y ademas se utiliza cominmente como solvente,
agente de limpieza, diluyente de pintura, en la industria quimica y en la industria

manufacturera de productos plasticos, fibras sintéticas, caucho y productos de cuero.

111



Capitulo 5| Diagndstico de cdncer géastrico mediante el analisis del aliento exhalado

Los albafiiles también son expuestos a m-xileno por contacto con solventes y diluyentes

de diferentes tipos de pinturas (laca, barniz) que contienen m-xileno.

Por ultimo, el origen metabdlico del 1-ciclohexil-2-(ciclohexilmetil)pentano, el Unico
biomarcador que se encontré en niveles mds bajos en el aliento de los pacientes con
cancer gastrico respecto a los pacientes del grupo de control, es dificil de elucidar con

los conocimientos metaboldmicos existentes al dia de hoy.

En estudios similares efectuados en poblaciones de pacientes con enfermedades
gastricas de China (pais representativo de la zona del este asidtico) y Letonia (pais
representativo de la zona de los Paises Balticos de Europa), se identificaron como
biomarcadores de cdncer gastrico, ademds de alquenos y compuestos aromaticos que
se encontraron también en el presente estudio, cetonas, aldehidos, alcoholes y nitrilos.
En esos estudios se hallaron niveles elevados de cetonas (6-metil-5-hepteno-2-uno —
tanto en China como en Letonia), aldehidos (nonanal — Letonia), alcoholes (2-
butoxietanol — China, y 2-etil-1-hexanol — Letonia), alquenos (isopreno — China), nitrilos
(2-propenonitrilo — China), y compuestos aromaticos (furfural — China, y estireno —
Letonia) [121, 122]. Las muestras de los pacientes de China y Letonia se analizaron con
un mismo equipo de GC-MS, que sin embargo no disponia de un sistema de QTOF como
el utilizado en el presente estudio, el cual confiere mayor resolucion para la
identificacidon de los compuestos. Tanto en el estudio de China como en el estudio de
Letonia participaron 130 pacientes con enfermedades gastricas (37 pacientes con cancer
gastrico, y 32 pacientes con Ulcera y 61 pacientes con enfermedades menos severas que

formaron el grupo de control).

A pesar de las diferencias en el disefio de los estudios, corroborando los resultados
obtenidos en los estudios de China y Letonia con el presente estudio, que fueron
realizados en las tres regiones con la mayor incidencia global de cancer gastrico (Este de
Asia, Paises Balticos de Europa y Sudamérica [123-125]), se pueden ver diferencias entre
las tres poblaciones de distintas zonas geograficas del planeta, que se deben a factores
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asociados con el estilo de vida, alimentacidn y genética (flora gastrointestinal), los cuales
tienen un efecto importante sobre la metabolémica de la enfermedad del cancer

gastrico.

Las abundancias de los biomarcadores encontrados en el presente estudio se
utilizaron para la construccion de un modelo de reconocimiento de patrones, para lo
cual se aplicé el algoritmo no supervisado PCA. La matriz de datos, formada por la
abundancia de cada biomarcador en el aliento de cada voluntario participante en el
estudio, fue auto-escalada antes de aplicar el algoritmo PCA. El modelo de clasificacion
PCA obtenido es presentado en la figura 5.6. Tanto el modelo construido con los dos
primeros componentes principales, que capturaron una varianza de 65,06% en los datos
(figura 5.6(a)), como el modelo construido con los tres primeros componentes
principales, que capturaron una varianza de 80,89% en los datos (figura 5.6(b)),
mostraron una muy buena clasificaciéon entre los pacientes con cancer gastrico y los
pacientes de control, que se agruparon en dos clusteres distintos. Sélo dos pacientes del
grupo de control (CO7 y C13) y un paciente con cdncer gastrico (GO1) no fueron
clasificados correctamente por el modelo PCA, lo que arroja una tasa de acierto de 90%,
una sensibilidad de 93% y una especificidad de 87%*. Entre los tres pacientes clasificados
erréneamente, el paciente CO7 fue el Unico paciente diagnosticado con Uulcera, el
paciente C13 realizé una exhalacién doble debido a su debilidad fisica, y el paciente GO1
se encontraba en un estado de salud muy critico. El paciente indefinido 101 (paciente
con cancer gastrico que respondio bien a la quimioterapia) fue agrupado por el modelo

de clasificacién en el grupo de pacientes de control.

