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DESCRIPCION
Compuestos organicos volatiles como biomarcadores de cancer

La presente invencion se refiere a biomarcadores y, en particular, aunque no exclusivamente, a novedosos marcadores
bioldgicos para diagnosticar diversas afecciones, tales como el cancer. En particular, la invencion se refiere al uso de
estos compuestos como marcadores de diagnéstico y pronéstico en ensayos para detectar cancer, tales como el
cancer de pancreas, y los correspondientes métodos de deteccion. La invencion también se refiere a métodos para
determinar la eficacia del tratamiento de estas enfermedades con un agente terapéutico y al uso de un aparato para
llevar a cabo los ensayos y métodos. Los ensayos son cualitativos y/o cuantitativos, y son adaptables a ensayos
clinicos y de deteccion a gran escala.

Se estima que el cancer de pancreas causa mas de 40,000 muertes al afio en los EE. UU. y se estima que es el cuarto
factor que mas contribuye a las muertes por cancer en general en 2017 [1]. Solo el 15-20% de los pacientes tienen
una enfermedad potencialmente curable en el momento del diagndstico [2,3]. Las remisiones para la investigacion de
la sospecha de cancer de pancreas desde la atencién primaria dependen del reconocimiento de los sintomas. Grandes
estudios de bases de datos de atencion primaria y encuestas de pacientes indican que los pacientes con cancer de
pancreas visitan a su médico de cabecera con frecuencia en los meses y afios previos al diagnéstico [4]. Sin embargo,
casi la mitad de los pacientes todavia son diagnosticados como resultado de una visita de emergencia al hospital en
el Reino Unido [5]. Las pautas de referencia actuales del Instituto Nacional para la Excelencia en Salud y Atencién
(NICE) para evaluar el cancer de pancreas incluyen a personas de 60 afios 0 mas con pérdida de peso y otros sintomas
[6]. Los primeros sintomas son intermitentes y se superponen con otras condiciones benignas comunes. La dificultad
en el reconocimiento de los sintomas se ve agravada por la falta de métodos de diagndstico objetivos y efectivos que
puedan emplearse en la practica general. La gran mayoria de los estudios de biomarcadores se han dirigido a grupos
de alto riesgo, tales como la pancreatitis hereditaria, el cancer de pancreas familiar y las neoplasias mucinosas
papilares intraductales. La traduccion de biomarcadores al uso clinico hasta la fecha ha fallado por una variedad de
razones, incluida la falta de incluir controles apropiados tales como la pancreatitis cronica y la falta de consideracion
de factores de confusioén tales como la obstruccion biliar y la diabetes [7,8].

Cuando el cancer colorrectal (CRCa) se diagnostica en su etapa mas temprana, mas de 9 de cada 10 personas con
CRCa sobreviviran a la enfermedad durante cinco afios 0 mas, en comparaciéon con menos de 1 de cada 10 cuando
se diagnostica en la ultima etapa de la enfermedad [1]. Se ha demostrado que la utilizacion de los sintomas intestinales
como base diagndstica primaria para el CRCa tiene un valor predictivo positivo muy bajo [2]. El riesgo de CRCa en
pacientes sintomaticos puede evaluarse mediante diferentes investigaciones. La sigmoidoscopia flexible es la
investigacion estandar de oro, pero la gran escala de su aplicacién tiene implicaciones de recursos y su rentabilidad
depende de los valores predictivos de diferentes sintomas. La prueba de sangre oculta en heces con guayaco tiene
una buena sensibilidad del 87-98 % en la deteccion de CRCa, pero una especificidad muy variable y, a menudo,
insatisfactoria (13-79 %), lo que requiere la repeticion de la prueba en multiples muestras de heces. Hasta la fecha, la
prueba de sangre oculta en heces no se recomienda ni esta disponible para su uso como prueba intermedia [3-6]. La
prueba inmunoquimica fecal requiere una sola muestra de heces. Cuatro sistemas estan totalmente automatizados y
proporcionan una medida cuantitativa de la hemoglobina, lo que permite la seleccion de un umbral de positividad para
adaptarse a circunstancias especificas. Como resultado, los datos de investigacion disponibles sobre sensibilidad y
especificidad para CRCa se basan en un pequefio nimero de canceres. Los datos sugieren que, segun el umbral de
positividad seleccionado, la sensibilidad para CRCa varia entre el 35 % y el 86 %, con una especificidad entre el 85 %
y el 95 % [5,6]. Sin embargo, no hay datos sobre la sensibilidad de la prueba cuantitativa mas nueva para los canceres
en etapa temprana. La prueba multidiana de ADN en heces, comparada con la prueba inmunoquimica fecal en un gran
estudio multicéntrico, mostré una mejor especificidad (92 contra 73%), pero una menor sensibilidad (90 contra 96%)

[7].

Navantheen et al., "Volatile organic compounds in bile can diagnose malignant biliary strictures in the setting of
pancreatic cancer: a preliminary observation", Gastrointestinal Endoscopy, vol. 80, no. 6, 11 de junio de 2014, paginas
1038-1045, describe un método para identificar VOC potenciales en la bilis de pacientes con estenosis biliares
malignas de cancer de pancreas. Bradley et al., "Pancreatic adenocarcinoma is associated with a unique spectrum of
serum volatile organic compounds that distinguishes it from chronic pancreatitis and healthy controls", Cancer, vol.
148, no. 4, 1 de abril de 2015, pagina S391, divulga un método de identificacion de VOC que discrimina a los pacientes
con adenocarcinoma ductal pancreatico de aquellos con pancreatitis crénica y controles sanos. Navaneethan et al.,
"Volatile Organic Compounds in Urine for Noninvasive Diagnosis of Malignant Biliary Strictures: A Pilot Study",
Digestive Diseases and Sciences, vol. 60, no. 7, 24 de febrero de 2015, paginas 2150-2157, ensefia un método de
espectrometria de masas de tubo de flujo de iones seleccionados para analizar la concentracion de VOCs en muestras
de orina para diagnosticar estenosis biliares malignas. El documento WO 2017/137741 divulga un método para
diagnosticar el cancer, en el que se determinan los niveles de VOC en una muestra de orina obtenida del sujeto.
Zenhausern et al., Zenhausern et al., "Solid phase micro-extraction (SPME) of volatile molecules in body fluids as a
diagnostic measure for pancreatic cancer", Cancer Research, 1 de abril de 2008, analizan la metodologia que utiliza
microextraccion en fase sélida (SPME) en combinacion con cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC/MS) para identificar compuestos organicos volatiles de prondstico y diagndstico relacionados con el cancer de
pancreas. Ademas, Cambridge Network "Vésae Owlstone Medical's ReCIVA Breath Sampler at London's Science
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Museum"”, 21 de agosto de 2017, divulga un muestreador de aliento ReCIVA, que analiza biomarcadores del aliento
para diagnosticar enfermedades.

Un enfoque alternativo para las pruebas basadas en heces es la prueba del aliento exhalado con el potencial de un
alto cumplimiento debido a la naturaleza de la prueba y la posibilidad de probar mas de una enfermedad con diferentes
firmas discriminatorias de VOC [8,9]. Los investigadores que utilizan espectrometria de masas por cromatografia de
gases (GC-MS) han sugerido la existencia de un perfil de compuestos organicos volatiles (VOC) en el aliento especifico
para CRCa [10]. GC-MS es una buena técnica para la identificacion de VOC, sin embargo, es de naturaleza
semicuantitativa y, por lo tanto, tiene una capacidad limitada para reproducir los resultados de la investigacion por
parte de diferentes grupos de investigacion. Ademas, hay un tiempo analitico sustancial para cada muestra, lo que
naturalmente no se presta a un andlisis de alto rendimiento. La espectrometria de masas de tubo de flujo iénico
seleccionado (SIFT-MS) tiene la ventaja de ser cuantitativa y permite el analisis en tiempo real [11,12].

Solo ha habido un estudio previo que evalue el perfil respiratorio de los pacientes después de la reseccién quirdrgica
curativa del cancer colorrectal [13]. Ese estudio utilizd GC-MS y sugirié que después de la eliminacion del CRCa hubo
un cambio en el perfil de VOC del aliento exhalado, lo que destaca ademas una posible asociacién entre el
metabolismo del tumor y la produccién de VOC. Los autores también plantearon la hipotesis de que estos resultados
pueden proporcionar una justificacién para el uso del analisis del aliento en el seguimiento de los pacientes después
de la cirugia y el control de la supervivencia libre de enfermedad [13]. Sin embargo, ese estudio no examiné pacientes
con evidencia de recidiva de CRCa. Ninguno de los estudios anteriores ha validado externamente los hallazgos del
descubrimiento inicial.

Lo que se requiere es un marcador no invasivo fiable para identificar a los pacientes que padecen cancer, tales como
el cancer de pancreas y/o el cancer colorrectal. Un método de diagndstico para identificar a los pacientes con cancer
de pancreas y/o cancer colorrectal seria de gran beneficio para los pacientes y aumentaria la posibilidad de un
tratamiento temprano y un mejor pronéstico.

Los inventores ahora han determinado varios biomarcadores o los llamados compuestos caracteristicos como
indicativos de cancer de pancreas y/o cancer colorrectal.

Los inventores centraron su atencion en primer lugar en el diagnéstico del cancer de pancreas. Como se describe en
el Ejemplo 1, los pacientes fueron reclutados en dos cohortes separadas, un estudio de desarrollo inicial y una segunda
cohorte de validacion. El grupo de cancer incluyo pacientes con cancer localizado y metastasico, mientras que el grupo
de control incluyd pacientes con enfermedad pancreéatica benigna o pancreas normal. La prueba de control de
comparacion fue la imagen radiolégica con tomografia computarizada abdominal, ecografia o ecoendoscopia
confirmada con examen histopatolégico, segun correspondiera. El aliento de la cohorte de desarrollo se recolectd con
bolsas de aluminio y de la cohorte de validacion utilizando el sistema ReCIVA descrito en el Ejemplo y como se muestra
en la Figura 1. El andlisis se realizé usando espectrometria de masas por cromatografia de gases. Se reclutaron 68
pacientes para la cohorte de desarrollo (25 con cancer, 43 sin cancer) y 64 para la cohorte de validacion (32 con
cancer, 32 sin cancer). De los 66 compuestos organicos volatiles (VOC) caracteristicos identificados, 13 fueron
significativamente diferentes entre los grupos en el analisis univariable dentro de la cohorte de desarrollo. El analisis
de las caracteristicas operativas del receptor usando volatiles significativos y la cohorte de validacion produjo un area
bajo la curva de 0,767 (sensibilidad 81,3 %, especificidad 71,9 %) que diferencia cancer vs. No canceroso y 0,828
(sensibilidad 77,8 %, especificidad 75 %) que diferencia adenocarcinoma y No canceroso.

