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DESCRIPCION
Isopropanol como biomarcador del cancer colorrectal
Introduccion

La presente invencion se refiere a ciertos compuestos organicos volatiles que pueden usarse como biomarcadores
para el cancer colorrectal. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un método para determinar la
probabilidad de que un individuo tenga cancer colorrectal detectando la presencia y cantidad de ciertos compuestos
organicos volatiles en una muestra de heces recogida del individuo en cuestion.

Antecedentes de la invencion

El cancer colorrectal es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en todo el mundo, con una incidencia
europea estimada de 43.5 por 100,000 en 2012 y una mortalidad de 19.5 por 100,000.1 El riesgo de por vida, para
los residentes del Reino Unido, es de 1 entre 15 para los hombres o 1 entre 19 para las mujeres.™ En toda Europa, el
cancer colorrectal es la segunda causa mas comun de mortalidad relacionada con el cancer.™ El cancer colorrectal
supone una importante carga financiera para el National Health Service (NHS), con un coste anual medio de £12,000
y £8,800 por cada paciente diagnosticado con cancer de colon rectal y no rectal, respectivamente.® Los datos del
Programa de Detecciéon del Cancer de Intestino del Reino Unido (UK BCSP) han demostrado claramente que la
deteccion del cancer colorrectal en una etapa mas temprana y la identificacién de adenomas premalignos avanzados
pueden reducir la mortalidad y morbilidad futuras asociadas al cancer.[’-8

El UK BCSP usa una herramienta de cribado basada en heces para seleccionar pacientes que se someteran a una
colonoscopia, de acuerdo con las directrices europeas.® Actualmente, en Inglaterra se emplea la prueba de sangre
oculta en heces a base de guayaco (QFOBt). Esta prueba se basa en el sangrado de lesiones neoplasicas y puede
usarse para identificar personas con una pérdida de sangre >10 ml al dia. gFOBt es propenso a dar resultados falsos
positivos después de la ingestion de ciertos alimentos.['®! La baja sensibilidad de gFOBt ha generado criticas sobre su
uso para el cribado poblacional."! Es probable que la gFOBt sea reemplazada por FOBT inmunoldgica que puede
proporcionar resultados tanto cualitativos como cuantitativos. Un estudio observacional reciente, realizado en ltalia,
demostré una reduccion de la mortalidad relacionada con el CCR en las regiones donde se adopto el cribado con este
nuevo enfoque en comparacion con las regiones donde aun no se habia implementado el cribado.['2'% En 2010, un
meta analisis informé una sensibilidad (67 %) y especificidad (85 %) para FOBt inmunologico en comparacion con 54
% y 80 % para gFOBt, para la deteccidn de cancer colorrectal y neoplasia premaligna.l'¥

Varios estudios han sugerido que los compuestos organicos volatiles (VOC) emitidos por diferentes sustratos pueden
usarse como biomarcadores del cancer colorrectal. Uno de esos estudios usé espectrometria de masas con tubos de
flujo de iones seleccionados (SIFT-MS) para detectar VOC en las heces.' Otro analizé la orina de pacientes con
cancer colorrectal, empleando un espectrdmetro de movilidad idnica asimétrica de campo (FAIMS).['®1 Un tercer aliento
usado se analiz6 mediante cromatografia de gases con desorcion térmica y espectrometria de masas en un intento
de diagnosticar el cancer colorrectal.['”'8 Sin embargo, ninguno de estos estudios identificd compuestos organicos
volatiles especificos que pudieran detectarse, cuantificarse y usarse como biomarcadores especificos del cancer
colorrectal. En cambio, estos estudios fueron predominantemente pruebas de concepto o estudios de viabilidad que
informaron unicamente sobre patrones de produccion y tendencias generales.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de métodos nuevos y mejorados para determinar la probabilidad de que un
individuo tenga cancer colorrectal que sean preferiblemente rapidos y no invasivos.

La presente invencidn se ided teniendo en cuenta lo anterior.
Sumario de la invencion

La presente invencion reside en el reconocimiento de que ciertos compuestos organicos volatiles (VOC) presentes en
las heces de un individuo pueden usarse como biomarcadores para el cancer colorrectal (es decir, cancer de colon
y/o recto).

Las heces de un individuo contienen numerosas moléculas volatiles, que son subproductos de diversas vias
metabolicas del cuerpo. La medicion controlada de estos compuestos excretados ha identificado biomarcadores de
VOC particulares que estadn asociados con el cancer colorrectal. Estos biomarcadores proporcionan nuevos
biomarcadores especificos de fenotipo.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una metodologia para determinar la probabilidad de que un individuo
tenga cancer colorrectal detectando y cuantificando las cantidades de ciertos compuestos organicos volatiles que
estan presentes en una muestra de heces excretadas y usando estos compuestos como biomarcadores para el cancer
colorrectal.

De este modo, en un aspecto, la presente invencion proporciona un método para determinar la probabilidad de que
un individuo tenga cancer colorrectal, comprendiendo el método las etapas de:
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i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si el compuesto organico volatil isopropanol
esta presente;

i) si hay isopropanol presente en la etapa i), determinar la cantidad de isopropanol que esta presente y comparar la
cantidad detectada con un valor de control;

en el que la presencia de una mayor cantidad de isopropanol en la muestra de heces en comparacién con el valor de
control es indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

También se divulga, pero no se reivindica, un método para determinar la probabilidad de que un individuo tenga cancer
colorrectal analizando una o mas muestras de heces recolectadas del individuo para determinar la cantidad de
isopropanol que esta presente y comparando la cantidad detectada con un valor de control.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona el uso de isopropanol en una muestra de heces como biomarcador
para el cancer colorrectal.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona un uso de isopropanol y uno 0 mas compuestos organicos
volatiles adicionales en una muestra de heces como biomarcadores para el cancer colorrectal, en el que el uno o mas
compuestos organicos volatiles adicionales se seleccionan de:

i) 2-hexanona;

i Acido butanoico, 3-metil, etil éster:

iii) Acido butanoico, éster 1-metiletilico;

iv) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico;
v) p-Xileno;

vi) Acido propanoico, éster 1-metiletilico; o
vii) Dimentol.

Se apreciara que los métodos de la presente invencion se llevan a cabo fuera del cuerpo humano o animal y, en
cambio, se realizan en una muestra de heces que se recoge del individuo en cuestion. De acuerdo con lo anterior, la
metodologia de la presente invencidn proporciona un medio no invasivo para determinar la probabilidad de que un
individuo tenga cancer colorrectal.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, las palabras "comprenden" y "contienen"
y sus variaciones significan "incluido, pero no limitado a", y no pretenden (ni excluyen) excluir otras unidades
estructurales, aditivos, componentes, nimeros enteros o etapas. A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de
esta memoria descriptiva, el singular abarca el plural a menos que el contexto requiera lo contrario. En particular,
cuando se usa el articulo indefinido, se debe entender que la memoria descriptiva contempla tanto la pluralidad como
la singularidad, a menos que el contexto requiera lo contrario.