La grafica de los loadings, presentada en la figura 5.6(c), confirmé que la contribucién

de todos los biomarcadores fue importante en los resultados obtenidos, ya que todos

! Lag tasa de acierto del modelo PCA se calculé como el niimero de muestras agrupadas correctamente
sobre el numero total de muestras empleadas en el andlisis. La sensibilidad se calculo como el numero de
verdaderos positivos sobre verdaderos positivos mds falsos negativos. La especificidad se calculé como el
numero de verdaderos negativos sobre verdaderos negativos mds falsos positivos.
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ellos aparecen en zonas distintas de la grafica y lejos del punto que indica el origen de
la misma. Asimismo, se puede ver una diferencia clara en los loadings del primer
componente principal entre los biomarcadores encontrados en mayor abundancia y el
biomarcador encontrado en menor abundancia en los pacientes con cdncer gastrico,
que aparecen en la regidon negativa y positiva del eje de los loadings del primer

componente principal, respectivamente.

Para comprobar que el modelo de clasificacién no fue afectado por posibles factores
de confusion, en la grafica PCA presentada en la figura 5.6(a) se representaron a
continuacion los pacientes en funcion de los factores de confusiéon mas comunes
presentes en el aliento de los pacientes con cancer gastrico, tales como la infeccidén por
la bacteria helicobacter pylori, el habito de fumar, la edad, el sexo y la zona de vida.
Estas representaciones se muestran en la figura 5.6(d)-(h), y denotan una mezcla total
de los pacientes, lo que demuestra que estos factores de confusion no interfirieron en

los resultados obtenidos.
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Figura 5.6 Modelo de clasificacion PCA construido con las abundancias de los biomarcadores: (a) Representacion
de los dos primeros componentes principales; (b) Representacidn de los tres primeros componentes principales.
(c) Loadings del modelo PCA. Clasificacion por factores de confusidn: (d) Infeccidn por H. pylori; (e) Habito de
fumar; (f) Edad; (g) Sexo; (h) Zona de vida.

5.3 ANALISIS CON EL SISTEMA DE SENSORES DE GASES

Para este andlisis se empled el sistema de olfato electrénico descrito en el capitulo 4
de esta tesis, y se utilizaron dos muestras de aliento proporcionadas por cada paciente
del estudio. Las muestras de aliento se inyectaron directamente del Bio-VOC a la cdmara
de sensores, empujando lentamente el émbolo, durante 10 segundos, a lo largo de todo
el recorrido interior del Bio-VOC, para la transferencia total y adecuada de los COV a la

camara de medidas.

Para la medicidon de cada muestra se emplearon las siguientes etapas: (a) 5 minutos
en estado estacionario, con los dos orificios de la cdmara de medidas tapados, tal como
se muestra en la figura 4.5 del capitulo 4, para la estabilizacion de los sensores; (b) 10
minutos de exposicidn a la muestra de aliento, también en estado estacionario, tapando

los dos orificios de la cdmara de medidas una vez introducida la muestra; (c) 5 minutos
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en flujo continuo de aire sintético, a un caudal de 1 L/min, para limpiar la superficie de

los sensores y purgar la cdmara de medidas.

Durante la realizacion de las medidas, los sensores fueron alimentados
alternativamente, en ciclos sucesivos de 10 segundos cada uno, a un voltaje de 5V, cada
medida con duracion de 6 ciclos, adquiriendo la corriente a través de cada sensor para
su posterior analisis. La figura 5.7 muestra la respuesta tipica de un sensor de gases
durante la exposicion a una muestra de aliento. Por cada ciclo de operacidn del sensor
se extrajo 1 parametro, correspondiente al valor medio de todos los valores de la

corriente adquiridos en ese ciclo, tal como se muestra en la figura 5.7.

1 T I T T T
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Figura 5.7 Respuesta del sensor S10, basado en nanopaticulas de oro funcionalizadas con octadecilamina, a una
muestra de aliento exhalado (curva roja), y los pardmetros extraidos (puntos azules).

Utilizando los parametros extraidos de las respuestas de los sensores a todas las
muestras analizadas, se construyeron modelos de reconocimiento de patrones para
cada sensor por separado, empleando para ello el algoritmo no supervisado PCA. La
matriz de datos de cada sensor fue auto-escalada antes de emplear el algoritmo PCA.

Cada matriz fue formada por 60 filas (que corresponden a las 2 muestras medidas por
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cada paciente) y 6 columnas (que corresponden a los 6 parametros extraidos de las

respuestas de cada sensor).