La invencién es tal como se define en las reivindicaciones.

En un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método para diagnosticar un sujeto que padece cancer de
pancreas, o una predisposicion al mismo, o para proporcionar un prondstico de la condicion del sujeto, comprendiendo
el método analizar la concentracion de un compuesto caracteristico en una muestra corporal de un sujeto de prueba
y comparar esta concentracion con una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en un individuo
que no sufre de cancer de pancreas, donde un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado
de un aldehido C+ o ¢c3 en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el
sujeto padece cancer de pancreas, o tiene una predisposicion al mismo, o proporciona un prondéstico negativo de la
condicion del sujeto.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un método para determinar la eficacia de tratar a un sujeto
que padece cancer de pancreas con un agente terapéutico o una dieta especializada, comprendiendo el método
analizar la concentracién de un compuesto caracteristico en una muestra corporal de un sujeto de prueba y
comparando esta concentracion con una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en un individuo
que no sufre de cancer de pancreas, donde una disminucion en la concentracion del compuesto caracteristico
seleccionado de un aldehido C1 0 C3z en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia,
sugiere que el régimen de tratamiento con el agente terapéutico o la dieta especializada es eficaz, o donde un aumento
en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C1 0 Cz en la muestra corporal del
sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el régimen de tratamiento con el agente terapéutico
o la dieta especializada es ineficaz.
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En un tercer aspecto de la invencién, se proporciona el uso de un aparato para diagnosticar un sujeto que padece
cancer de pancreas, o una predisposicion al mismo, o para proporcionar un pronostico de la condicion del sujeto,
comprendiendo el aparato:

(i) medios para determinar la concentracion de un compuesto caracteristico en una muestra de un sujeto de prueba;
y

(ii) una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en una muestra de una persona que no padece
cancer de pancreas,

en el que el aparato se utiliza para identificar: un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico
seleccionado de un aldehido C1 0 C3z en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia,
lo que sugiere que el sujeto padece cancer de pancreas, o tiene una predisposicion al mismo, o proporciona un
prondstico negativo de la condicion del sujeto.

En un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un aparato para determinar la eficacia del tratamiento
de un sujeto que padece cancer de pancreas con un agente terapéutico o una dieta especializada, comprendiendo el
aparato:

(a) medios para determinar la concentracién de un compuesto caracteristico en una muestra de un sujeto de prueba;
y

(b) una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en una muestra de un individuo que no padece
cancer de pancreas,

en el que el aparato se utiliza para identificar:

(i) una disminucion en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C1 o Cz en la
muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacién con la referencia, lo que sugiere que el régimen de tratamiento
con el agente terapéutico o la dieta especializada es eficaz; o

(ii) un aumento en la concentraciéon del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C1 0 C3 en la muestra
corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, lo que sugiere que el régimen de tratamiento con el
agente terapéutico o la dieta especializada es ineficaz.

En un quinto aspecto de la invencién, se proporciona el uso de un compuesto caracteristico seleccionado del grupo
que consiste en un aldehido C1 0 C3z como biomarcador para diagnosticar un sujeto que padece cancer de pancreas,
0 una predisposicion al mismo, o para proporcionar un pronostico del estado del sujeto.

Por lo tanto, en un ejemplo, se proporciona un método para diagnosticar un sujeto que padece cancer de pancreas, o
una predisposicion al mismo, o para proporcionar un pronostico de la condicién del sujeto, comprendiendo el método
analizar la concentracion de un compuesto caracteristico en una muestra corporal de un sujeto de prueba y comparar
esta concentracion con una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en un individuo que no sufre
de cancer de pancreas, donde (i) un aumento en la concentracién del compuesto caracteristico seleccionado de un
aldehido C4-Cs3, alcohol C4-C3 y alcano C2-Cqo en el que un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo =0
y un segundo atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH, o un analogo o derivado del mismo, en la muestra
corporal del sujeto de prueba, o (ii) una disminucioén en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de
un alcano C4-Ca, alcohol C4-Cio, acido carboxilico C1-Cs y aldehido C4-Cazo, 0 un analogo o derivado del mismo, en la
muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el sujeto padece cancer de
pancreas, o tiene una predisposicion al mismo, o proporciona un pronéstico negativo de la condicién del sujeto.

En un ejemplo, se proporciona un método para determinar la eficacia de tratar a un sujeto que padece cancer de
pancreas con un agente terapéutico o una dieta especializada, comprendiendo el método analizar la concentracion de
un compuesto caracteristico en una muestra corporal de un sujeto de prueba y comparar esta concentracion con una
referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en un individuo que no padece cancer de pancreas, en
donde (i) una disminucion en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C+-Cs, alcohol
C1-C3 y alcano C,-C1o en el que un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo =0 y un segundo atomo de
carbono esta sustituido con un grupo -OH, o un analogo o derivado del mismo, en la muestra corporal del sujeto de
prueba, en comparacién con la referencia, o (ii ) un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico
seleccionado de un alcano C4-Cao, alcohol C4-C1o, acido carboxilico C1-Cs y aldehido C4-Czo, 0 un analogo o derivado
del mismo, en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el régimen de
tratamiento con el agente terapéutico o la dieta especializada es eficaz, o donde (i) un aumento en la concentracion
de el compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C4-Cs, alcohol C+-C3 y alcano C»-C1g en el que un primer
atomo de carbono esta sustituido con el grupo =0 y un segundo atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH,
0 un analogo o derivado del mismo, en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, o
(i ) una disminucion en la concentracién del compuesto caracteristico seleccionado de un alcano C+-Cyo, alcohol Cs-
C1o, acido carboxilico C1-Cs y aldehido C4-Cz, 0 un analogo o derivado del mismo, en la muestra corporal del sujeto
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de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el régimen de tratamiento con el agente terapéutico o la
dieta especializada es ineficaz.

En un ejemplo, se proporciona un aparato para diagnosticar un sujeto que padece cancer de pancreas, o una
predisposicién al mismo, o para proporcionar un pronéstico de la condicion del sujeto, comprendiendo el aparato:

(i) medios para determinar la concentracion de un compuesto caracteristico en una muestra de un sujeto de prueba;
y

(ii) una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en una muestra de una persona que no padece
cancer de pancreas,

en el que el aparato se utiliza para identificar: (i) un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico
seleccionado de un aldehido C+-Cs, alcohol C4-Cs y alcano C2-C1o en el que un primer atomo de carbono esta sustituido
con el grupo =0 y un segundo atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH, o un analogo o derivado del mismo,
en la muestra corporal del sujeto de prueba, o (ii) una disminucion en la concentracion del compuesto caracteristico
seleccionado de un alcano C+-Cao, alcohol C4-C1o, acido carboxilico C1-Cs y aldehido C4-Cz0, 0 un analogo o derivado
del mismo, en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, lo que sugiere que el sujeto
sufre de cancer de pancreas, o tiene una predisposicion al mismo, o proporciona un pronoéstico negativo de la condicion
del sujeto .

En un ejemplo, se proporciona un aparato para determinar la eficacia del tratamiento de un sujeto que padece cancer
de pancreas con un agente terapéutico o una dieta especializada, comprendiendo el aparato:

(a) medios para determinar la concentracién de un compuesto caracteristico en una muestra de un sujeto de prueba;
y

(b) una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en una muestra de un individuo que no padece
cancer de pancreas,

en el que el aparato se utiliza para identificar:

(i) una disminucion en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C4-Cs, alcohol C4-
Cs y alcano C,-Cqo en el que un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo =O y un segundo atomo de
carbono esta sustituido con un grupo -OH, o un analogo o derivado del mismo, en la muestra corporal del sujeto de
prueba, en comparacion con la referencia, o un aumento en la concentracién del compuesto caracteristico
seleccionado de un alcano C+-Cao, alcohol C4-C1o, acido carboxilico C1-Cs y aldehido C4-Cz0, 0 un analogo o derivado
del mismo, en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, lo que sugiere que el
régimen de tratamiento con el agente terapéutico o la dieta especializada es eficaz; o

(ii) un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C4-Cs, alcohol C4-Cs y
alcano C»-C1o en el que un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo =O y un segundo atomo de carbono
esta sustituido con un grupo -OH, o un analogo o derivado del mismo, en la muestra corporal del sujeto de prueba, en
comparacion con la referencia, o una disminucion en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de
un alcano C4-Ca, alcohol C4-Cio, acido carboxilico C1-Cs y aldehido C4-Cazo, 0 un analogo o derivado del mismo, en la
muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacién con la referencia, lo que sugiere que el régimen de tratamiento
con el agente terapéutico o la dieta especializada es ineficaz.

Los métodos de la divulgacion pueden comprender administrar o haber administrado, al sujeto, un agente terapéutico
o someter al sujeto a una dieta especializada, en donde el agente terapéutico o la dieta especializada previene, reduce
o retrasa la progresion del cancer de pancreas.

De acuerdo con otro ejemplo, se proporciona un método para tratar a un individuo que padece cancer de pancreas,
comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) determinar la concentracion de un compuesto caracteristico en una muestra de la concentracion de un sujeto de
prueba, donde (i) un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C+-Cs,
alcohol C4-C3 y alcano C2-C1o en el que un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo =O y un segundo
atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH, o un anéalogo o derivado del mismo, en la muestra corporal del
sujeto de prueba, o (ii) una disminucion en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de un alcano
C1-Cyo, alcohol Cs-C1o, acido carboxilico C1-Cs y aldehido C4-Cazo, 0 un analogo o derivado del mismo, en la muestra
corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el sujeto padece cancer de pancreas, o
tiene una predisposicién al mismo, o tiene un prondstico negativo; y

(ii) administrar o haber administrado, al sujeto de prueba, un agente terapéutico o someter al sujeto de prueba a una
dieta especializada, en donde el agente terapéutico o la dieta especializada previene, reduce o retrasa la progresion
del cancer de pancreas.
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En otro ejemplo, se proporciona el uso de un compuesto caracteristico seleccionado del grupo que consiste en un
aldehido C4-Cs, alcohol C+-Cs, alcano C,-C1o en el que un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo =0y
un segundo atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH; alcano C+-Cao, alcohol C4-C19, acido carboxilico C+-
Cs y aldehido C4-Cy, 0 un analogo o derivado del mismo, tales como biomarcador para diagnosticar un sujeto que
padece cancer de pancreas, o0 una predisposicion al mismo, o para proporcionar un pronéstico del estado del sujeto.