Se debe entender que los rasgos, nimeros enteros, caracteristicas, compuestos, unidades estructurales quimicas o
grupos descritos junto con un aspecto, realizacion o ejemplo particular de la invencion son aplicables a cualquier otro
aspecto, realizacion o ejemplo descrito en este documento a menos que sea incompatible con el mismo. Todos los
rasgos divulgados en esta memoria descriptiva (incluidas las reivindicaciones, el resumen y los dibujos adjuntos), y/o
todas las etapas de cualquier método o procedimiento asi divulgado, pueden combinarse en cualquier combinacion,
excepto combinaciones en las que al menos algunas de dichos rasgos y/o etapas son mutuamente excluyentes. La
invencion no se limita a los detalles de ninguna de las realizaciones anteriores. La invencién se extiende a cualquier
novedad, o cualquier combinacion novedosa, de los rasgos divulgados en esta memoria descriptiva (incluidos las
reivindicaciones, resumenes y dibujos adjuntos), o a cualquier novedad, o cualquier combinacién novedosa, de los
etapas de cualquier método o procedimiento asi divulgado.

Se entendera que el término "cancer colorrectal" usado en este documento se refiere al cancer asociado con cualquier
parte del colon y/o recto.

El término "muestra de heces" usado en este documento se refiere a una muestra de materia fecal obtenida de un
individuo.

Se entendera que el término "compuesto organico volatil" o "VOC" usado en este documento se refiere a un compuesto
organico que tiene una alta presion de vapor (volatilidad) a temperatura y presion ambiente. Los compuestos organicos
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volatiles por lo general tienen un punto de ebullicidn menor que o igual a 250 °C cuando se miden a una presion
atmosférica estandar de 101.3 kPa (1 atmosfera).

Se entendera que el término "valor de control" usado en este documento se refiere a la cantidad promedio o
normalizada (por ejemplo, concentracion) de un compuesto organico volatil determinado que esta presente en una
muestra de heces tomada de un grupo de control. A este respecto, se entendera que la etapa ii) de la presente
invencién implica determinar la cantidad relativa de isopropanol que esta presente en una muestra de heces de un
individuo en comparacion con la cantidad promedio 0 normalizada de isopropanol detectada en la muestra de heces
del grupo de control. También se entendera que en ciertos casos, la cantidad promedio o normalizada (por ejemplo,
concentracion) de un compuesto organico volatil determinado (por ejemplo, isopropanol) que esta presente en una
muestra de heces tomada de un grupo de control puede ser cero (es decir, es posible que no hay isopropanol presente
en la muestra de heces tomada de un grupo de control). En tales situaciones, se apreciara que, por lo tanto, el presente
método unicamente comprendera la etapa i) (es decir, detectar la presencia o ausencia del compuesto organico volatil
isopropanol en la muestra de heces del individuo).

Adicionalmente, el "grupo de control" comprende una cohorte de individuos que no padecen cancer colorrectal. De
manera adecuada, el "grupo de control" esta formado por una cohorte de pacientes que han mostrado uno o mas
sintomas colorrectales (es decir, sintomas comunmente asociados con, o posiblemente asociados con, una
enfermedad colorrectal, incluyendo, pero sin limitarse a, cancer) pero, después de una colonoscopia, una colonografia
por CT, una colonografia por MRI y/o un enema de bario se determino posteriormente que estaban libres de cancer.
Por ejemplo, la terminologia tal como "comparar la cantidad de isopropanol presente en la etapa i) con un valor de
control" usado en este documento, se entendera faciimente como una referencia a la comparacion entre la cantidad
relativa de isopropanol presente en la etapa i) del método definido en este documento, y una cantidad promedio o
normalizada (por ejemplo, concentracion) de isopropanol que esta presente en una muestra de heces tomada del
grupo de control. Por supuesto, el tamafio y la demografia del grupo de control pueden variar. En la secciéon de
ejemplos siguiente se proporcionan detalles adicionales de grupos de control especificos que pueden usarse.

Los nombres quimicos asignados a los compuestos quimicos (VOC) en este documento son nombres que seran
reconocidos por los expertos en la técnica. Se aprecia que existen convenciones alternativas para nombrar
compuestos quimicos, pero una persona experta en la técnica apreciara, por ejemplo, que "acido butanoico, 3-metil,
etil éster” es un compuesto que podria denominarse alternativamente como "3-metilbutanoato de etilo", "3-metilbutirato
de etilo" o "éster etilico del acido 3-metilbutanoico". De manera similar, el etanol también puede denominarse, por
ejemplo, alcohol etilico. La presente memoria descriptiva debe interpretarse teniendo esto en cuenta.

Métodos de la presente invencion.

Como se define anteriormente en este documento, seglin un aspecto de la presente invencion se proporciona un
método para determinar la probabilidad de que un individuo tenga cancer colorrectal, comprendiendo el método las
etapas de:

i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si el compuesto organico volatil isopropanol
esta presente;

i) si hay isopropanol presente en la etapa i), determinar la cantidad de isopropanol que esta presente y comparar la
cantidad con un valor de control;

en el que la presencia de una mayor cantidad de isopropanol en las heces en comparacion con el valor de control es
indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

Un aumento en la cantidad de isopropanol presente en relacion con un valor de control (obtenido de una cohorte de
individuos libres de cancer) indica una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal y, por lo tanto,
se justifica una evaluacion diagnostica adicional, por ejemplo, mediante la realizacién de una colonoscopia. De manera
adecuada, el aumento en la cantidad de isopropanol en relaciéon con el valor de control es un aumento estadisticamente
significativo (por ejemplo, con un valor p de la prueba t de Student de <0.01, <0.001 0 <0.0001).

Se apreciara que la muestra de heces se puede analizar usando cualquier técnica convencional conocida en la técnica
que sea capaz de detectar la presencia de compuestos especificos dentro de una muestra (por ejemplo,
cromatografia).

En una realizacion, se usa espectrometria de masas por cromatografia de gases (GC-MS) o cromatografia liquida
para analizar y detectar la cantidad de compuesto(s) organico(s) volatil(es) en la muestra de heces. De manera
adecuada, se usa espectrometria de masas por cromatografia de gases (GC-MS) para analizar y detectar la cantidad
de compuesto(s) organico(s) volatil(es) en la muestra de heces.