La figura 5.8(a) muestra el resultado obtenido con la técnica PCA utilizando las
respuestas del sensor S10, basado en nanoparticulas de oro funcionalizadas con
octadecilamina. Esta figura ilustra, en el primer componente principal del modelo PCA,
que capturd el 85,02% de la varianza en los datos, una excelente clasificacion de todos
los pacientes con céncer gdstrico, mientras que las dos muestras correspondientes al
paciente de control (C13), se clasificaron erréneamente en el grupo de pacientes con
cancer gastrico. De este modo, se obtuvo una tasa de acierto de 97%, una sensibilidad
de 100% y una especificidad de 93%, en la clasificacion de los pacientes con cancer

gastrico.

Los seis parametros extraidos de los seis ciclos de operacidon del sensor tuvieron
relevancia en los resultados obtenidos, tal como lo demuestra la grafica de los loadings
presentada en la figura 5.8(b), donde se observa que los seis parametros utilizados para
construir el modelo PCA aparecen en zonas distintas de la grafica y lejos del punto que
indica el origen de la misma. Cabe resaltar que el paciente indefinido 101 (paciente con
cancer gastrico que respondid bien a la quimioterapia) fue agrupado en el grupo de
pacientes de control tanto por el modelo PCA basado en las respuestas del sensor como
por el modelo de clasificacidon construido con los biomarcadores de cdncer gastrico

encontrados en este estudio (figura 5.6(c)).

La tasa de acierto obtenida por el modelo de clasificacion construido con las
respuestas de este sensor estd al mismo nivel de precisién de la prueba de endoscopia,
gue representa el procedimiento de diagndstico estandar actual para cancer gastrico. La
Unica muestra clasificada erréneamente por este modelo pertenece al paciente C13, que
realizé una exhalacion doble durante la adquisicion de la muestra de aliento debido a su
debilidad fisica, lo que podria afectar la precision de los resultados; este paciente
también se clasificé erréneamente en el modelo PCA construido con la abundancia de
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los biomarcadores de aliento. Otro aspecto a destacar es la clasificacion correcta
obtenida en el modelo PCA del sensor del paciente de control CO7 (el Unico paciente
diagnosticado con ulcera), y del paciente con cancer gastrico GO1 (que se encontraba en
un estado de salud muy critico), que fueron clasificados erréneamente en el modelo de
clasificacién construido con las abundancias de los biomarcadores. Este resultado se
puede atribuir al hecho de que el sensor responde al patrén general de COV que incluye
compuestos por debajo del limite de deteccion o limite de cuantificacién del equipo
cromatografico, pero que sin embargo pueden contener trazas importantes de los

cambios metabdlicos producidos por el cancer géstrico en el organismo.

De todos los sensores que conforman el sistema de olfato electrénico, el sensor S10
fue el Unico capaz de conseguir una buena clasificacién entre los pacientes con cancer
gastrico y los pacientes del grupo de control, mientras los resultados obtenidos por los
demads sensores fueron considerablemente inferiores, tal como se puede ver en el
modelo PCA construido con las respuestas del sensor S2, presentado en la figura 5.8(c),
en la cual se observa un solapamiento no adecuado de las muestras entre las dos clases
de pacientes. Los excelentes resultados obtenidos por el sensor S10 son favorecidos por
su funcionalidad organica (octadecilamina), con alta afinidad hacia los hidrocarburos
alifaticos de cadena larga (incluidos los alcanos y alquenos, que se encontraron como
biomarcadores de cancer gastrico en el presente estudio), debido a su terminacién de

hidrocarburo C-C.

Ademads, el modelo de clasificacion construido con las respuestas del sensor S10 no
se vio afectado por factores de confusiéon externos, tal como lo demuestra la figura
5.8((d)-(h)), en donde se evidencia la clasificacién de los pacientes, utilizando el mismo
modelo PCA construido con las respuestas del sensor S10, pero esta vez en funcién de
los factores de confusién mas importantes que se pueden encontrar en el aliento de los
pacientes con enfermedades gastricas (infeccidn por la bacteria helicobacter pylori, el
habito de fumar, la edad, el sexo y la zona de vida). En estas clasificaciones los pacientes
guedaron completamente mezclados, lo que conlleva a inferir que dichos factores de
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confusion no afectan la clasificacidon de los pacientes basada en la enfermedad del

cancer gastrico.
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Figura 5.8 Modelo de clasificacion PCA construido con las respuestas del sensor S10 basado en nanoparticulas de
oro funcionalizadas con octadecilamina. (b) Loadings del modelo PCA construido con las respuestas del sensor
$10;.(c) Modelo de clasificacién PCA construido con las respuestas del sensor S2 basado en nanoparticulas de