Como se describe en el Ejemplo 1, los inventores han demostrado que un aumento en la concentracion de
formaldehido, metanol, alcohol isopropilico 0 acetoina, o una disminucién en la concentracion de pentano, n-hexano,
1-butanol, acido propanoico, octanal, nonanal, decanal, undecanal, tetradecano, es indicativo de cancer de pancreas.
Los métodos, aparatos y usos descritos en este documento también pueden comprender el analisis de la
concentracion de un analogo o un derivado de los compuestos caracteristicos descritos en este documento. Los
ejemplos de analogos o derivados adecuados de grupos quimicos que pueden analizarse incluyen alcoholes, cetonas,
compuestos aromaticos, acidos organicos y gases (tales como CO, CO,, NO NO2, HzS, SO, CHa).

En un ejemplo en el que el compuesto caracteristico es un aldehido C4-Cs, preferiblemente el compuesto es un
aldehido C4, C, 0 C3, mas preferiblemente un aldehido C+4, es decir, formaldehido.

En un ejemplo en el que el compuesto caracteristico es un alcohol C+-Cs, preferiblemente el compuesto es un alcohol
C1, C2 0 C3z, mas preferiblemente un alcohol C1 (es decir, metanol) o un alcohol Cs (es decir, alcohol isopropilico).

En un ejemplo en el que el compuesto caracteristico es un alcano C>-C1g en el que un primer atomo de carbono esté
sustituido con el grupo =O y un segundo atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH, preferiblemente el
compuesto es un Cq, Cy, Cs, C4, Cs, Ce C7, Cg, Co 0 C19 donde un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo
=0 y un segundo atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH. Preferiblemente, el atomo de carbono sustituido
con el grupo =0 no es un atomo de carbono terminal. Mas preferiblemente, el compuesto es un alcano C3-Ce, y 10 mas
preferiblemente el compuesto es un alcano C4 en el que un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo =O
y un segundo atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH, es decir, acetoina.

En un ejemplo en el que el compuesto caracteristico es un alcano C4-Cyo, preferiblemente el compuesto es un alcano
C1, Cz, C3, C4, Cs, Cs C7, Cs, Cg, C1o, C11, C12, C13, C14, C15, Cie C17, C18, Cio Czo, mas preferiblemente un alcano Cs-
C1s. Se prefiere que el compuesto sea un alcohol Cs-C14. Por ejemplo, preferiblemente el compuesto es un alcohol Cs,
es decir, pentano. Preferiblemente, el compuesto es un alcohol Cs, es decir, hexano. Preferiblemente, el compuesto
es un alcohol C14, es decir, tetradecano.

En un ejemplo en el que el compuesto caracteristico es un alcohol C4-C+o, , preferiblemente el compuesto es un alcohol
C4, Cs, Cs C7, Cs, Co, C1o. Preferiblemente, el compuesto es un alcohol C4-C7, mas preferiblemente un alcohol C4, es
decir, butanol.

En un ejemplo en el compuesto de la firma es un acido carboxilico, preferiblemente el compuesto es un C4-Cs C4, Cp,
Cs, C4, Cs, Cg acido carboxilico. Preferiblemente, el compuesto es un acido carboxilico C2-C4, mas preferiblemente un
acido carboxilico Cs, es decir, acido propanoico.

En un ejemplo en el compuesto de la firma es un aldehido C4-Cyo, preferiblemente el compuesto es un aldehido Ca,
Cs, Ce C7, Cs, Co, C1o, C11, C12, C13, C14, Cy5, C16 C17, Cys, C19 0 C20. Preferiblemente, el compuesto es un aldehido Cs-
C1s, mas preferiblemente un aldehido C7-C+3. Preferiblemente, el compuesto es un aldehido Cg, es decir, octanal.
Preferiblemente, el compuesto es un aldehido Co, es decir nonanal. Preferiblemente, el compuesto es un aldehido C1o,
es decir, detanal. Preferiblemente, el compuesto es un aldehido C4, es decir, undecanal.

Asi, en un ejemplo, se proporciona un método para diagnosticar un sujeto que padece cancer de pancreas, o una
predisposicién al mismo, o para proporcionar un pronoéstico de la condicion del sujeto, comprendiendo el método
analizar la concentracién de un compuesto caracteristico en una muestra corporal de un sujeto de prueba y
comparando esta concentracion con una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en un individuo
que no padece cancer de pancreas, donde (i) un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico
seleccionado de formaldehido, metanol, isopropilo alcohol y acetoina, o un analogo o derivado del mismo, en la
muestra corporal del sujeto de prueba, o (ii) una disminucién en la concentracién del compuesto caracteristico
seleccionado de pentano, hexano, butanol, acido propanoico, octanal, nonanal, decanal, undecanal, tetradecano, o un
analogo o derivado del mismo, en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacién con la referencia, sugiere
que el sujeto padece cancer de pancreas, o tiene una predisposicion al mismo, o proporciona un prondstico negativo
de la condicion del sujeto.

Se apreciara que los ejemplos también implican la deteccidon de los mismos compuestos caracteristicos que en el
parrafo anterior.

A continuacién, los inventores centraron su atencion en el diagndstico del cancer colorrectal. Como se describe en el
Ejemplo 2, las muestras de aliento exhalado se recogieron usando bolsas de Nalophan de doble capa de 2 litros y se
analizaron usando espectrometria de masas de tubo de flujo de iones seleccionados. La prueba estandar de oro para
la comparacion fue la endoscopia para la inspeccion luminal y la TC para confirmar la recidiva del cancer. Se realizaron
tres estudios: (i) estudio de perfil: 150 pacientes; 50 CRCay 100 controles; (ii) validacion de diagndstico: 79 pacientes;
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25 CRCay 54 controles; vy (iii) validacion clinica con recidiva tumoral: 40 pacientes; 19 postoperatorios (sin recidiva) y
21 recidivas de CRCa. En el analisis multivariado, un solo VOC, propanal, se elevé significativamente en la cohorte
de cancer en comparacion con los pacientes de control. Con un umbral de 28 ppbv, se obtuvo una sensibilidad del 96
% y una especificidad del 76 % para el diagnéstico de CRCa. El propanal se elevé de manera similar con CRCa y
usando un umbral de 28 ppbv, esto dio una sensibilidad del 83,3 % y una especificidad del 84,7 %. Después de la
cirugia, el propanal se redujo a los niveles esperados en los pacientes de control y, con la recidiva, los niveles
aumentaron significativamente. Con un umbral de 28 ppbyv, la sensibilidad para la identificacion de la recidiva de CRCa
fue del 71,4 % y la especificidad del 90,9 %.

Como se describe en el Ejemplo 2, los inventores han demostrado que un aumento de propanal es indicativo de cancer
colorrectal. Los métodos, aparatos y usos descritos en este documento también pueden comprender el analisis de la
concentraciéon de un analogo o un derivado de los compuestos caracteristicos descritos en este documento. Ejemplos
de analogos o derivados adecuados de grupos quimicos que pueden analizarse incluyen alcoholes, cetonas,
compuestos aromaticos, acidos organicos y gases (tales como CO, CO,, NO NO2, HsS, SO, CHa).

Una caracteristica importante de cualquier biomarcador util utilizado en el diagnoéstico y pronéstico de enfermedades
es que exhibe una alta sensibilidad y especificidad para una enfermedad determinada. Como se explica en los
ejemplos, los inventores han demostrado sorprendentemente que una serie de compuestos caracteristicos que se
encuentran en el aliento exhalado de los sujetos de prueba sirven como biomarcadores sdlidos para enfermedades,
tales como el cancer de pancreas y el cancer colorrectal, y por lo tanto pueden usarse para la detecciéon de estas
enfermedades y prondstico de enfermedades. Ademas, los inventores han demostrado que el uso de dichos
compuestos distintivos como biomarcadores de enfermedades emplea un ensayo que es simple, reproducible, no
invasivo y econdmico, y con molestias minimas para el paciente.

Ventajosamente, los métodos y aparatos de la invencidn proporcionan un medio no invasivo para diagnosticar varios
tipos de cancer. Los métodos de acuerdo con esta descripcion son utiles para permitir que un médico tome decisiones
con respecto al mejor curso de tratamiento para un sujeto que actualmente sufre o puede sufrir cancer de pancreas o
cancer colorrectal, respectivamente. Se prefiere que los métodos de esta descripcidon sean utiles para permitir que un
meédico decida como tratar a un sujeto que actualmente padece cancer. Ademas, los métodos de esta divulgacion son
utiles para monitorizar la eficacia de un tratamiento putativo para el cancer relevante. Por ejemplo, si el cancer es
cancer de pancreas, entonces el tratamiento puede comprender la administracion de quimioterapia,
quimiorradioterapia con o sin cirugia. Por ejemplo, si el cancer es cancer colorrectal, entonces el tratamiento puede
comprender la administracion de quimioterapia, quimiorradioterapia con o sin cirugia o resecciéon endoscépica.

Por tanto, el aparato segun esta divulgacion es util para proporcionar un pronéstico del estado del sujeto, de modo
que el médico pueda llevar a cabo el tratamiento segun esta divulgacion. El aparato de esta descripcion se puede usar
para monitorizar la eficacia de un tratamiento putativo para el cancer. Por lo tanto, los métodos y aparatos son muy
utiles para guiar un régimen de tratamiento para el médico y para controlar la eficacia de tal régimen de tratamiento.
El médico puede usar el aparato de la invencién junto con las pruebas de diagnéstico existentes para mejorar la
precision del diagnéstico.

El sujeto puede ser cualquier animal de interés veterinario, por ejemplo, un gato, un perro, un caballo, etc. Sin embargo,
se prefiere que el sujeto sea un mamifero, tal como un humano, ya sea macho o hembra.

Preferiblemente, se toma una muestra del sujeto y luego se mide la concentracion del compuesto caracteristico en la
muestra corporal.

Los compuestos caracteristicos, que se detectan, se conocen como compuestos organicos volatiles (VOCs), que
conducen a un perfil de fermentacion, y pueden detectarse en la muestra corporal mediante una variedad de técnicas.
En una realizacion, estos compuestos pueden detectarse dentro de una muestra liquida o semisélida en la que se
disuelven. Sin embargo, en una realizacién preferida, los compuestos se detectan a partir de gases o vapores. Por
ejemplo, dado que los compuestos distintivos son VOC, pueden emanar de la muestra o formar parte de ella y, por lo
tanto, pueden detectarse en forma gaseosa o de vapor.

El aparato de esta divulgacion puede comprender medios de extraccion de muestras para obtener la muestra del
sujeto de prueba. Los medios de extraccion de muestras pueden comprender una aguja o jeringa o similar. El aparato
puede comprender un recipiente de recoleccion de muestras para recibir la muestra extraida, que puede ser liquida,
gaseosa o semisolida.