En otra realizacion, la cantidad de compuesto(s) organico(s) volatil(es) en la muestra de heces del individuo se prueba
y detecta usando una prueba basada en anticuerpos. Ejemplos no limitantes de pruebas basadas en anticuerpos
adecuadas incluyen ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) o ensayos con tira reactiva.
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En una realizacidn particular de la presente invencidn, la etapa i) del método comprende ademas analizar la muestra
de heces recolectada de dicho individuo para detectar la presencia de uno 0 mas compuestos organicos volatiles
adicionales y, si uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales estan presentes, la etapa ii) comprende ademas
determinar la cantidad de el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales y comparar la cantidad con uno o
mas valores de control para cada uno del uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales; en el que un aumento
o disminucién en el nivel de dicho uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales con respecto al valor de
control es indicativo de la probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

En otra realizacién particular de la presente invencion, la etapa i) comprende ademas analizar la muestra de heces
recolectada de dicho individuo para detectar la presencia de dos 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales vy,
si dos 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales estan presentes, la etapa ii ) comprende ademas determinar
la cantidad de los dos 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales y comparar la cantidad con dos 0 mas valores
de control para cada uno de los dos 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales; en el que un aumento o
disminucion en el nivel de dichos dos 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales con respecto al valor de
control es indicativo de la probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

Se apreciara que el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales pueden ser cualquier compuesto organico
apropiado que tenga una alta presion de vapor (volatilidad) a temperatura y presion ambiente.

En una realizacidn, el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales son compuestos organicos con un peso
molecular menor que o igual a 500 Da. De manera adecuada, el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales
son compuestos organicos con un peso molecular menor que o igual a 300 Da. Mas adecuadamente, uno o mas
compuestos organicos volatiles adicionales son compuestos organicos con un peso molecular menor que o igual a
250 Da. Aun mas adecuadamente, el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales son compuestos
organicos con un peso molecular menor que o igual a 200 Da. Lo mas adecuado, el uno 0 mas compuestos organicos
volatiles adicionales son compuestos organicos con un peso molecular menor que o igual a 150 Da.

En otra realizacidn, el uno o mas compuestos organicos volatiles adicionales son compuestos organicos con un punto
de ebullicidn menor que o igual a 250 °C a una presion de 1 atmédsfera. Mas adecuadamente, el uno o mas compuestos
organicos volatiles adicionales son compuestos organicos con un punto de ebullicion menor que o igual a 200 °C a
una presién de 1 atmoésfera. Mas adecuadamente, el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales son
compuestos organicos con un punto de ebullicion menor que o igual a 175 °C a una presién de 1 atmosfera. Lo mas
adecuado, el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales son compuestos organicos con un punto de
ebullicion menor que o igual a 150 °C a una presion de 1 atmésfera.

Se entendera que en los casos en los que dos 0 mas compuestos organicos volatiles estén presentes en la muestra
de heces del individuo, los dos 0 mas compuestos organicos volatiles pueden formar un azeétropo. De este modo, se
entendera que los puntos de ebullicion descritos en el parrafo [0031] anterior también cubren los puntos de ebullicion
de mezclas azeotrépicas de dos 0 mas compuestos organicos volatiles.

En otra realizacion, uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales se seleccionan de:
i) 2-hexanona;

i Acido butanoico, 3-metil, etil éster:

iii) Acido butanoico, éster 1-metiletilico;

iv) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico;

v) p-Xileno;

vi) Acido propanoico, éster 1-metiletilico; o

vii) Dimentol.

De manera adecuada, el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales se seleccionan de:
i) 2-hexanona;

i Acido butanoico, 3-metil, etil éster:

iii) Acido butanoico, éster 1-metiletilico;

iv) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico;

v) p-Xileno; o

vi) Acido propanoico, éster 1-metiletilico.
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Mas adecuadamente, el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales se seleccionan de:
i) 2-hexanona;

i Acido butanoico, 3-metil, etil éster:

iii) Acido butanoico, éster 1-metiletilico; o

iv) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico.

Mas adecuadamente, uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales se seleccionan de:

i) 2-hexanona; o

i Acido butanoico, 3-metil, etil éster.

En otra realizacion particular de la presente invencion, la etapa i) comprende analizar la muestra de heces recolectada
de dicho individuo para detectar la presencia del compuesto organico volatil isopropanol y todos los compuestos
organicos volatiles adicionales enumerados en uno cualquiera de los parrafos [0027] a [0030] y [0033] a [0036]
anteriores y, si todos los compuestos organicos volatiles estan presentes, la etapa ii) comprende ademas determinar
la cantidad de todos los compuestos organicos volatiles adicionales y comparar la cantidad con valores de control para
cada uno de los compuestos organicos volatiles; en el gque un aumento o disminucién en el nivel de los compuestos
organicos volatiles adicionales con respecto al valor de control es indicativo de la probabilidad de que el individuo
tenga cancer colorrectal.

En otra realizacion, el individuo tiene uno o mas sintomas asociados con el cancer colorrectal. Los sintomas
comunmente asociados con el cancer colorrectal seran evidentes para el experto en la técnica. Una lista no limitativa
de sintomas comunmente asociados con el cancer colorrectal incluye sangrado rectal, diarrea, estrefiimiento,
calambres abdominales, dolor abdominal, fatiga y/o pérdida de peso.

En otra realizacion mas, el individuo tiene un factor de riesgo predeterminado asociado con el cancer colorrectal.

Se entendera que el término "factor de riesgo predeterminado"” usado en este documento se refiere a cualquier atributo
y/o caracteristica que posee un individuo antes del método de la presente invencion que puede aumentar su
probabilidad de desarrollar cancer colorrectal.

En una realizacion, el factor de riesgo predeterminado asociado con el cancer colorrectal se determina basandose en
uno o mas de los siguientes:

i) una prueba de sangre oculta en heces (FOBT) positiva;

i) la presencia de pélipos colorrectales;

iii) anemia por deficiencia de hierro;

iv) una condicion que requiere imagenes radiologicas del intestino;

v) habitos intestinales anormales del individuo (por ejemplo, estrefiimiento y/o diarrea);
vi) antecedentes familiares de pdlipos colorrectales; o

vii) la presencia de un sindrome de poliposis.

En una realizacion, el factor de riesgo predeterminado asociado con el cancer colorrectal se determina basandose en
una prueba de sangre oculta en heces (FOBT) positiva.

Se entendera que el método de la presente invencion abarca de manera adecuada métodos para determinar la
probabilidad de que un individuo tenga cualquier forma y/o mutacion de cancer colorrectal. De este modo, se apreciara
que la presente invencidn abarca métodos para determinar la probabilidad de que un individuo tenga uno o mas de
los siguientes tipos de cancer (tumores):

adenocarcinomas colorrectales;

tumores carcinoides;

linfomas colorrectales;
— tumores del estroma gastrointestinal (GIST);

— leiomiosarcomas; o
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— y melanomas colorrectales.

En una realizacion, la presente invencidn proporciona un método para determinar la probabilidad de que un individuo
tenga uno 0 mas adenocarcinomas colorrectales, tumores carcinoides y/o tumores del estroma gastrointestinal (GIST),
como se define anteriormente en este documento.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un método para determinar la probabilidad de que un individuo
tenga uno 0 mas adenocarcinomas colorrectales, como se define anteriormente en este documento.