oro funcionalizadas con 4-metoxi-a-toluenotiol. Clasificacidon por factores de confusién obtenida con las
respuestas del sensor S10: (d) Infeccidn por H. pylori; (e) Habito de fumar; (f) Edad; (g) Sexo; (h) Zona de vida.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son significativamente superiores a
los resultados obtenidos en un estudio similar realizado con pacientes chinos, donde las
muestras de aliento se midieron con una matriz de 14 sensores de gases basados en
nanoparticulas de oro funcionalizadas con 11 compuestos orgdnicos diferentes y con
bicapas de nanotubos de carbono y derivativos organicos, donde se consiguid una tasa
de acierto de 86% en la clasificacidn de los pacientes con cancer gastrico [121]. Aunque
en el estudio con pacientes chinos participd un nimero mayor de voluntarios (130

pacientes con cancer gastrico, Ulcera y otras enfermedades menos severas), el modelo
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de clasificacion fue construido con un algoritmo supervisado de reconocimiento de
patrones, y estd propenso a sobre-entrenamiento a pesar de aplicarse la validacién
cruzada de leave-one-out para estimar la tasa de acierto. Ademas, ese modelo se
construyd con 56 pardmetros extraidos de las respuestas de los 14 sensores, que
equivale a un porcentaje de 43% con respecto al nimero de medidas disponibles para
construir el modelo, mientras el modelo de clasificacién desarrollado en el presente
estudio se construyd con 6 parametros extraidos de las respuestas de un solo sensor (lo
gue confiere mds robustez y menos variabilidad que el empleo de una matriz de 14
sensores), que equivale a un porcentaje de solo 20% con respecto al nUmero de medidas

disponibles.

Los resultados significativos obtenidos pueden atribuirse a varias mejoras
introducidas en el presente trabajo. Por un lado, el material sensible del sensor se
fabrico utilizando una técnica innovadora, que permite la obtencién de nanoparticulas
metalicas ultrapuras [3]. La principal ventaja de esta técnica radica en que las
nanoparticulas de oro se sintetizan al vacio a partir de la fundicién de un metal puro, lo
gue garantiza producir nanoparticulas ultra puras y la obtencién de monocapas de
nanoparticulas de oro enlazadas mediante compuestos organicos de alta pureza [126].
De este modo, la respuesta del sensor no se ve influenciada por reacciones de confusion
con residuos de sintesis, como puede ser el caso de los materiales sensibles de deteccién
producidos por métodos de quimica hiumeda [127], como los reportados en el estudio
previo de cancer gastrico realizado en una poblacién China. Por otro lado, la técnica de
deteccidon propuesta, que comprende ciclos de operacién del sensor de 10 segundos
seguidos de 90 segundos de inactividad, proporciona un comportamiento dindmico que
permite explorar completamente la cinética de reaccién entre el material de deteccién

y los volatiles de la respiracion bajo pulsos de operacidn cortos y repetidos.

También cabe enfatizar que el material de deteccidon del sensor que fue capaz de
discriminar con excelentes resultados entre los pacientes con cancer gastrico y los
pacientes del grupo de control, fue diferente a los materiales de deteccidon que mejor
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clasificaron entre sujetos fumadores y no fumadores (resultado presentado en el
capitulo 4 de esta tesis), lo cual indica la idoneidad de cada material sensible hacia un

cierto patrén caracteristico de volatiles.

Otra observaciéon importante es que, en comparacién con otras investigaciones
previas, la metodologia empleada en este estudio tiene ventajas primordiales en
términos de: (i) procedimiento de recoleccion de muestras de aliento: el paciente
respira normalmente a través del dispositivo muestreador de aliento en lugar de realizar
un lavado pulmonar extenuante y proporcionar una exhalacion profunda, que puede
agotar a los pacientes con afecciones géstricas; (ii) medicion de muestras: la muestra de
aliento se inyecta directamente en la cdmara de prueba, sin la necesidad de almacenarse
primero en un tubo adsorbente y luego calentarse para liberar los volatiles adsorbidos,
con la pérdida inherente de COV; vy (iii) simplicidad y confiabilidad del sistema de
deteccion: uso de un solo sensor quimico de gases, con una operacién y un
procedimientos de analisis de datos muy simples, y menos propenso a los artefactos que
pueden ser introducidos por una matriz de sensores. Debido a estas ventajas, |la prueba
se puede realizar directamente en el hospital donde se atiende al paciente, como se hizo

en este caso en Colombia.