Preferiblemente, la muestra es cualquier muestra corporal en la que esta presente o secretado el compuesto
caracteristico. Por ejemplo, la muestra puede comprender orina, heces, cabello, sudor, saliva, sangre o lagrimas. Los
inventores creen que los VOC son productos de descomposicion de otros compuestos que se encuentran en la sangre.
En una realizacion, las muestras de sangre pueden analizarse inmediatamente para determinar los niveles del
compuesto caracteristico. Alternativamente, la sangre se puede almacenar a bajas temperaturas, por ejemplo, en un
frigorifico o incluso congelada antes de que se determine la concentracion del compuesto caracteristico. La medicion
del compuesto caracteristico en la muestra corporal se puede realizar en sangre entera o sangre procesada.
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En otra realizacion, la muestra puede ser una muestra de orina. Se prefiere que la concentracién del compuesto
caracteristico en la muestra corporal se mida in vitro de una muestra de orina tomada del sujeto. EI compuesto puede
detectarse a partir de gases o vapores que emanan de la muestra de orina. Se apreciara que se prefiere la deteccion
del compuesto en la fase gaseosa emitida por la orina.

También se apreciara que las muestras corporales "frescas" pueden analizarse inmediatamente después de haberlas
tomado de un sujeto. Alternativamente, las muestras pueden congelarse y almacenarse. La muestra puede entonces
descongelarse y analizarse en una fecha posterior.

Sin embargo, lo mas preferiblemente, la muestra corporal puede ser una muestra de aliento del sujeto de prueba. La
muestra puede ser recogida por el sujeto realizando una exhalacién por la boca, preferiblemente después de una
inhalacion nasal. Preferiblemente, la muestra comprende el aire alveolar del sujeto. Preferiblemente, el aire alveolar
es recolectado sobre el aire del espacio muerto capturando el aliento al final de la espiracién. A continuacion, los VOC
de las bolsas de aliento se preconcentraron preferentemente en tubos de desorcion térmica transfiriendo el aliento a
través de los tubos.

La diferencia en la concentraciéon del compuesto caracteristico en los métodos o el aparato de esta divulgacion puede
ser un aumento o una disminucién en comparacion con la referencia. Como se describe en los ejemplos, los inventores
controlaron la concentracion de los compuestos caracteristicos en numerosos pacientes que padecian cancer de
pancreas o colorrectal, y los compararon con la concentracion de estos mismos compuestos en individuos que no
padecian la enfermedad (es decir, referencia o controles). Demostraron que hubo un aumento o disminucién
estadisticamente significativa en la concentracion de estos compuestos en los pacientes que padecian la enfermedad.

Se apreciara que la concentraciéon del compuesto caracteristico en pacientes que padecen una enfermedad depende
en gran medida de una serie de factores, por ejemplo, hasta qué punto ha progresado la enfermedad y la edad y el
género del sujeto. También se apreciara que la concentracién de referencia del compuesto caracteristico en individuos
que no padecen la enfermedad puede fluctuar hasta cierto punto, pero que en promedio durante un periodo de tiempo
dado, la concentracion tiende a ser sustancialmente constante. Ademas, debe apreciarse que la concentracion del
compuesto caracteristico en un grupo de individuos que padecen una enfermedad puede ser diferente a la
concentracion de ese compuesto en otro grupo de individuos que no padecen la enfermedad. Sin embargo, es posible
determinar la concentracion promedio del compuesto caracteristico en individuos que no padecen cancer, y esto se
denomina concentracién de referencia o "normal" del compuesto caracteristico. La concentracion normal corresponde
a los valores de referencia discutidos anteriormente.

En una realizacion, los métodos de la invencion preferiblemente comprenden determinar la proporcion de sustancias
quimicas dentro de la respiracion (es decir, usar otros componentes dentro de ella como referencia) y luego comparar
estos marcadores con la enfermedad para mostrar si estan elevados o reducidos.

El compuesto caracteristico es preferiblemente un compuesto organico volatil (VOC), que conduce a un perfil de
fermentacion, y puede detectarse en o a partir de la muestra corporal mediante una variedad de técnicas. Por lo tanto,
estos compuestos pueden detectarse utilizando un analizador de gases. Ejemplos de detectores adecuados para
detectar el compuesto caracteristico incluyen preferiblemente un sensor electroquimico, un sensor de 6xido de metal
semiconductor, un sensor de microbalanza de cristal de cuarzo, un sensor de colorante 6ptico, un sensor de
fluorescencia, un sensor de polimero conductor, un sensor de polimero compuesto o espectrometria dptica.

Los inventores han demostrado que los compuestos caracteristicos se pueden detectar de forma fiable mediante
cromatografia de gases, espectrometria de masas, GCMS o TOF. Se podrian usar sensores dedicados para la etapa
de deteccion.

Los valores de referencia pueden obtenerse analizando un numero estadisticamente significativo de muestras de
control (es decir, muestras de sujetos que no padecen la enfermedad). En consecuencia, la referencia (ii) segun el
aparato de esta divulgacion puede ser una muestra de control (para ensayo).

El aparato preferiblemente comprende un control positivo (lo mas preferiblemente proporcionado en un recipiente),
que corresponde a los compuestos caracteristicos. El aparato comprende preferiblemente un control negativo
(preferiblemente proporcionado en un recipiente). En una realizacion preferida, el aparato puede comprender la
referencia, un control positivo y un control negativo. El aparato también puede comprender controles adicionales,
segun sea necesario, tales como controles de "adicién" para proporcionar una referencia para la concentracion y
controles positivos adicionales para cada uno de los compuestos caracteristicos, o un analogo o derivado del mismo.

En consecuencia, los inventores se han dado cuenta de que la diferencia en las concentraciones del compuesto
caracteristico entre la referencia normal (es decir, el control) y los niveles aumentados/disminuidos puede usarse como
un marcador fisiolégico, que sugiere la presencia de una enfermedad en el sujeto de prueba. Se apreciara que si un
sujeto tiene una concentracion aumentada/disminuida de uno o mas compuestos caracteristicos que es
considerablemente mayor/menor que la concentracion "normal” de ese compuesto en el valor de control de referencia,
entonces tendria un mayor riesgo de tener la enfermedad, o una condicidon mas avanzada, que si la concentracién de
ese compuesto fuera solo marginalmente mas alta/mas baja que la concentracién 'normal'.
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Los inventores han notado que la concentracion de compuestos caracteristicos a los que se hace referencia aqui en
los individuos de prueba fue estadisticamente mayor que la concentracion de referencia (tal como se calculd utilizando
el método descrito en el Ejemplo). Esto puede denominarse en el presente documento como la concentracion
"aumentada" del compuesto caracteristico.

El técnico experto apreciara como medir las concentraciones del compuesto caracteristico en un numero
estadisticamente significativo de individuos de control, y la concentracion del compuesto en el sujeto de prueba, y
luego usara estas cifras respectivas para determinar si el sujeto de prueba tiene un aumento/disminucion
estadisticamente significativos de la concentracién del compuesto, y por tanto inferir si ese sujeto padece la
enfermedad que se ha cribado.

En el método y el aparato de esta divulgacion, la diferencia en la concentracion del compuesto caracteristico en la
muestra corporal en comparacién con la concentracion correspondiente en la referencia es indicativa de la eficacia del
tratamiento de la enfermedad del sujeto con el agente terapéutico y la reseccion quirurgica. La diferencia puede ser
un aumento o una disminucién en la concentracion del compuesto caracteristico en la muestra corporal en
comparacion con el valor de referencia. En los ejemplos en los que la concentracion del compuesto en la muestra
corporal es menor que la concentracion correspondiente en la referencia, esto indicaria que el agente terapéutico o la
dieta especializada esta tratando con éxito el trastorno en el sujeto de prueba. Por el contrario, cuando la concentracion
del compuesto caracteristico en la muestra corporal es mayor que la concentracion correspondiente en la referencia,
esto indicaria que el agente terapéutico o la dieta del especialista no estan tratando con éxito el trastorno.

Todas las caracteristicas descritas en este documento (incluidas las reivindicaciones, el resumen y los dibujos
adjuntos), y/o todas las etapas de cualquier método o proceso asi divulgado, pueden combinarse con cualquiera de
los aspectos anteriores en cualquier combinacion, excepto combinaciones en las que al menos algunas de tales
caracteristicas y/o etapas son mutuamente excluyentes.

Para una mejor comprension de la invencion, y para mostrar como se pueden llevar a cabo las realizaciones de la
misma, ahora se hara referencia, a modo de ejemplo, a las figuras adjuntas, en las que:

la Figura 1 muestra un aparato y un método utilizado para concentrar VOC de bolsas de aliento de acero en tubos de
desorcion térmica;

la Figura 2 muestra graficos ROC de sensibilidad frente a 1-especificidad producidos para A) Cancer vs. no cancerosos
y B) Todos los adenocarcinomas vs. no cancerosos utilizando datos de la cohorte de desarrollo (Bolsas). Las siguientes
tablas resumen los datos del analisis ROC, incluido el area bajo la curva (AUC);

la Figura 3 muestra graficos ROC de sensibilidad frente a 1-especificidad producidos para A) Cancer vs. no cancerosos
y B) Todos los adenocarcinomas vs. no cancerosos utilizando datos de la cohorte de validacion (ReCIVA). Las
siguientes tablas resumen los datos del analisis ROC, incluido el area bajo la curva (AUC);

la Figura 4 muestra los resultados del Estudio (i) — validacion de diagndstico de perfiles; Analisis ROC para propanal
como marcador diagnostico de cancer colorrectal en comparacion con pacientes de control negativo (AUC = 0,90 +
0,03, ClI del 95 % 0,83-0,96);

la Figura 5 muestra los resultados del Estudio (ii) - validacion de diagnoéstico independiente; Analisis ROC del estudio
de validacién independiente de propanal para el diagnéstico de cancer colorrectal (AUC = 0,79 £ 0,06, Cl del 95 %:
0,66-0,91);

la Figura 6 muestra los resultados del Estudio (iii) - validacion clinica con recidiva del tumor; regulacion positiva de
propanal asociada con la presencia de recidiva de CRCa después de la reseccion quirurgica primaria de CRCa (AUC
= 0,81+ 0,07, Cl del 95%: 0,68-0,94); y

la Figura 7 muestra los cambios observados en la concentracion promedio de propanal en los tres estudios y cuatro
estados de enfermedad estudiados.

Ejemplos

Los inventores investigaron el uso de VOC para detectar una variedad de tipos de cancer diferentes, incluido el cancer
de pancreas y colorrectal.