Grupo de control

Se entendera que el tamafio y la demografia del grupo de control usado para obtener los valores de control usados
en el método de la presente invencidn pueden variar. Preferiblemente, el grupo de control es o mas grande y diverso
posible y comprende un numero aproximadamente igual de participantes masculinos y femeninos. Sin embargo, la
demografia y el origen étnico del grupo de control pueden variar segun factores, como la ubicacion (regién) en la que
se implementara el método.

En una realizacién, el grupo de control comprende mas de o igual a 30 pacientes que han mostrado uno o mas
sintomas colorrectales pero, después de una colonoscopia, una colonografia por CT, una colonografia por MRI y/o un
enema de bario, se determind posteriormente que estaban libres de cancer. De manera adecuada, el grupo de control
comprende mas de o igual a 40 pacientes que han mostrado uno 0 mas sintomas colorrectales pero, después de una
colonoscopia, una colonografia por CT, una colonografia por MRI y/o un enema de bario, se determino posteriormente
que estaban libres de cancer. Mas adecuadamente, el grupo de control comprende mas de o igual a 50 pacientes que
han mostrado uno 0 mas sintomas colorrectales pero, después de una colonoscopia, una colonografia por CT, una
colonografia por MRI y/o un enema de bario, se determind posteriormente que estaban libres de cancer. Mas
adecuadamente, el grupo de control comprende mas de o igual a 60 pacientes que han mostrado uno 0 mas sintomas
colorrectales pero, después de una colonoscopia, una colonografia por CT, una colonografia por MRI y/o un enema
de bario, se determind posteriormente que estaban libres de cancer. Mas adecuadamente, el grupo de control
comprende mas de o igual a 100 pacientes que han mostrado uno o mas sintomas colorrectales pero, después de
una colonoscopia, una colonografia por CT, una colonografia por MRI y/o un enema de bario, se determind
posteriormente que estaban libres de cancer.

En otra realizacién, el grupo de control comprende entre 25 % y 75 % de participantes masculinos. De manera
adecuada, el grupo de control comprende entre un 35 % y un 65 % de participantes masculinos. Mas adecuadamente,
el grupo de control comprende entre un 40 % y un 60 % de participantes masculinos. Lo mas adecuado es que el
grupo de control comprende entre un 40 % y un 55 % de participantes masculinos.

En otra realizacion, el grupo de control comprende entre 25 % y 75 % de participantes femeninas. De manera
adecuada, el grupo de control comprende entre un 35 % y un 65 % de participantes femeninas. Mas adecuadamente,
el grupo de control comprende entre un 40 % y un 60 % de participantes femeninas. Lo mas adecuado es que el grupo
de control comprende entre un 40 % y un 55 % de mujeres.

Se apreciara que la edad promedio del grupo de control puede variar; sin embargo, dado que el cancer colorrectal es
mas prevalente en individuos mayores de 50 afos, la media de la edad promedio del grupo de control de la presente
invencién es de manera adecuada mas de o igual a 50 (por ejemplo, mas de o igual a 55).

Realizaciones particulares
En una realizacion particular, el método de la presente invencion comprende las etapas de:

i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si los compuestos organicos volatiles,
isopropanol y acido butanoico, 3-metil, etil éster, estan presentes; y

ii) si estan presentes isopropanol y acido butanoico, 3-metil, etil éster, determinar la cantidad de isopropanol y acido
butanoico, 3-metil, etil éster presentes y comparar estas cantidades con valores de control para cada compuesto
organico volatil respectivo;

en el que una mayor cantidad de isopropanol y acido butanoico, 3-metil, etil éster en comparacion con sus respectivos
valores de control es indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

En otra realizacion particular, el método de la presente invencion comprende las etapas de:

i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si estan presentes los compuestos
organicos volatiles, isopropanol, acido butanoico, 3-metil, etil éster, y uno 0 mas compuestos organicos volatiles
adicionales; y

ii) si estan presentes isopropanol, acido butanoico, 3-metil, etil éster, uno 0 mas compuestos organicos volatiles
adicionales, determinar la cantidad de isopropanol, acido butanoico, 3-metil, etil éster y uno o mas compuestos
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organicos volatiles adicionales presentes y comparar estas cantidades con valores de control para cada compuesto
organico volatil respectivo;

en el que una mayor cantidad de isopropanol y acido butanoico, 3-metil, etil éster en comparacion con sus respectivos
valores de control es indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal;

y un aumento o disminucion en el nivel de dicho uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales con respecto
al valor de control es indicativo de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

En otra realizacion particular, el método de la presente invencion comprende las etapas de:

i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si los compuestos organicos volatiles,
isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster, estan presentes; y

ii) si estan presentes isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster, determinar la cantidad de
isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster presentes y comparar estas cantidades con los valores
de control para cada compuesto organico volatil respectivo;

en el que una mayor cantidad de isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster en comparacion con
sus respectivos valores de control es indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

En otra realizacion particular, el método de la presente invencion comprende las etapas de:

i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si estan presentes los compuestos
organicos volatiles, isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-metil, etil éster y uno 0 mas compuestos organicos
volatiles adicionales; y

i) si estan presentes isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-metil, etil éster uno o0 mas compuestos organicos
volatiles adicionales, determinar la cantidad de isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-metil, etil éster y uno o
mas compuestos organicos volatiles adicionales presentes y comparar estas cantidades con valores de control para
cada compuesto organico volatil respectivo;

en el que una mayor cantidad de isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster en comparacion con
sus respectivos valores de control es indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal;

y un aumento o disminucion en el nivel de dicho uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales con respecto
al valor de control es indicativo de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

En otra realizacion particular, el método de la presente invencion comprende las etapas de:

i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si estan presentes los compuestos
organicos volatiles, isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-metil, etil éster y uno 0 mas compuestos organicos
volatiles adicionales; y

ii) si estan presentes isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-metil, etil éster y uno 0 mas compuestos organicos
volatiles adicionales, determinar la cantidad de isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-metil, etil éster y uno o
mas compuestos organicos volatiles adicionales presentes y comparar estas cantidades con valores de control para
cada compuesto organico volatil respectivo;

en el que el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales se seleccionan de:
i) Acido butanoico, éster 1-metiletilico:

ii) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico;

i) p-Xileno;

iv) Acido propanoico, éster 1-metiletilico; o

v) Dimentol,

y en el que una mayor cantidad de isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster en comparacion con
sus respectivos valores de control es indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal;

y un aumento o disminucion en el nivel de dicho uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales con respecto
al valor de control es indicativo de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

En otra realizacion particular, el método de la presente invencion comprende las etapas de:
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i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si cada uno de los compuestos organicos
volatiles enumerados a continuacion esta presente:

= {sopropanol;

= 2-hexanona;

= jcido butanoico, 3-metil, etil éster;

= jcido butanoico, éster 1-metiletilico;

= acido pentanoico, éster 1-metiletilico;

= p-xileno;

= acido propanoico, éster 1-metiletilico; y
= dimentol;

i) si cada uno de los compuestos organicos volatiles de la etapa i) esta presente, determinar la cantidad de cada uno
de los compuestos organicos volatiles de la etapa i) y comparar estas cantidades con valores de control para cada
compuesto organico volatil respectivo;

y en el que una cantidad aumentada de isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-metil, etil éster, acido butanoico,
éster 1-metiletilico, acido pentanoico, éster 1-metiletilico, p-xileno and acido propanoico, éster 1-metiletilico en
comparacion con sus respectivos valores de control es indicativo de una mayor probabilidad de que el individuo tenga
cancer colorrectal;

y una disminucion en el nivel de dimentol con respecto al valor de control es indicativa de una mayor probabilidad de
que el individuo tenga cancer colorrectal.