Mientras que la endoscopia es dolorosa, invasiva, desagradable para el paciente, no
estd exenta de riesgos y no estd ampliamente disponible en los paises en desarrollo para
realizar un cribado poblacional a gran escala debido a sus elevados costos y la necesidad
de personal médico calificado, el método que se ha propuesto en este estudio utiliza
muestras biolégicas no invasivas (aliento exhalado) que se recogen facilmente (el
paciente solo necesita respirar normalmente a través de un dispositivo de muestreo de
aliento), es facil de realizar, rapido, no es costoso y, por lo tanto, muy adecuado para el
cribado entre la poblacidn de alto riesgo. Teniendo en cuenta la metodologia asequible
empleada, esta prueba puede ser repetida facilmente en caso de dudas. Aunque la
validacién en grandes cohortes sigue siendo absolutamente necesaria, se puede afirmar
que la prueba de diagndstico desarrollada en este trabajo tiene un excelente potencial
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para ser evaluada e introducida en el futuro como un método de pre-diagndstico a gran
escala para cancer gastrico en Colombia, lo que permitiria la seleccién de los pacientes

que deberian someterse a un andlisis mas detallado (p. e]., endoscopia y biopsia).

5.4 CONCLUSIONES

Para el diagndstico del cdncer gastrico, se realizd un estudio del aliento exhalado
proporcionado por una poblacidn de pacientes diagnosticados con cancer gastrico y con
otras enfermedades gastricas que formaron el grupo de control, todos ellos atendidos
en el Hospital Universitario la Samaritana de Bogota, Colombia. En la medida de lo

posible, los dos grupos de pacientes fueron apareados por edad, sexo y zona de vida.

Unas de las muestras adquiridas se midieron justo inmediatamente después de su
recoleccidn con el sistema de sensores de gases, al ser éste portable y poder ser llevado
a las instalaciones del hospital, mientras otras fueron almacenadas en tubos
preconcentradores de volatiles y se midieron ulteriormente con el sistema de

cromatografia de gases, al no disponerse de este equipo en el hospital.

El andlisis cromatografico de las muestras de aliento reveld la presencia de hasta 650
COV en el aliento de los voluntarios, los mas abundantes perteneciendo a los grupos de
compuestos quimicos de los alquenos, alcanos, alquilos, compuestos aromaticos,
alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y acidos. 275 compuestos se encontraron en el
aliento de mas de 70% de los pacientes de cada grupo, y se analizaron estadisticamente
aplicando el test t de Student. Cinco compuestos orgdnicos volatiles se encontraron en
abundancias estadisticamente diferentes en el aliento de los pacientes con cancer
gastrico en comparacion con los pacientes con otras enfermedades gastricas después
de descartar los compuestos que podrian ser afectados por factores de confusion o

provenian de la fibra de SPME utilizada para capturar los COV del aliento e inyectarlo en

126



Capitulo 5| Diagndstico de cdncer géastrico mediante el analisis del aliento exhalado

el cromatdgrafo de gases; éstos se proponen como posibles biomarcadores del cancer
gastrico en el aliento humano. Los compuestos pertenecen a los grupos de compuestos
quimicos de los alquenos (trans-2,2-dimetil-3-deceno), compuestos aromaticos (m-
xileno) y alcanos (hexadecano, octadecano y 1-ciclohexil-2-(ciclohexilmetil)pentano), y
son diferentes de los biomarcadores encontrados en otros estudios efectuados en
pacientes de China y Letonia, donde se encontraron, ademas de alquenos y compuestos
aromaticos, también cetonas, aldehidos, alcoholes y nitrilos. Estas diferencias se deben
a factores genéticos, de alimentacién y estilo de vida entre poblaciones de diferentes
partes del mundo. El modelo de clasificacién no supervisado PCA construido con los
biomarcadores encontrados en el presente estudio arrojoé una tasa de acierto de 90%,
una sensibilidad de 93% y una especificidad de 87%, en la clasificacidon de los pacientes
con cancer gastrico; dos de los pacientes del grupo de control y un paciente con cancer

gastrico se clasificaron erréneamente.

La medicién de las muestras de aliento con el sistema de olfato electrénico
desarrollado en este trabajo evidencié el excelente potencial de uno de los sensores
para discriminar entre los pacientes con cancer gdastrico y los pacientes del grupo de
control. El material sensible de este sensor estd formado por nanoparticulas de oro
funcionalizadas con octadecilamina, que es un compuesto orgdnico con alta afinidad
hacia los hidrocarburos alifaticos de cadena larga, como los alcanos y alquenos que se
encontraron como biomarcadores de cancer gastrico en este estudio. EIl modelo de
clasificacion no supervisado PCA construido con los parametros extraidos de las
respuestas de este sensor a las muestras analizadas arrojo una tasa de acierto de 97%,
una sensibilidad de 100% y una especificidad de 93% en la clasificacion de los pacientes
con cancer gastrico, solo un paciente del grupo de control siendo clasificado
erroneamente; éste también fue clasificado erréneamente por el modelo de
clasificacién construido con los biomarcadores (se trata de un paciente que realizé una
exhalacion doble debido a su debilidad fisica). Este sensor fue el Unico capaz de
conseguir una buena clasificacion entre los pacientes con cancer gastrico y los pacientes
del grupo de control, mientras los resultados obtenidos por los demas sensores fueron
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considerablemente inferiores. El resultado obtenido en este estudio es superior al
resultado obtenido en un estudio similar realizado con pacientes de China, donde se
obtuvo una tasa de acierto de 86% en la clasificacién de los pacientes con cdncer