Ejemplo 1: cancer de pancreas

El cancer de pancreas tiene un prondstico muy malo ya que la mayoria de los pacientes son diagnosticados en una
etapa avanzada cuando los tratamientos curativos no son posibles. Los compuestos organicos volatiles del aliento han
mostrado potencial como novedosos biomarcadores para detectar otros tipos de cancer. Este estudio identifico y validé
un perfil unico de compuestos organicos volatiles en el aliento asociado con la presencia de cancer de pancreas, lo
que sugiere el potencial del analisis del aliento para su inclusion en la ruta de diagndstico del cancer de pancreas.
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El objetivo principal de este estudio fue perfilar los cambios observados en los VOC del aliento exhalado utilizando
espectrometria de masas con cromatografia de gases por desorcion térmica (TD-GC-MS) para pacientes con cancer
de pancreas primario, enfermedad de control positivo y pancreas normal. El objetivo secundario fue desarrollar
modelos de diagndstico para la identificacion de neoplasias pancreaticas y especificamente adenocarcinoma, con una
mayor validacion en una segunda cohorte de pacientes recolectada de forma independiente. El tercer objetivo fue
cuantificar las diferencias en compuestos organicos volatiles en el aliento exhalado de pacientes con cancer de
pancreas en comparacion con cohortes sin cancer y generar modelos de diagnoéstico de cancer.

Materiales y métodos

Se realizaron dos estudios. En el primer estudio de creacion de perfiles, se recolectd y analizo el aliento exhalado para
identificar los VOC que diferian en la concentracion entre los pacientes con cancer y los de control. Esos compuestos
se usaron para desarrollar el modelo de diagndstico para el cancer de pancreas. Luego, este modelo se validd
utilizando una segunda cohorte de pacientes recolectada de forma independiente.

Poblacion de estudio

Todos los pacientes inscritos fueron reclutados del fideicomiso Imperial College NHS desde marzo de 2016 hasta
diciembre de 2016. Se concedid la aprobacion ética regional para (REC ref: 14/L0O/1136). Los detalles del estudio se
explicaron a todos los pacientes elegibles y se obtuvo un consentimiento informado y por escrito antes de la inscripcion.
Se recopilé informacién demogréfica y clinica.

Tanto en los estudios de perfilado como de validacién, los pacientes con cancer de pancreas se compararon con
grupos de control que incluyen enfermedades pancreaticas benignas. Para el grupo de cancer de pancreas, se
tomaron muestras de pacientes con cancer de pancreas localizado antes de la operacién en salas quirurgicas o de la
unidad de endoscopia antes de someterse a una ecografia endoscopica. Los pacientes con enfermedad pancreatica
metastasica fueron reclutados de clinicas de oncologia. Para el grupo de control, se reclutaron pacientes con
diagnostico de otras afecciones pancreaticas, entre ellas; neoplasia mucinosa papilar intraductal (IPMN), quistes,
pseudoquistes y pancreatitis cronica. Los pacientes programados para una ecografia abdominal superior (US) electiva
con un pancreas de apariencia normal en las imagenes fueron reclutados para este grupo.

Prueba de referencia

Todos los casos fueron confirmados con una prueba de referencia estandar. El cancer de pancreas se confirmé
mediante tomografia computarizada (TC) abdominal o ultrasonido endoscopico e histolégicamente mediante biopsia
por aspiracion con aguja fina. La TC o la ecografia abdominal examinaron el pancreas de los pacientes del grupo de
control.

Recoleccién de aire exhalado

La recoleccion de aire exhalado se realizé usando una metodologia previamente validada [11] que fue informada por
las investigaciones de los inventores sobre la influencia de las maniobras de respiracién y el ambiente hospitalario en
las mediciones de VOC [17,18]. Todos los pacientes estuvieron en ayunas durante un minimo de 4 horas antes de la
muestra de aliento para minimizar el riesgo de contaminacion oral o la ingesta dietética actuando como un factor de
confusion. También se analizé el aire atmosférico de las salas de recoleccion de muestras y el laboratorio para
investigar los efectos de los VOC de fondo en las muestras de aliento recolectadas. El método de muestreo de aliento
se cambio de bolsas de aluminio inertes (Bedfont Scientific Ltd., Maidstone, Reino Unido) en el estudio de perfilado
inicial al sistema de muestreo de aliento ReCIVA (Owlstone Medical Inc., Cambridge, Reino Unido) en el estudio de
validacion.

Haciendo referencia a la Figura 1, se muestra un aparato ReCIVA utilizado para el muestreo del aliento de acuerdo
con la invencién. El aparato ReCIVA es un sistema reproducible que permite recoger directamente el aliento en los
tubos de desorcién térmica, que es el sistema que se utilizara en futuros estudios multicéntricos.

El aliento se recolectd utilizando bolsas de aluminio inerte de 500 ml que se lavaron con aire sintético antes del
muestreo. Se pidié a los pacientes que realizaran una inhalacion nasal profunda seguida de una exhalacion completa
por la boca. El aire alveolar se recolect6 preferentemente sobre el aire del espacio muerto al capturar el aliento al final
de la espiraciéon. Los VOC de las bolsas de aliento se preconcentraron (véase la Figura 1) en tubos de desorcion
térmica transfiriendo 250 ml de aliento a 50 ml/s a través de los tubos con tubos de 10 mm de diametro y bombas de
aire manuales (210-1002MTX, SKC Itd., Dorset , REINO UNIDO).

Para el sistema ReCIVA, el muestreo de aliento sigue siendo completamente no invasivo e implica colocar una
mascara facial desechable alrededor de la nariz y la boca del paciente e instruirlo para que realice una respiracion
corriente normal. El sistema Capser (Owlstone Medical Inc., Cambridge, Reino Unido) ventila un suministro constante
de aire a la mascara del paciente, lo que garantiza que el paciente solo inspire aire limpio. El aparato ReCIVA utiliza
un monitor de CO; interno y sensores de presion para capturar preferentemente el aliento alveolar y transferirlo
directamente a los tubos de desorcién térmica. De manera similar a la recoleccion de bolsas, se transfirié un total de
250 ml de aliento alveolar a los tubos de desorcién térmica.
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Andlisis espectrométrico de masas

Todas las muestras de aire se analizaron dentro de las 48 horas posteriores a la recoleccion. Los datos de los estudios
de degradacion han demostrado que los volatiles permanecen estables dentro de las bolsas de aliento durante 48
horas [19]. TD-GC-MS es un método analitico utilizado para la identificacion y cuantificacion de compuestos volatiles
y semivolatiles. Los VOC que ingresan al dispositivo viajan a través de la columna de cromatografia (GC 7890B, Agilent
Technologies, Cheadale, Reino Unido), se separan segun su afinidad con la fase estacionaria y abandonan la columna
en un tiempo de retencion especifico. Luego, los VOC ingresan a un espectrémetro de masas (5977A MSD, Agilent
Technologies, Reino Unido), donde se ionizan, aceleran, desvian y detectan con base en sus relaciones masa/carga
(m/z). La combinacion de cromatografia de gases y espectrometria de masas permite una mejor identificacion de
compuestos que el uso de cualquiera de los componentes individualmente.

Se usaron tubos de desorcién térmica para concentrar los volatiles antes del andlisis GC-MS fijandolos al sorbente
Tenax que recubre el interior del tubo. Todos los tubos Tenax TA (Markes International, Reino Unido) se acondicionaron
(TC-20, Markes International, Reino Unido) a 300°C durante 1 horay 10 minutos. Los tubos se cargaron en carruseles,
se comprobaron si habia fugas en los tubos y luego se secaron durante 3 minutos para eliminar el exceso de humedad
y asegurar que los VOC no se oxidaran al calentarse. A continuacion, los tubos se sometieron a desorcién (TD-100,
Markes International, Reino Unido) a 280 °C en una trampa fria a 10 °C durante 10 minutos (flujo de nitrégeno 50
ml/min). Luego, la trampa fria se calentd rapidamente a 290 °C y se transfirieron los VOC a la columna de
cromatografia. En un intento por minimizar los VOC de fondo fijados en los tubos, el tiempo desde el acondicionamiento
de los tubos hasta la preconcentracion nunca excedié una hora.

Metodologia GC-MS

La temperatura inicial del horno se mantuvo a 40 °C durante 4 min, luego aumenté de 5 °C/min a 100 °C con una
retencion de 1 minuto, aumenté de 5 °C/min a 110 °C con una retencién de 1 minuto, aumenté 5 °C/min a 200 °C, y
finalmente aumentd 10 °C/min a 240 °C con una retencion de 4 minutos. El tiempo total de analisis de GC fue de 47
minutos. El espectrémetro de masas se hizo funcionar con el modo de ionizacion por impacto de electrones, barriendo
iones de masa 20-250 m/z a 5,9 barridos/seg. La temperatura del cuadrupolo y de la fuente de los espectrometros de
masas fue de 230°C y 150°C respectivamente. Se us6 un retraso de solvente de 3 minutos al comienzo de la ejecucion
para minimizar la interferencia del agua.

Extraccion de datos

Los cromatogramas y los datos de espectros de masas se extrajeron en un software de analisis cualitativo (Agilent
Masshunter Qualitative Analysis, Reino Unido). La identidad quimica de cada pico, con tiempos de retencion entre 3-
47 minutos, se confirmé luego con la base de datos del NIST. El tiempo de retencion y el ion m/z caracteristico de los
VOC identificados se utilizaron para cuantificar su abundancia (Agilent Masshunter Quantitative Analysis, Reino Unido)
en todos los cromatogramas. En la cuantificacion se utilizé un rango de tiempo de retencién de +0,1 minutos, lo que
garantiza que solo se cuantificaron los iones caracteristicos de un rango de 0,2 minutos.

Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando IBM SPSS 24 (IBM corp., Armonk, NY). Los valores de p
inferiores a 0,05 se consideraron significativos y todas las pruebas estadisticas fueron bilaterales. El estado de la
enfermedad del cancer y los factores de confusion se consideraron variables independientes y la abundancia de VOC
se considero la variable dependiente. Se realizé una prueba estadistica de Shapiro-Wilk.