En otra realizacion particular, el método de la presente invencion comprende las etapas de:

i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si cada uno de los compuestos organicos
volatiles enumerados a continuacion esta presente:

= jsopropanol;

s 2-hexanona;

= jcido butanoico, 3-metil, etil éster;

= jcido butanoico, éster 1-metiletilico;

= acido pentanoico, éster 1-metiletilico; o
= p-xileno;

i) si cada uno de los compuestos organicos volatiles de la etapa i) esta presente, determinar la cantidad de cada uno
de los compuestos organicos volatiles de la etapa i) y comparar estas cantidades con valores de control para cada
compuesto organico volatil respectivo;

y en el que es indicativa una mayor cantidad de isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-metil, etil éster, acido
butanoico, éster 1-metiletilico, acido pentanoico, éster 1-metiletilico y p-xileno en comparacién con sus respectivos
valores de control de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

Biomarcadores de la presente invencion.

Tras una extensa investigacion, los inventores pudieron identificar y cuantificar las cantidades de compuestos
organicos volatiles especificos (por ejemplo, isopropanol) presentes en una muestra de heces obtenida de un
individuo. Mediante la correlacidn de las cantidades de cada uno de estos compuestos organicos volatiles con las
cantidades correspondientes de cada compuesto organico volatil en las heces de un grupo de control, los inventores
pudieron determinar la probabilidad de que un individuo tuviera cancer colorrectal. De este modo, los inventores
identificaron ciertos compuestos organicos volatiles descritos en este documento, usados solos 0 en combinacion, que
podrian usarse como biomarcadores para el cancer colorrectal.

De acuerdo con lo anterior, en un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de isopropanol en
una muestra de heces como biomarcador para el cancer colorrectal.
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En otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona el uso de isopropanol y uno 0 mas compuestos organicos
volatiles adicionales en una muestra de heces como biomarcadores para el cancer colorrectal, en el que el uno o mas
compuestos organicos volatiles adicionales se seleccionan de:

i) 2-hexanona;

i Acido butanoico, 3-metil, etil éster:

iii) Acido butanoico, éster 1-metiletilico;

iv) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico;
v) p-Xileno;

vi) Acido propanoico, éster 1-metiletilico; o
vii) dimentol.

En determinadas realizaciones, se usan isopropanol, acido butanoico, 3-metil, etil éster y opcionalmente uno o mas
compuestos organicos volatiles enumerados en el parrafo [0054] o [0060] anterior como biomarcadores para el cancer
colorrectal.

En otras realizaciones, se usan isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-metil, etil éster y opcionalmente uno o
mas compuestos organicos volatiles enumerados en el parrafo [0054] o [0060] anterior como biomarcadores para el
cancer colorrectal.

En una realizacion particular, el isopropanol y todos los demas compuestos organicos volatiles enumerados en el
parrafo [0054] o [0060] anterior se usan como biomarcadores para el cancer colorrectal.

La capacidad del compuesto organico volatil (por ejemplo, isopropanol) de la presente invencion para funcionar como
un biomarcador fiable para el cancer colorrectal se puede cuantificar usando diversos modelos estadisticos y/o
cdlculos. El experto en la técnica podra seleccionar uno 0 mas modelos o calculos estadisticos apropiados para su
uso con el fin de determinar la eficacia del compuesto(s) organico(s) volatil(es) como predictor del cancer colorrectal.
Un modelo estadistico particular que se puede usar para cuantificar la capacidad de los compuestos organicos volatiles
(por ejemplo, isopropanol) para funcionar como biomarcador de cancer colorrectal es la curva caracteristica operativa
del receptor, que se crea trazando la tasa de verdaderos positivos (TPR) contra la tasa de falsos positivos (FPR) en
diversos configuraciones de umbral. Calcular el area bajo la caracteristica operativa del receptor (comunmente
conocida como AUROC) proporciona un valor cuantitativo de qué tan bueno es un predictorde un compuesto organico
volatil en particular.

De este modo, en una realizacion, los compuestos organicos volatiles de la presente invencion, usados solos o en
combinacion, tienen un valor calculado de area bajo la caracteristica operativa del receptor (AUROC) mayor que o
igual a 0.7. De manera adecuada, el o los compuestos organicos volatiles de la presente invencion, usados solos 0 en
combinacion, tienen un valor calculado del area bajo la caracteristica operativa del receptor (AUROC) mayor que o
igual a 0.75. Mas adecuadamente, el o los compuestos organicos volatiles de la presente invencién, usados solos o
en combinacién, tienen un valor calculado del area bajo la caracteristica operativa del receptor (AUROC) mayor que
o igual a 0.8. Lo mas adecuado, el o los compuestos organicos volatiles de la presente invencidn, usados solos o en
combinacion, tienen un valor calculado del area bajo la caracteristica operativa del receptor (AUROC) mayor que o
igual a 0.85.

Otro modelo estadistico que puede usarse para cuantificar la capacidad del compuesto organico volatil (por ejemplo,
isopropanol) para funcionar como biomarcador de cancer colorrectal es la prueba t de Student. Esta prueba
proporciona un método para probar hipétesis sobre el promedio de una muestra pequefia extraida de una poblacion
distribuida mas grande, cuando se desconoce la desviacion estandar de la poblacién mas grande. La prueba t de
Student proporciona ciertos valores P, o probabilidades calculadas, que son las probabilidades, suponiendo que la
hipotesis nula sea verdadera, de observar una estadistica de prueba mas extrema en la direccion de la hipétesis
alternativa que la observada. Se dice que un resultado es estadisticamente significativo si el valor p es pequefio (es
decir, menor que 0.1).