gastrico, al analizar las muestras de aliento con una matriz de 14 sensores de gases.

Los resultados superiores de la prueba del sensor en comparacién con el modelo
construido con los biomarcadores de cdncer gdstrico se pueden atribuir al hecho de que
el sensor responde al patrén general de COV que incluye compuestos por debajo del
limite de deteccién o limite de cuantificacién del equipo cromatografico, que sin
embargo pueden contener trazas importantes de los cambios metabdlicos producidos
por el cadncer gastrico en el organismo. Tanto el modelo PCA elaborado con los
biomarcadores, como el modelo PCA construido con las respuestas del sensor, no fueron
afectados por los factores de confusion mas comunes en el aliento de los pacientes con
cancer gastrico, tales como la infeccidn por la bacteria helicobacter pylori, el habito de
fumar, la edad, el sexo y la zona de vida. El paciente considerado como indefinido en
este estudio, fue un paciente con cancer gastrico que respondid bien a la quimioterapia,

y fue clasificado en el grupo de control por los dos modelos de clasificacion.

Cabe destacar que el material de deteccién del sensor que fue capaz de discriminar
con excelentes resultados entre los pacientes con cadncer gastrico y los pacientes del
grupo de control, fue diferente a los materiales de deteccién que mejor clasificaron
entre sujetos fumadores y no fumadores (resultado presentado en el capitulo 4 de esta
tesis), lo cual indica la idoneidad de cada material sensible hacia un cierto patrén

caracteristico de volatiles.

Sumados al caracter no invasivo de las muestras de aliento y a la facilidad de la prueba
de aliento propuesta en este estudio, los resultados obtenidos son muy prometedores
para la evaluacion de la idoneidad de la implementacién en el futuro de un cribado en
la poblacién de alto riesgo a desarrollar cdncer gastrico, para la preseleccion de los
pacientes que deberian someterse a pruebas diagndsticas mas completas.
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CONCLUSIONES

En este trabajo doctoral se realizd un estudio del analisis del aire exhalado como un
posible método alternativo no invasivo, factible econémicamente y facil de implementar

para el cribado del diagnéstico de cancer gastrico en la poblacién a riesgo.

El estudio se realizd en una cohorte de pacientes con cancer gastrico y con otras
enfermedades gastrica atendidos en el Hospital Universitario la Samaritana de Bogot3,

Colombia, que es uno de los paises con mayor incidencia del cdncer gastrico del mundo.

Para la recoleccién de las muestras de aliento se utilizé el muestreador de aliento
BioVOC™, comercializado por la empresa Markes International de Reino Unido,
caracterizado por ser de facil manejo, ya que el paciente solo tiene que respirar
normalmente a través de él sin necesidad de un lavado de los pulmones o una
respiracion profunda, que pueden ser extenuantes para un paciente que padece una
enfermedad gastrica; ademas retiene solo los Ultimos 129 ml del aliento exhalado, que
corresponden al aire alveolar, el cual contiene los compuestos llevados por la sangre a
los pulmones, y es él mas propicio a contener los metabolitos caracteristicos de las

lesiones gastricas.

El analisis cromatografico de las muestras reveld cinco posibles biomarcadores de
cancer gastrico en el aliento humano, hallados en abundancias estadisticamente
diferentes en el aliento de pacientes con cancer gastrico con respecto a los pacientes
con otras enfermedades gastricas. Estos compuestos pertenecen a los grupos de
compuestos quimicos de los alquenos (trans-2,2-dimetil-3-deceno), compuestos
aromaticos (m-xileno) vy alcanos (hexadecano, octadecano y 1-ciclohexil-2-
(ciclohexilmetil)pentano). Cabe resaltar que estos compuestos son diferentes de los

biomarcadores encontrados en los estudios efectuados en pacientes de China y Letonia,
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que son otros paises con incidencias elevadas del cancer géstrico, lo que sugiere que
factores asociados con la genético, alimentacién y estilo de vida deben tomarse en
cuenta a la hora de desarrollar el test de aliento para el diagndstico de cancer gastrico.
El modelo de clasificacion construido con los biomarcadores encontrados en el presente
estudio produjo una tasa de acierto de 90%, una sensibilidad de 93% y una especificidad

de 87%, en la discriminacion de los pacientes con cancer gastrico.