Las diferencias significativas en la abundancia de volatiles entre los grupos con cancer y sin cancer en la cohorte de
desarrollo se evaluaron mediante pruebas estadisticas univariadas de Mann-Whitney U (ya que los datos no tenian
una distribucion normal). Los VOC que se encontraron significativos en el analisis univariante se incluyeron en el
analisis de regresion logistica para formar la base de un modelo de diagndstico para uso en la cohorte de validacion.
Los graficos de Caracteristicas Operativas del Receptor (ROC) se produjeron representando la tasa de verdaderos
positivos (sensibilidad) frente a la tasa de falsos positivos (1-especificidad). Se produjeron dos graficos ROC para
comparaciones de cancer frente a No canceroso y adenocarcinoma frente a No canceroso. El area bajo la curva (AUC)
se utilizé para evaluar el poder de prediccion del modelo y su capacidad para distinguir entre cancer y No canceroso.
Los valores de sensibilidad y especificidad se extrajeron de las coordenadas de los graficos ROC. El grupo con cancer
incluyo todos los subgrupos de cancer de pancreas, mientras que el grupo sin cancer incluyo tanto grupos de control
positivo como de pancreas normal. El grupo de adenocarcinoma consistia en subgrupos de adenocarcinoma tanto
localizado como metastasico.

También se realizdé un analisis estadistico para identificar diferencias significativas entre los grupos en edad, etnia,
sexo, enfermedad por reflujo gastroesofagico (GERD), pancreatitis, enfermedad hepatica, hepatitis, diabetes mellitus,
tabaquismo e ingesta de alcohol. Se empledé Kruskal-Wallis para los datos de edad continuos, mientras que todos los
demas datos de posibles factores de confusidbn nominales se evaluaron mediante la prueba exacta de Chi-
cuadrado/Fisher/relacién de verosimilitud dependiendo de los numeros de recuento esperados y el numero de
variables probadas. Todos los factores de confusion se probaron posteriormente frente a la abundancia de VOC con
regresion lineal.
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Resultados
Pacientes

Un total de 68 pacientes (véase Tabla 1) fueron reclutados para la cohorte de desarrollo del modelo. Los pacientes
fueron asignados a grupos con cancer (n=25) y sin cancer (n=43), incluidos adenocarcinoma localizado (n=7), tumor
neuroendocrino (NET) localizado (n=4), adenocarcinoma metastasico (n=10), NET metastasico (n=4), control positivo
(n=20) y pancreas normal (n=23).

Tabla 1 - Caracteristicas demograficas y de los pacientes de ambas cohortes. Se muestran datos de mediana y rango
intercuartil para la edad. Todos los demas datos se presentan como valores de n y porcentajes entre paréntesis. Krustal
Sallis se utilizé para la edad. Para todos los demas factores se utilizaron pruebas de Chi-cuadrado/prueba exacta de
Fisher/relaciones de verosimilitud.

", COHORTE DE DESARROLLO (BOLSAS) -/ COHORTE DE VALIDACION (RECIVA)

675
72.3)

e

MASCUL

CAUCASICO : 0.065 :24. [75%) 21(66%)

 PANCREATITIS 10 {23%)

“ DETERIORO DEL HIGADO |

14 {33%1
MALIGNIDAD
ANTERIOR

_ ULCERASESTOMACALES . | 1.f

HEPATITISVIRAL | 2(8%) ygiﬁ%} 506 1.{3%1 0f0%) 1

* DENTRO DE LA ORIENTACION. | 23 {32%}

EXCESO” . . '.4 {13%]! :

Otros 64 pacientes fueron reclutados para la cohorte de validacion. Los pacientes se dividieron nuevamente en grupos
con cancer (n = 32) y sin cancer (n = 32), e incluyeron adenocarcinoma local (n = 14), NET local (2), adenocarcinoma
metastasico (14), NET metastasico (3), control positivo (24) y pancreas normal (8). No hubo diferencias significativas
en la demografia de los pacientes ni en las comorbilidades entre los grupos de cancer y de control (véase la Tabla 1).

Analisis de VOC
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El analisis cualitativo de los cromatogramas produjo 66 VOC que fueron identificables en la base de datos del NIST.
Veintidos de estos VOC se excluyeron de un analisis posterior porque se encontré que se encontraban en altas
concentraciones en el aire de fondo o se considerd poco probable que se produjeran endégenamente. La identidad
de los 44 VOC restantes, asi como sus tiempos de retencion y la relacibn m/z caracteristica, se utilizaron
posteriormente para cuantificar la abundancia de VOC.

Las pruebas de Shapiro-Wilk revelaron que los datos de abundancia de todos los VOC no se distribuyeron
normalmente. Las pruebas U de Mann Whitney univariadas revelaron 9 VOC (Tabla 2) con abundancias
significativamente alteradas en el cancer dentro de la cohorte de desarrollo (formaldehido, metanol, pentano, alcohol
isopropilico, n-hexano, acetoina, octanal, undecanal, tetradecano).

Tabla 2 - Tabla de 11 VOC significativos. Las flechas indican la direccion del cambio para la cohorte de cancer. Las
flechas se omiten para los VOC no significativos. Valores de P producidos a partir de las pruebas U de Mann Whitney
para cancer frente a No canceroso y adenocarcinoma frente a No canceroso

VOC Cancer vs No canceroso Adenocarcinoma vs no canceroso
Bolsas |ReCIVA |valorp |Bolsas ReCIVA valor p
Formaldehido 1 1 0.004 1 1 0.022
Metanol 1 1 0.002 1 1 0.004
Pentano ! ! 0.002 ! ! 0.007
Alcohol isopropilico 1 1 0.001 1 1 0.001
n-hexano ! ! <0.001 || ! 0.001
1-butanol 0.3 ! ! 0.005
Acetoina 1 1 0.001 1 1 <0.001
Acido propanoico 0.07 l l 0.008
Octanal ! ! 0.028 ! ! 0.041
Nonanal 0.434 l l 0.016
Decanal 0.188 l l 0.038
Undecanal ! ! 0.047 0.067
Tetradecano l l 0.017 0.259

Un analisis adicional también revelé6 11 VOC (Tabla 2) con abundancias significativamente alteradas en una
comparacion de adenocarcinoma versus no cancerosa (formaldehido, metanol, pentano, alcohol isopropilico, n-
hexano, 1-butanol, acetoina, acido propanoico, octanal, nonanal, decanal).

De estos VOC significativos, se encontré que la abundancia de 4 aumenté en el cancer (formaldehido, metanol, alcohol
isopropilico, acetoina), y se encontrd que los 9 restantes se redujeron en el aliento del cancer (pentano, n-hexano, 1-
butanol, acido propanoico, octanal, nonanal, decanal, undecanal, tetradecano) (Tabla 2). Se encontré que esta
direccion de cambio era la misma para todos los VOC significativos en los datos de las cohortes de desarrollo y
validacion.

El analisis de regresion lineal (Tabla 3) revel6 que el estado de la enfermedad del cancer de pancreas era el predictor
mas fuerte para todas las abundancias significativas de VOC. No se encontr6é que los factores de confusion fueran
predictores independientes de la abundancia de ninguno de los VOC significativos.
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Anadlisis de la Caracteristica del Operador del Receptor (ROC)

Se construyeron graficos ROC (véanse las Figuras 2 y 3) para ambas cohortes utilizando solo los VOC que se
encontraron significativamente alterados en el aliento de los pacientes con cancer en la cohorte de desarrollo.

Para el estudio de desarrollo del modelo, los graficos ROC produjeron un AUC de 0,892 (CI del 95 %, 0,806-0,978)
para distinguir entre cancer y No canceroso, sensibilidad del 84 % y especificidad del 88,4 %. El AUC producido a
partir del ROC de adenocarcinoma frente a no canceroso fue de 0,943 (Cl del 95 %, 0,886-0,999) con una sensibilidad
del 88,2 % y una especificidad del 90,7 %. Para el estudio de validacion del modelo, el AUC para distinguir entre cancer
y No canceroso fue de 0,768 (Cl del 95 %, 0,65-0,885), lo que produce una sensibilidad del 78,8 % y una especificidad
del 75,0 %. EI AUC para distinguir entre adenocarcinoma y no canceroso fue de 0,851 (Cl del 95 %, 0,753-0,948) con
una sensibilidad del 85,2 % y una especificidad del 70,0 %.

Discusioén

La cuantificacion espectrométrica de masas por cromatografia de gases de VOC en el aire exhalado ha identificado
un total de 13 compuestos que se alteraron significativamente con la presencia de cancer de pancreas. Los VOC
significativos procedian de tres grupos quimicos principales, a saber, aldehidos, acidos grasos y alcoholes. Todos los
modelos ROC mostraron una buena discriminacion con AUC superiores a 0,7. La discriminacion también fue mas
fuerte en los modelos que distinguen el adenocarcinoma del No canceroso. Estos resultados sientan las bases para
un estudio multicéntrico mas grande que podria establecer ain mas el potencial de las pruebas de VOC en el aliento
como herramienta de diagndstico para el cancer de pancreas.

El grupo quimico con el mayor numero de VOC del aliento significativamente desregulados en el cancer de pancreas
fue el grupo aldehido. Actualmente, el antigeno carbohidrato 19-9 (CA19-9) es el marcador tumoral mas utilizado para
el cancer de pancreas. Sin embargo, a menudo es inespecifico y esta elevado en una serie de afecciones tanto
benignas como malignas, incluyendo pancreatitis, cirrosis, colangitis aguda y cancer colorrectal [3]. Tampoco se
expresa en el 5-10% de la poblacion caucasica debido a un genotipo Lewis a-/b [24]. En general, solo el 65 % de los
pacientes con cancer de pancreas resecable quirirgicamente tendran una CA elevadais.g [3]. Teniendo en cuenta la
fase de descubrimiento y validacién temprana de este estudio, no es recomendable hacer comparaciones firmes entre
las pruebas de VOC del aliento y CA19-9.

La fuerza del estudio radica en su novedad y disefio. El estudio proporciona el potencial para una prueba de aliento
no invasiva para diagnosticar el cancer de pancreas, una enfermedad de necesidad insatisfecha que se presenta en
una etapa tardia con poca supervivencia a largo plazo. Las ventajas del disefio del estudio incluyen la inclusiéon de un
grupo de control positivo, una prueba de referencia para cada paciente y una cohorte independiente de pacientes para
validar biomarcadores volatiles empleando un método de recoleccion de aliento diferente. El método adoptado en el
estudio de validacion se presta a investigaciones clinicas multicéntricas, ya que ReCIVA proporciona un método de
recoleccién de aliento reproducible, mientras que los tubos de desorcion térmica ofrecen un sistema de transporte
soélido que mantiene estables los compuestos volatiles durante aproximadamente 4 semanas.

El rendimiento de la prueba debe examinarse en el cancer de pancreas temprano como objetivo final de la prueba del
aliento que podria cambiar el patron del estadio del cancer en la presentacion e influir en la supervivencia de la
enfermedad. El estudio actual incluyo pacientes con enfermedad metastasica y localmente avanzada, ya que este
grupo representa la mayoria de los pacientes con cancer de pancreas en la practica clinica y no debe pasarse por alto
en el modelo de diagnéstico.