De este modo, en otra realizacidn, el(los) compuesto(s) organico(s) volatil(es) de la presente invencion tiene un valor
de p calculado usando la prueba t de Student menor que o igual a 0.06. De manera adecuada, el(los) compuesto(s)
organico(s) volatil(es) de la presente invencion tiene un valor p calculado usando la prueba t de Student menor que o
igual a 0.05. Mas adecuadamente, el(los) compuesto(s) organico(s) volatil(es) de la presente invencion tiene un valor
de p calculado usando la prueba t de Student menor que o igual a 0.04. Aun mas adecuadamente, el(los) compuesto(s)
organico(s) volatil(es) de la presente invencion tiene un valor p calculado usando la prueba t de Student menor que o
igual a 0.03. Lo mas adecuado, el o los compuestos organicos volatiles de la presente invencion tienen un valor de p
calculado usando la prueba t de Student menor que o igual a 0.01.

Ejemplos
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Descripcion de dibujos

Se describiran realizaciones de la invencion, Unicamente a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos adjuntos, en
los que:

La figura 1 muestra el PLS-DA que compara los VOC emitidos por muestras fecales de pacientes con adenocarcinoma
de colon y sin neoplasia (normal). Todos los VOC identificados se sometieron a PLS-DA usando Metaboanalyst.

La figura 2 muestra una curva ROC que muestra la sensibilidad y especificidad del modelo 3-VOC (alcohol isopropilico;
2-hexanona; 3-metil, etil éster del acido butanoico) para el diagnéstico de cancer colorrectal.

Materiales y métodos
Participantes

La mayoria de los participantes fueron reclutados en las listas de espera de colonoscopia del Hospital Universitario
Royal Liverpool.

Los participantes fueron personas remitidas por el programa de deteccion de cancer de intestino de Merseyside y
Wirral con FOBt positivo, 0 pacientes sometidos a colonoscopia para vigilancia de pélipos, polipectomia planificada,
investigacion de anemia por deficiencia de hierro (IDA), cambio en el habito intestinal o imagenes radioldgicas
anormales. Se desconocia el estado FOBt de los pacientes sin BCSP.

Se proporciond un subconjunto de muestras fecales de una cohorte de pacientes sintomaticos sometidos a
colonoscopia en Sheffield y Plymouth, Reino Unido.

La aprobacion del comité de ética para el estudio se obtuvo del Comité NRES South West - Central Bristol (referencia
REC 14/SW/1162) con la aprobacion de R&D de la Universidad de Liverpool y Broadgreen University Hospital Trust,
donde se reclutd a los pacientes durante un periodo de 12 meses. Todos los pacientes recibieron una hoja informativa
y dieron su consentimiento por escrito.

El comité de investigacion del programa de deteccion de cancer intestinal del NHS también otorgd un permiso
especifico. Las muestras recolectadas de Sheffield and Plymouth se adquirieron de acuerdo con la aprobacion ética
existente.

Recogida y almacenamiento de muestras.

Las muestras se produjeron dentro de las 48 horas posteriores a la realizacion de la colonoscopia por parte del donante
y antes de comenzar la preparacion intestinal requerida. Se pidié a los participantes que colocaran al menos 3
cucharadas de heces en un frasco de vidrio, antes de sellarlo y almacenarlo en un lugar fresco. La muestra fue llevada
al Departamento de Endoscopia cuando los pacientes asistieron para la colonoscopia y recogida por el investigador.
Se registraron los resultados de la colonoscopia, incluido cualquier hallazgo histolégico. Luego, los pacientes se
clasificaron como sin neoplasia, pdlipos adenomatosos o cancer. Se registré la ubicacién, tamafio y numero de pélipos.
Los pdlipos se asignaron al grupo de adenoma unicamente después de la confirmacion histolégica. Los pdlipos
hiperplasicos se clasificaron como no neoplasias.

También se registraron detalles demograficos, tabaquismo y uso de antibidticos.
Analisis de laboratorio

Se tomaron muestras del Departamento de Endoscopia directamente al laboratorio y se dividieron en alicuotas 450
mg de heces no adulteradas en viales nuevos con espacio de cabeza de 10 ml y se sellaron con tapas magnéticas
(Supelco, Reino Unido).["® Tanto la muestra destinada al analisis como las heces residuales se almacenaron a -20 °C
hasta que se realiz6 el analisis GCMS.

El analisis de VOC en el espacio de cabeza se realizé usando una fibra de microextraccion en fase sélida Combipal
(CTC, Suiza) y carboxeno/polidimetilsiloxano (Sigma Aldrich, Dorset, Reino Unido). La fibra se expuso al espacio
superior sobre las heces durante 20 minutos.

Los VOC se analizaron mediante GCMS (Perkin Elmer Clarus 500 quadrupole, Beaconsfield, Reino Unido): Los VOC
se desorbieron térmicamente de la fibra a 220 °C en el puerto de inyeccion del GCMS durante 5 minutos. La inyeccion
se realizé en modo splitless y se activd un split de 50 ml/min a los dos minutos de ejecucion. Se pasé gas portador de
helio con una pureza del 99.996 % (BOC, Guildford, Reino Unido) a través de un sistema de purificacion de helio,
Excelasorb.™ (Supelco, Poole, Reino Unido) a 1 ml min™'. La columna para GC era una columna capilar Zebron ZB-
624 de 60 metros de largo con un diametro interior de 0.25 mm. La columna estaba revestida con una pelicula de 1.4
um, disefiada especificamente para la separacion de VOC (Phenomenex, Macclesfield, Reino Unido), que consta de
94 % de dimetilpolisiloxano y 6 % de cianopropilfenilo. El programa de temperatura del GCMS de la serie fue el
siguiente: la temperatura inicial del horno se mantuvo a 40 °C, durante 2 minutos, luego la temperatura se aumento a
una velocidad de 5 °C/min hasta 220 °C, con un mantenimiento de 4 minutos en este temperatura para dar un tiempo
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total de ejecucion de 42 minutos. El espectrdmetro de masas se hizo funcionar en modo de ionizacion por impacto
electronico (El), explorando el intervalo de iones de masa 10-300 a 0.05 barridos/s. Se us6 un retraso de disolvente
de 4 minutos al inicio del experimento. [19-21

Procesamiento de datos

Los datos de GCMS se procesaron usando una tuberia que involucra el software Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System (AMDIS, version 2.71, 2012), la biblioteca de espectros de masas NIST
(version 2.0, 2011) y el paquete R (R core team, 2013) Metab.?

Se usaron los software AMDIS y NIST para crear una biblioteca de VOC que contiene 162 metabolitos presentes en
las muestras de heces analizadas en este estudio. Se uso una coincidencia directa e inversa de 800/1000 y superior
para asignar identificaciones tentativas de compuestos. Usando esta biblioteca de VOC, se aplico6 AMDIS para
deconvolucionar cromatogramas e identificar metabolitos.

Metab procesd adicionalmente el informe generado por AMDIS para confirmar la identidad de los metabolitos y
recalcular sus abundancias relativas en funcion de la intensidad de un fragmento de masa iénica especifica por
metabolito. Para desarrollar modelos estadisticos parsimoniosos y robustos, se eliminaron aquellos compuestos que
estaban presentes en menos del 20 % de los pacientes de ambos grupos.[20-21]

Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizd en R, Stata y Metaboanalyst,®! usando la prueba t de Student, la prueba exacta de
Fisher, ANOVA, correccion de la tasa de descubrimiento falso, analisis discriminante de minimos cuadrados parciales
(PLS-DA), analisis factorial y analisis de caracteristica del operador del receptor (ROC).