Por otro lado, se desarrolld un sistema de olfato electrénico formado por una matriz
de sensores de gases basados en nanoparticulas de oro funcionalizadas con diferentes
compuestos orgdanicos, que se fabricaron empleando la técnica de deposicién en fase de
gas avanzada (AGD), a partir de una pieza de metal puro; a diferencia de los
nanomateriales fabricados por la técnica convencional de quimica himeda, los
nanomateriales fabricados en este estudio por AGD son de alta pureza y no contienen
rastros de impurezas o compuestos residuales, los cuales interferirian en la respuesta

de los sensores a los COV del aliento.

Las pruebas iniciales efectuadas con el sistema de olfato electréonico demostraron
que las muestras de aliento deben ser analizadas de inmediato después de su

recoleccidn para evitar la pérdida de COV.

Durante la realizacion de las medidas experimentales, los sensores fueron operados
en modo dindmico, aplicando sucesivamente a cada sensor pulsos cortos de voltaje, lo
gue proporciona un comportamiento dindmico a los sensores, el cual permite explorar
completamente la cinética de reaccién entre el material de deteccion y los volatiles de
la respiracion, y confiere mds informaciéon que el modo estatico de operacién, en el cual

los sensores son operados a un voltaje constante.

Uno de los sensores, basado en nanoparticulas de oro funcionalizadas con
octadecilamina, que es un compuesto organico con alta afinidad hacia los hidrocarburos
alifaticos de cadena larga como los alcanos y alquenos que se encontraron como
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biomarcadores de cancer gastrico en este estudio, evidencié un excelente potencial para
discriminar entre los pacientes con cdncer gdstrico y los pacientes con otras
enfermedades géstricas. El modelo de clasificacion no supervisado PCA construido con
los pardmetros extraidos de las respuestas de este sensor a las muestras analizadas
produjo una tasa de acierto de 97%, una sensibilidad de 100% y una especificidad de
93%, en la discriminacién de los pacientes con cdncer gastrico, y estd a la par con la
precisiéon de la prueba de endoscopia que representa el procedimiento de diagndstico
estandar actual para cancer gastrico. Ademas, el resultado obtenido en este estudio es
superior al resultado obtenido en el estudio realizado con pacientes de China, donde se
obtuvo una tasa de acierto de 86% en la clasificacién de los pacientes con cancer

gastrico, al analizar las muestras de aliento con una matriz de quince sensores de gases.

Por otro lado, cabe destacar que el sensor que obtuvo esta excelente discriminacion
entre los pacientes con cancer gastrico y los pacientes con otras enfermedades gastricas,
fue diferente a los sensores que mejor clasificaron entre sujetos fumadores y no
fumadores, lo que indica la idoneidad de cada material sensible hacia un cierto patrén

caracteristico de COV.

El desarrollo de una metodologia no invasiva, de facil uso y manejo para el pre-
diagnéstico rdpido del cancer gastrico a través de andlisis de muestras de aliento
exhalado, es uno de los logros obtenidos durante esta investigacidn. El sistema de olfato
electrénico desarrollado en este trabajo para el diagndstico de cancer gastrico podria
contribuir significativamente a disminuir los riesgos y costos de los métodos
tradicionales de diagndstico, y establecer criterios de inclusion mas acotados para la
preseleccion de los pacientes que deberian someterse a pruebas diagndsticas mas
completas, y podria convertirse en una herramienta muy importante para el pre-

diagnéstico eficaz y rapido del cdncer gdstrico en un pais como Colombia.
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CONCLUSIONS

In this doctoral thesis it was realized a study of the exhaled air as a possible non-
invasive, economically affordable and easy to implement alternative method for gastric

cancer screening in the high risk population.

The study was realized on a cohort of patients diagnosed with gastric cancer and
other gastric diseases attended at the University Hospital Samaritana from Bogot3,
Colombia, which is one of the countries with the highest incidence rate of gastric cancer

in the World.