El muestreo de VOC del aliento es una prueba completamente no invasiva con una aceptabilidad muy alta por parte
de pacientes y médicos, como se observa en el estudio actual y en otros realizados por nuestro equipo [11,17,18,19].
Los inventores contemplan el uso de pruebas de aliento exhalado como una investigacion de clasificacion para
establecer el riesgo de cancer de pancreas en pacientes que presentan sintomas no especificos para guiar la
derivacion a imagenes de TC. Otro lugar de prueba es la deteccién de grupos de alto riesgo, tales como la pancreatitis
hereditaria, el cancer de pancreas familiar, la diabetes de aparicion reciente y las neoplasias mucinosas papilares
intraductales. La ubicacion final de la prueba del aliento en la via de atencion al paciente dependera de la sensibilidad
y la especificidad de la prueba en grandes ensayos clinicos multicéntricos y de su rendimiento en el estadio temprano
del cancer de pancreas y en los grupos de alto riesgo.

Conclusiones
Los volatiles del aliento tienen el claro potencial de distinguir el cancer de pancreas de los pacientes sin cancer.
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Ejemplo 2 - Cancer colorrectal

El siguiente ejemplo no forma parte de la invencion y se presenta Unicamente con fines ilustrativos.
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Cuando el cancer colorrectal (CRCa) se diagnostica en su etapa mas temprana, mas de 9 de cada 10 personas con
CRCa sobreviviran a la enfermedad durante cinco afios o mas, en comparacion con menos de 1 de cada 10 cuando
se diagnostica en la ultima etapa de la enfermedad [1]. Sin embargo, se ha demostrado que la utilizacion de los
sintomas intestinales como base diagnéstica primaria para el CRCa tiene un valor predictivo positivo muy bajo [2].
Este estudio identifico y validd un perfil Unico de compuestos organicos volatiles en el aliento asociado con la presencia
de cancer colorrectal, lo que sugiere el potencial del analisis del aliento para su inclusion en la ruta de diagndstico del
cancer colorrectal.

Los objetivos de este estudio fueron: (i) identificar cambios en la concentracién de VOC en el aliento exhalado de
pacientes con CRCa en comparacion con aquellos con otras enfermedades colorrectales o tracto gastrointestinal
inferior normal (control) de un estudio de cohorte prospectivo; (ii) validar estos hallazgos en otra cohorte prospectiva
de pacientes con sintomas o enfermedad colorrectal; y (iii) identificar los cambios en los VOC del aire exhalado
observados con la presencia de recidiva después de la reseccién quirurgica de CRCa.

Materiales y métodos

Tamarno de la muestra:

Estudio (i): investigacion diagnodstica de perfiles en 150 pacientes (50 con cancer colorrectal; 50 controles positivos
que incluyen enfermedad inflamatoria intestinal, pélipos y enfermedad diverticular y 50 controles negativos con una
endoscopia del tracto gastrointestinal inferior (LGI) normal).

Estudio (ii) - Validacion diagnostica independiente en 79 pacientes; 25 con CRCa y 54 pacientes de control, que era
una mezcla de pacientes de control positivo y negativo.

Estudio (iii) - Validacion clinica con recidiva tumoral en 40 pacientes; 19 pacientes postoperatorios sin evidencia de
recidiva y 21 pacientes con recidiva hepatica o peritoneal documentada. Todos los pacientes tenian al menos 6 meses
después de la cirugia colorrectal inicial.

Sitio: St Mary’s Hospital.

Aprobacion ética: NHS Health Research Authority (NRES Committee London - Camden and Islington) aprobacion
obtenida el 16° Julio 2014 (Referencia REC 14/L0/1136). Nimero de registro de ensayos: UKCRN18063

Criterios de inclusion: Pacientes que asisten al St Mary's Hospital para una endoscopia gastrointestinal inferior o una
cirugia por cancer colorrectal o investigacion de sintomas de LGI (estudios (i) y (ii)). Los pacientes que acudieron a la
clinica oncoldgica para el seguimiento fueron reclutados para el estudio (iii).

Criterio de exclusion: Pacientes con una infeccién activa documentada o enfermedades hepaticas.

Metodologia de muestreo de aliento: A todos los pacientes se les pidioé que firmaran un formulario de consentimiento
para ser incluidos en este estudio. Los inventores siguieron el protocolo de muestreo utilizado en estudios clinicos
previos [9] que se basd en sus investigaciones sobre la influencia de las maniobras de respiracion y el entorno
hospitalario en la medicion de VOC [14,15]. Los pacientes estuvieron en ayunas durante un minimo de cuatro horas
antes de la recoleccion de la muestra de aliento. Los pacientes descansaron en la misma area durante al menos 20
minutos antes de la muestra de aliento y todas las muestras de aliento se recuperaron antes de la endoscopia o la
cirugia. Se pidio a los pacientes que realizaran una sola inhalacién nasal profunda seguida de una exhalaciéon completa
a través de la boca en bolsas de Nalophan (Kalle UK Ltd., Witham, Reino Unido) de doble grosor (2 x 25 pm) mediante
una jeringa Luer lok de 1 ml (Terumo Europe, Lovaina). Bélgica).

Andlisis de muestra: Para cada medicion de VOC, se retiré el émbolo de la jeringa de 1 ml Luer lok y la bolsa de
Nalophan se conecté directamente mediante el cilindro de la jeringa al brazo de entrada de muestra del instrumento
SIFT-MS. Para el modo de monitorizacion de multiples iones, se analizaron los VOC selectivos del aliento durante un
total de 60s y se promediaron las concentraciones medidas durante este tiempo para cada VOC. Como se trataba de
un estudio de un solo centro, cada muestra de aliento se analiz6 en el plazo de una hora desde que se tomo la muestra
del paciente y, por lo tanto, se utilizaron bolsas de aliento de Nalophan como en investigaciones anteriores realizadas
por nuestro grupo [9]. Los estudios metodoldgicos demostraron la estabilidad de trazas de VOC hasta dos horas desde
el momento de la toma de muestras del paciente [16].

Espectrometria de masas de tubo de flujo de iones seleccionados (SIFT-MS): SIFT-MS permite la cuantificacion de
VOC en lineay en tiempo real [11,12]. El principio de SIFT-MS se basa en el andlisis espectrométrico de masas directo
mediante ionizacion quimica de los VOC en muestras de aire o vapor. lones precursores seleccionados (Hz0*, NO* y
02") se inyectan en el gas portador helio e ionizan los VOC dentro de las muestras de aliento, con la generacion de
iones de producto caracteristicos, que son detectados por el espectrometro de masas de cuadrupolo corriente abajo.
Al medir la tasa de conteo tanto de los iones precursores como de los iones caracteristicos del producto en el sistema
de deteccion corriente abajo, se logra una cuantificacion en tiempo real, dandose cuenta de la concentracion absoluta
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de trazas y compuestos volatiles en partes por billon por volumen o partes por -millones por volumen. SIFT-MS se ha
utilizado en el estudio de VOC en el aliento y la orina de pacientes con afecciones que incluyen fibrosis quistica y
cancer de vejiga [17,18]. La técnica SIFT-MS permite la deteccion y cuantificacion en tiempo real de VOC en muestras
biolégicas, tales como el aliento exhalado, sin preparacién de la muestra [19]. Los inventores han confirmado
previamente la reproducibilidad de las mediciones de VOC utilizando SIFT-MS [20].

Datos clinicos: El médico o becario de investigacion que dio su consentimiento completé un formulario médico
detallado utilizando la informacién proporcionada por el paciente, asi como las investigaciones clinicas. Estos datos
incluyeron datos demograficos de los pacientes, caracteristicas del tumor, comorbilidades, medicamentos y medidas
del estilo de vida. La endoscopia diagndstica y/o los hallazgos operatorios se registraron para cada paciente.

Criterio estandar para la comparacion: Los hallazgos de la endoscopia confirmados con el examen histologico se
usaron como el estandar de oro para la clasificacion de los pacientes en las cohortes CRCa o de control. Para los
pacientes posoperatorios, se utilizé la ultima tomografia computarizada realizada como parte del seguimiento de rutina
para identificar a aquellos pacientes con recidiva posoperatoria.

Andlisis estadistico: Los datos de salida de SIFT-MS proporcionan la concentracion medida de VOC del aliento
exhalado. Estas concentraciones luego se compararon utilizando estadisticas univariadas, prueba de Kruskal-Wallis,
entre los grupos de estudio. Los VOC que fueron significativos en las estadisticas univariadas se llevaron luego a un
modelo de regresion logistica multivariable con la variable dependiente como la presencia de CRCa. Para construir
las curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC), se utilizé el estado del cancer como variable dependiente
y la suma de las concentraciones de VOC significativos del modelo de regresién logistica multivariable se utilizaron
como variables independientes. Se utilizé un valor de p de <0,05 para asignar la significacion estadistica. Todos los
analisis estadisticos se realizaron con el software estadistico SPSS (version 22).

Validacion de plataforma cruzada con GC-MS: Para confirmar la identificacién de los VOC obtenidos en el aliento
exhalado usando SIFT-MS, los inventores realizaron una validacion de plataforma cruzada con GC-MS como técnica
de separacion estandar. El aliento exhalado se recogioé usando la misma metodologia de 20 pacientes. El contenido
de VOC de cada bolsa de aliento de Nalophan se transfirié usando una bomba de bolsillo para muestreo de aire de la
serie SKC 210-1002 (PA, EE. Llantrisant, Reino Unido) antes del analisis GC-MS. Se utilizé un GC Agilent 7890B con
MSD 5977A (Agilent Technologies, Cheshire, Reino Unido), acoplado a una unidad de desorcion térmica (TDU) Markes
TD-100. Se utilizé un programa de desorcion térmica de dos etapas a un caudal de helio constante de 50 ml/min. En
la etapa de desorcion primaria, la muestra del tubo TD se purgd en seco durante 3 min antes de calentar a 280 °C
durante 10 min. Durante la etapa de desorcion secundaria, los VOC de la trampa fria (U-T12ME-2S) se desorbieron
rapidamente de 10 °C a 290 °C a una tasa de calentamiento de 99 °C/min y se mantuvieron durante 4 min para
transferir completamente los VOC al GC. La ruta de flujo desde la TDU hasta el GC se calent6 constantemente a 140
°C.