Se usé un modelo de regresion logistica, junto con una validacion cruzada de 10 veces, para probar biomarcadores
potenciales.

Cuando se uso Metaboanalyst, los datos se normalizaron mediante la mediana y se transformaron logaritmicamente.
Resultados
Demografia del participante

Se incluyeron en este estudio un total de 137 pacientes: la edad promedio fue de 64.3 afios; El 56 % eran hombres.
La edad media fue menor en aquellos sin neoplasia y mayor en aquellos con cancer, pag=0.02.

Ninguno de los participantes informo ser fumador o vegetariano.

Se anotd el origen étnico autoinformado: todos los pacientes, excepto uno, declararon ser britanicos blancos. Los
participantes del BCSP constituyeron el grupo mas grande de donantes (31.5 %).

Tabla 1 - Caracteristicas demograficas y clinicas de los participantes reclutados en Liverpool, Sheffield y Plymouth.

ENumero §137

64.3 (22-85) |

‘Masculino 69 125

7
éFemenino 57 34 20 3
éFumador(SD 0 0 0
Indlcamondecolonoscopla .........................................................
P 38 ........................ g sy r—
AI F 27 16 5
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ECambio en el habito intestinal: diarrea. 16 11 4 1

EVigiIancia neoplasia previa/HF

EEvaIuacic')n/vigiIancia dela Ell

EG! sangrado

{Desconocido

Identificacion de compuestos organicos volatiles (biomarcadores)

Se identificaron un total de 162 VOC en todo el conjunto de muestras. El nimero medio de VOC identificados en toda
la cohorte fue 56.7, sin diferencias significativas entre aquellos con o sin neoplasia, p=0.2.

La identificacion de biomarcadores se centré en enfermedades neoplasicas de mayor riesgo, a saber, cancer
colorrectal establecido, un adenoma unico de >1 cm de tamafio y >4 polipos individuales de cualquier tamano.

El analisis se realizo usando datos cuantitativos y cualitativos.
VOC como biomarcador de adenocarcinoma de colon: analisis cuantitativo

PLS-DA que comparé aquellos sin neoplasia y aquellos con adenocarcinoma de colon mostré una separacion que
sugirié una posible utilidad diagnéstica (Figura 1). Los candidatos potenciales para el andlisis de biomarcadores se
pueden ver en la tabla 2.

Tabla 2 - VOC con valores de p <0,05, identificados a partir de la prueba t de Student que compara la ausencia de
neoplasia y el cancer. El valor g se encontr6é después de corregir comparaciones multiples.

VOC Evalor p ivalorqg EDireccic’m de la abundancia en el cancer:
Isopropanol ...................................................... <000010004Aumento ....................................................................
éZ-hexanona 001 0.77 éAumenté

éAcido butanoico, 3-metil, etil éster 003 0.77 éAumenté

éAcido butanoico, éster 1-metiletilico 003 0.77 éAumenté
Amdopentanmcoester1metllet|I|co003 ............ e e
pX|Ieno .............................................................. 003 ........... e Aumento .....................................................................
éAcido propanoico, éster 1-metiletilico 004 0.77 'éAumenté

édI-MentoI 005 0.77 Disminuido

El isopropanol se mostréo mas prometedor como biomarcador del cancer colorrectal. De forma aislada, alcanza un area
bajo la caracteristica operativa del receptor (AUROC) de 0.76.

Calcular las proporciones de todos los pares de metabolitos posibles y luego elegir las proporciones mejor clasificadas,
segun los valores de p, permitié una evaluacion adicional de los biomarcadores. Esta técnica identificé la combinacién
de acido butanoico, 3-metil- e isopropanol como la que tiene el mayor potencial: los datos de 21 pacientes con cancer
y 60 sin neoplasia se modelaron mediante regresidon logistica y validacion cruzada de 10 veces, basada en la
abundancia de acido butanoico, 3-metil- e isopropanol (Figura 2): AUROC es 0.86, sensibilidad 87.9 % (Cl 95 % 0.87-
0.99) y especificidad 84.6 % (Cl 95 % 0.65-1.0).

VOC como biomarcador de adenocarcinoma de colon: analisis cualitativo
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Se aplicd un andlisis de componentes principales y un andlisis de rasgos de rotacién no ortogonal a los datos
cualitativos (presencia/ausencia) de VOC. La solucion no se pudo extraer debido a problemas de convergencia hasta
que el numero de factores extraidos se redujo a 17. Este procedimiento destacéd la combinacién de isopropanol, 2-
hexanona y éster etilico del acido 3-metil-butanoico como un predictor clave. El uso de los 3 VOC como panel de
biomarcadores predice el cancer frente a todos los demas con un valor de p de 0.001 y un area bajo la curva de 0.73,
y predice el cancer frente a lo normal con un valorde p de 0.006 y un area bajo la curva ROC de 0.70.

Tabla 3 - Prevalencia de isopropanol, 2-hexanona y éster etilico del acido 3-metil-butanoico en heces de pacientes
con adenocarcinoma de colon, pdlipos adenomatosos de colon y sin neoplasia.

Adenoma {Cancer Normal

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

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

EProporcic')n que no tiene ninguno de estos tres VOC {23.2 % (13/56) 0 % (0/21) 20.0 % (12/60)

‘Con solo 1 42.8 % (24/56) 23.8 % (5/21) 36/7 % (22/60) |
/Con solo 2 28.6 % (16/56) 52.4 % (21/11) 33.3 % (20/60) |

.Con los tres 54% (3/56) 23.8% (5/21) 10.0 % (6/60)

Las soluciones de referencia puras de isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster confirmaron que
la identificacion en las muestras de heces era correcta.

Aunque en este documento se han descrito realizaciones especificas de la invencién con fines de referencia e
ilustracién, para un experto en la técnica resultaran evidentes diversas modificaciones sin apartarse del alcance de la
invencién tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la probabilidad de que un individuo tenga cancer colorrectal, comprendiendo el método
las etapas de:

i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si el compuesto organico volatil isopropanol
esta presente;

i) si hay isopropanol presente en la etapa i), determinar la cantidad de isopropanol que esta presente y comparar la
cantidad detectada con un valor de control;

en el que la presencia de una mayor cantidad de isopropanol en las heces en comparacion con el valor de control es
indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa i) comprende ademas analizar la muestra de heces recogida
de dicho individuo para detectar la presencia de uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales y, si uno o mas
compuestos organicos volatiles adicionales estan presentes, la etapa ii) comprende ademas determinar la cantidad de
uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales y comparar la cantidad detectada con uno 0 mas valores de
control para cada uno de los uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales;

en el que un aumento o disminucion en el nivel de dicho uno o mas compuestos organicos volatiles adicionales con
respecto al valor de control es indicativo de la probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal.