For breath samples collection it was employed the BioVOC™ breath sampler,
commercialized by Markes International company from UK, which is characterized by its
easy use as the patient just needs to breath normally through it without the need for
lung wash or deep breathing that can be extenuating for patients with gastric diseases;
moreover, this device retains only the last 129 ml of the exhaled breath, which
corresponds to the alveolar air that contains metabolites took by the blood to the lungs,

and is more likely to contain compounds that are characteristic to gastric lesions.

The chromatographic analysis of the samples evidenced five possible biomarkers of
gastric cancer in the exhaled breath, found in statistically different abundances in the
breath of patients with gastric cancer and of patients with other gastric diseases. These
compounds belong to the chemical groups of alkenes (trans-2,2-dimethyl-3-decene),
aromatic compounds (m-xylene) and alkanes (hexadecane, octadecane and 1-
cyclohexil-2-cyclohexilmetil-pentane). It should be noted that these compounds are
different from the breath biomarkers identified in the studies realized on patients from
China and Latvia, which are other countries with high incidence of gastric cancer,

suggesting that factors associated with genetic, alimentation and lifestyle needs to be
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taken into account at the development of a breath test for gastric cancer diagnosis. The
classification model built with the biomarkers found in the present study yielded 90%
accuracy, 93% sensitivity and 87% specificity for the discrimination of the gastric cancer

patients.

On the other hand, it was developed an electronic olfaction system composed of an
array of chemical gas sensors based on different organically-functionalized gold
nanoparticles, which were fabricated employing the advanced gas deposition (AGD)
technique from a pure metal piece; in difference with the nanomaterials fabricated
employing the conventional wet chemistry method, the nanomaterials fabricated in the
present study by AGD are of high purity and do not contain traces of impurities or
residual compounds that would interfere in sensors responses to the breath volatile

organic compounds.

The initial tests performed with the electronic olfaction system revealed that the
breath samples have to be analyzed immediately after collection for avoiding the loss of

volatile organic compounds.

During the realization of the experimental measurements, the sensors were operated
in the dynamic mode by successively applying short voltage pulses to each sensor, which
provided a dynamic behavior of the sensors that allows for fully exploring the kinetic
reaction between the sensing material and the breath volatiles, and gives more
information that the static operation mode in which the sensors are operated at a

constant voltage.

One of the sensors, based on gold nanoparticles functionalized with octadecylamine,
which is an organic compound with high affinity towards long chain aliphatic
hydrocarbons such as alkanes and alkenes that were identified as gastric cancer
biomarkers in the present study, showed an excellent potential for discriminating
between gastric cancer patients and patients with other gastric diseases. The
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unsupervised PCA classification model built with the features extracted from the
responses of this sensor to the samples analyzed yielded 97% accuracy, 100% sensitivity
and 93% specificity in the discrimination of the gastric cancer patients, which is on par
with the accuracy of the endoscopy test that represents the current standard diagnosis
procedure for gastric cancer. Furthermore, the results obtained in this study were better
than the results obtained in the study realized on Chinese patients, where it was
obtained 86% accuracy in the classification of the gastric cancer patients by analyzing

the breath samples with an array of 15 chemical gas sensors.

On the other hand, it is worth pointing out that the sensor that obtained this excellent
discrimination between gastric cancer patients and patients with other gastric diseases
is different from the sensors that better classified between smoker and non-smoker
subjects, which indicates the suitability of every sensing material for a certain

characteristic volatiles pattern.

The development of a non-invasive and easy to use methodology for the fast
prediagnosis of gastric cancer through exhaled breath analysis is one of the main
achievements of the research performed in this doctoral thesis. The electronic olfaction
system developed could significantly contribute to the decrease of the related risks and
costs of the traditional diagnostic methods, and could provide more strict inclusion
criteria for the preselection of the patients that should undergo more complete
diagnostic tests, therefore it could become a very important tool for the fast and

effective prediagnosis of gastric cancer in a country like Colombia.
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Abreviaciones

ABREVIACIONES

AGD: Deposicion en fase de gas avanzada

AuNP: Nanoparticulas de oro

CG: Cancer gastrico

COV: Compuestos orgdnicos volatiles

ENT: Enfermedades no transmisibles

GC: Cromatografia de gases

GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
GC-QTOF-MS: Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas de tiempo
de vuelo con cuadrupolo

MS: Espectrometria de masas

NE: Nariz electrénica

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

PCA: Analisis de componentes principales

PTR-MS: Espectrometria de masas por reaccion de transferencia de protones
RNA: Redes neuronales artificiales

SEM: Microscopia electrénica de barrido

SIFT-MS: Espectrometria de masas con tubo de flujos de iones

SPE: Extraccion de fase sélida

SPME: Microextraccion en fase sélida

SVM: M4équinas de soporte vectorial
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