3. Un método segun la reivindicacion 2, en el que el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales son
compuestos organicos con:

(i) un peso molecular menor que o igual a 250 Da; y/o

(ii) un punto de ebullicidn menor que o igual a 250 °C cuando se mide a una presion atmosférica estandar de 101.3
kPa (1 atmésfera).

4. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, en el que el uno 0 mas compuestos organicos
volatiles adicionales se seleccionan de:

i) 2-hexanona;

i Acido butanoico, 3-metil-, etil éster:

iii) Acido butanoico, éster 1-metiletilico;

iv) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico;

v) p-Xileno;

vi) Acido propanoico, éster 1-metiletilico; o

vii) Dimentol.

5. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho método comprende las etapas de:

i) analizar una muestra de heces recogida de dicho individuo para detectar si los compuestos organicos volatiles,
isopropanol y acido butanoico, 3-metil, etil éster, estan presentes; y

ii) si estan presentes isopropanol y acido butanoico, 3-metil-, etil éster, determinar la cantidad de isopropanol y acido
butanoico, 3-metil-, etil éster presentes y comparar estas cantidades con valores de control para cada compuesto
organico volatil respectivo;

en el que una mayor cantidad de isopropanol y acido butanoico, 3-metil-, etil éster en comparacién con sus respectivos
valores de control es indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal;

opcionalmente en el que la etapa i) comprende ademas analizar la muestra de heces recolectada de dicho individuo
para detectar la presencia de uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales y, si uno 0 mas compuestos
organicos volatiles adicionales estan presentes, la etapa ii) comprende ademas determinar la cantidad del uno o mas
compuestos organicos volatiles adicionales y comparar la cantidad con uno o mas valores de control para cada uno
de los uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales;

en el que un aumento o disminucion en el nivel de dicho uno o mas compuestos organicos volatiles adicionales con
respecto al valor de control es indicativo de la probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal;

ademas opcionalmente en el que el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales se seleccionan de
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i) 2-hexanona;

ii) Acido butanoico, éster 1-metiletilico:

iii) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico;
iv) p-Xileno;

v) Acido propanoico, éster 1-metiletilico; o
vi) Dimentol;

y en el que un aumento en los niveles de i) a v) con respecto a sus respectivos valores de control y una disminucién
en la cantidad de vi) con respecto a su valor de control es indicativo de una mayor probabilidad de que el individuo
tenga cancer colorrectal.

6. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho método comprende las etapas de:

i) analizar la muestra de heces recolectada de dicho individuo para detectar si los compuestos organicos volatiles,
isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, éster 3-metiletilico, estan presentes;

ii) si isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster, estan presentes en la etapa i), determinar la cantidad
de isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster presentes y comparar la cantidad con valores de
control para cada compuesto organico volatil respectivo;

en el que una mayor cantidad de isopropanol, 2-hexanona y acido butanoico, 3-metil, etil éster en comparacion con
sus respectivos valores de control es indicativa de una mayor probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal;

opcionalmente en el que la etapa i) comprende ademas analizar la muestra de heces recolectada de dicho individuo
para detectar la presencia de uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales y, si uno 0 mas compuestos
organicos volatiles adicionales estan presentes, la etapa ii) comprende ademas determinar la cantidad del uno o mas
compuestos organicos volatiles adicionales y comparar la cantidad con uno o mas valores de control para cada uno
de los uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales

en el que un aumento o disminucion en el nivel de dicho uno o mas compuestos organicos volatiles adicionales con
respecto al valor de control es indicativo de la probabilidad de que el individuo tenga cancer colorrectal;

ademas opcionalmente en el que el uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales se seleccionan de:
i) Acido butanoico, éster 1-metiletilico:

ii) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico;

i) p-Xileno;

iv) Acido propanoico, éster 1-metiletilico; o

v) Dimentol,

y en el que un aumento en los niveles de i) a iv) con respecto a sus respectivos valores de control y una disminucién
en la cantidad de v) con respecto a su valor de control es indicativo de una mayor probabilidad de que el individuo
tenga cancer colorrectal.

7. Un método segun la reivindicacion 4, en el que se determina la presencia y cantidad de isopropanol y todos los
compuestos organicos volatiles enumerados en la reivindicacion 4, y las cantidades de cada uno se comparan con os
valores de control respectivos.

8. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la presencia y cantidad del compuesto
organico volatil se determina usando espectrometria de masas por cromatografia de gases (GC-MS).

9. Un método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el individuo tiene uno 0 mas sintomas asociados con
el cancer colorrectal;

opcionalmente en el que los sintomas asociados con el cancer colorrectal se seleccionan entre sangrado rectal,
diarrea, estrefiimiento, calambres abdominales, dolor abdominal, fatiga o pérdida de peso.

10. Un método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el individuo tiene un factor de riesgo predeterminado
asociado con el cancer colorrectal,
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opcionalmente en el que el factor de riesgo predeterminado asociado con el cancer colorrectal se determina basandose
en uno 0 mas de los siguientes:

i) una prueba de sangre oculta en heces (FOBT) positiva;

i) la presencia de pélipos colorrectales;

iii) anemia por deficiencia de hierro;

iv) una condicion que requiere imagenes radiologicas del intestino;

v) habitos intestinales anormales del individuo (por ejemplo, estrefiimiento y/o diarrea);
vi) antecedentes familiares de pdlipos colorrectales; o

vii) la presencia de un sindrome de poliposis.

11. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho método implica determinar la
probabilidad de que un individuo tenga adenocarcinoma colorrectal.

12. Uso de isopropanol en una muestra de heces como biomarcador de cancer colorrectal.

13. Uso segun la reivindicacion 12, en el que isopropanol y uno 0 mas compuestos organicos volatiles adicionales en
una muestra de heces como biomarcadores para el cancer colorrectal, en el que el uno 0 mas compuestos organicos
volatiles adicionales se seleccionan de:

i) 2-hexanona;

i Acido butanoico, 3-metil, etil éster:

iii) Acido butanoico, éster 1-metiletilico;

iv) Acido pentanoico, éster 1-metiletilico;
v) p-Xileno;

vi) Acido propanoico, éster 1-metiletilico; o
vii) dimentol.

14. Uso segun la reivindicacidon 13, en el que isopropanol, acido butanoico, 3-metil, etil éster y opcionalmente uno o
mas compuestos organicos volatiles enumerados en la reivindicacién 13 se usan como biomarcadores para el cancer
colorrectal.

15. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 o0 14, en el que isopropanol, 2-hexanona, acido butanoico, 3-

metil, etil éster y opcionalmente uno 0 mas compuestos organicos volatiles enumerados en la reivindicacion 13 se
usan como biomarcadores para el cancer colorrectal.
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