La separacién de VOC se realizé en una columna capilar ZB-624 (60 m x 0,25 mm DI x 1,40 um dr; Phenomenex Inc,
Torrance, EE. UU.) programado a 1,0 ml/min de portador de helio. El perfil de temperatura del horno se fijo a 40 °C
inicialmente durante 4 min, rampa a 100 °C (5 °C/min con 1 min de retencién), rampa a cero °C (5 °C/min con 1 min
de retencién), rampa a 200 °C (5 °C/min con 1 min de retencion), rampa final a 240 °C a 10 °C/min con 4 min de
retencion. La linea de transferencia de MS se mantuvo a 240 °C mientras que la fuente de El se fijo en 70 eV y 230
°C. El analizador de MS se configurd para adquirir en el rango de 20-250 m/z con una adquisicion de datos aproximada
a 6 barridos/seg. Los datos de GC-MS se procesaron con el software MassHunter version B.07 SP1 (Agilent
Technologies), mientras que los datos de MS del componente VOC separado se comparan con la biblioteca espectral
de masas NIST (National Institute of Standards and Technology, versién 2.0) para su identificacion.

Resultados
Estudio (i) - perfilado de investigacion diagndstica

150 pacientes (50 pacientes con cancer colorrectal, 50 pacientes con otras afecciones del tracto gastrointestinal inferior
(controles positivos) y 50 pacientes con un tracto gastrointestinal inferior normal (controles negativos)). De los
pacientes de control positivo, 15 (30 %) tenian enfermedad inflamatoria intestinal, 21 (42 %) tenian podlipos en el tracto
gastrointestinal inferior y 14 (28 %) tenian enfermedad diverticular. Todos los pacientes con enfermedad diverticular y
enfermedad inflamatoria intestinal no tenian diverticulitis o colitis activa en el momento de la muestra de aliento.

El analisis comparativo de las comorbilidades médicas de los pacientes no reveld diferencias significativas entre los
grupos, con la excepcion de un aumento en la proporcion de pacientes de 70 afios o mas en el grupo CRCa (véase
Tabla 1a).
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Tabla 1a: Comparacion de las comorbilidades médicas de los pacientes

Comorbilidad Todos los (Control negativo |Control positivo | CRCa valor p
pacientes  |(n=50) (%) (n=50) (%) (n=50) (%)
(n=150) (%)

Edad 270* 36 (26) 5(10) 9 (20) 22 (28) <0.001

Género masculino 79 (53) 22(44) 25 (54) 30 (60) 0.27

Etnicidad:

Blanco 97 (65) 29 (58) 35 (70) 33 (66) 0.23

Negro 9 (6) 2 (4) 2 (4) 5 (10)

Asidtico 20 (13) 7 (14) 8 (16) 5(10)

Arabe 11(7) 7 (14) 2 (4) 2 (4)

Cancer anterior* 17 (12) 5 (10) 10 (20) 2 (4) 0.07

Diabetes 15 (10) 5(10) 3 (6) 7 (14) 0.33

Enfermedad renal* 5(3) 2 (4) 1(2) 2 (4) 0.81

EPOC* 14 (10) 4 (8) 5(10) 5(11) 0.89

IHD* 13(9) 4 8) 2 4) 7 (15) 0.17

Enfermedad del higado* 5 (4) 1(2) 4(8) 0 (0) 0.07

Hipertension* 37 (26) 9 (18) 15 (32) 13 (28) 0.29

Asma* 14 (10) 6 (12) 5(10) 3(7) 0,63

Cirugia previa* 57 (41) 18 (37) 23 (48) 16 (37) 0.46

Historial de tabaquismo™:

Ex 25 (17) 7 (14) 8 (16) 10 (20) 0.57

Actual 25 (17) 11 (22) 9 (18) 5 (10)

Historial alcohdlico*:

Ex 17 (12) 3(6) 7 (15) 7 (15) 0,63

Actual 71 (50) 25 (51) 23 (48) 23 (50)

Uso de preparacion intestinal. | 112 (75) 46 (92) 36 (72) 30 (60) 0.01

*7 pacientes con datos faltantes

También hubo una mayor proporcion de pacientes que recibieron preparacion intestinal en los grupos de control (Tabla
1a). El analisis comparativo de los sintomas de presentacién que estimularon la derivacién para una endoscopia
gastrointestinal inferior no mostré diferencias significativas entre los grupos, con la excepcion de una mayor proporcion
de pacientes con anemia en el grupo CRCa (véase la Tabla 1b).

Tabla 1b: Comparacion de los sintomas de presentacion

Sintoma Todos los pacientes | Control negativo |Control positivo |CRCa valor
(n=150) (%) (n=50) (%) (n=50) (%) (n=50) (%) |p
PR sangrado 76 (51) 30 (60) 23 (46) 23 (46) 0.27
Cambio en el habito intestinal 33 (22) 12 (24) 12 (24) 9 (18) 0.71
Tenesmo* 3(2) 1(2) 1(2) 1(2) 0.99
Moco* 2(1) 0 (0) 2 (4) 0 (0) 0.14
Dolor abdo * 21 (15) 7 (14) 8 (17) 6 (13) 0.88
Hinchazon* 8 (6) 3 (6) 3 (6) 2(4) 0.91
Apetito * 2(1) 1(2) 0 (0) 1(2) 0,60
Pérdida de peso* 23 (16) 6 (12) 6 (13) 11 (24) 0.21
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Sintoma Todos los pacientes | Control negativo |Control positivo |CRCa valor
(n=150) (%) (n=50) (%) (n=50) (%) (n=50) (%) |p
Anemia* 15 (10) Z(4) 4 (8) 9 (20) 0.04

*7 pacientes con datos faltantes

El analisis comparativo de la utilizacion de medicacion entre los grupos mostré un aumento en el uso del inhibidor de
la bomba de protones y clopidogrel dentro del grupo CRCa (véase Tabla 1c¢).

Tabla 1c: Comparacion de la utilizacion de medicamentos

Medicamento Todos los |Control Control CRCa(n=50) |Valor p
pacientes (n=150) negativo (n=50) |positivo (n=50) |(%)
(%) (%) (%)
PPI* 34 (24) 12 (24) 5(10) 17 (37) 0.01
Estatina 25 (17) 4 (8) 10 (20) 11 (22) 0.13
Betabloqueante* 16 (11) 4 (8) 4 (8) 8 (16) 0.33
Inhibidor de la ACE* 14 (10) 3(6) 5(10) 6 (13) 0.52
Amlodipina* 14 (10) 3(6) 5(10) 6 (13) 0.52
Aspirina* 13 (9) 5(10) 2 (4) 6 (13) 0.31
Clopidogrel* 3() 0(0) 0(0) 3() 0.04
Metformina* 14 (10) 4 (8) 4 (8) 6 (13) 0,67
Furosemida* 4 (3) 0 (0) 2 (4) 2 (4) 0.34

*7 pacientes con datos faltantes

De los 50 pacientes con CRCa, el 52 % eran tumores de recto, el 66 % tumores moderadamente diferenciados, el 48
% T3 y el 52 % sin tumores, y el 34 % de los pacientes recibieron terapia neoadyuvante en el preoperatorio (véase

Tabla 2).

Tabla 2: Caracteristicas tumorales de los pacientes con cancer colorrectal incluidas

Demogréfico

Ubicacion del tumor:

Recto

Colon descendente/sigmoide
Colon ciego/ascendente/transverso
Sincronico (izquierda y derecha)
Diferenciacion tumoral:

Bien

Moderado

Pobre

Margen R1/2

19

Numero de paciente (%)

26 (52)
9 (18)
13 (26)
2(4)

1)
33 (66)
8 (16)
4 (8)
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Demogréfico Numero de paciente (%)
Ubicacion del tumor:

Etapa patologica

TO 2 (4)
T1 3(6)
T2 6 (12)
T3 24 (48)
T4 8 (16)
Etapa patologica

NO 26 (52)
N1 12 (24)
N2 5(10)
Duques

A 9 (18)
B 15 (30)
C 18 (36)
D 1(2)
Ganglios linfaticos recolectados 21 (13- 30)
Ganglios linfaticos positivos 0 (0-1)
Quimioterapia neoadyuvante/CRx 17 (34)

Se encontré que siete compuestos eran significativamente diferentes entre los grupos de cancer y de control, de los
cuales solo el propanal (NO+) se asocio significativamente con el cancer colorrectal en el analisis multivariante (véase
Tabla 3).

Tabla 3: Analisis SIFT-MS de la respiracion exhalada de pacientes colorrectales

VOC Todos los | Control negativo | Control positivo |CRCa (n=50) |valor p
pacientes (n=150) | (n=50) (%) (n=50) (%) (%)
(%)
Amoniaco (H30) (42195 (31605 - (41374 (29980 - |37392 (24479 - 46588 0.01
51431) 50173) 48556) (36371-
61320)
Etanol (H30) 145 (84-257) 165 (111 -297) |71 (41-151) 182 (121- |1<0.001
376)
Acroleina (H30) |9 (5-17) 7 (4-12) 7(2-13) 13 (7-20) 0.02
Propanol (H30) |48 (32 -86) 42 (27 - 69) 50 (38 - 96) 56 (38 - 102) 0.02
Butanol (H30) |20 (11- 33) 16 (10 - 24) 20 (12 - 30) 26 (38-103) |0.04
Propanal (NO)** |25 (15 - 39) 18 (11-21) 21 (14 - 26) 31 (25-45) <0.001

Disulfuro de [160 (124 - 256) 150 (123 - 215) |152 (114-248) |192 (144- 10.02
carbono (02) 273)

= solo VOC significativo en analisis multivariado
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Investigaciones anteriores han demostrado una cuantificacion fiable del aldehido propanal mediante SIFT-MS debido
a que se produce una reaccion de transferencia de hidruro especifica entre el aldehido saturado y el reactivo de NO+
[18]. Paralelamente al analisis SIFT-MS, el analisis de plataforma cruzada por GC-MS revela que el pico de propanal
se observo claramente en el cromatograma de gases en el tiempo de retenciéon (RT) de 8,92 min entre las muestras
de aliento con cancer. La columna capilar ZB-624 seleccionada ha proporcionado una eficiencia de resolucion
suficiente para separar el propanal del pico abundante de acetona (RT de 9,11 min), aunque ambos poseen el ion de
fragmento comun de 58 m/z. Los inventores han mostrado una gran similitud de los detalles espectrales de masas
desconvolucionados del pico de propanal (iones caracteristicos de 29 m/z, 39 m/z y 58 m/z) con la coincidencia de la
biblioteca NIST.

La Tabla 4 muestra un rango de VOC que se probaron como biomarcadores y, de nuevo, se demostré que el propanal
esta significativamente asociado con el cancer colorrectal en un analisis multivariado.

Tabla 4: Analisis SIFT-MS de la respiracion exhalada de pacientes colorrectales

VOC Férmulas ién precursor Producciones en masa/carga
Acetona C3HeO NO+ 88
Acido acético CoH40? NO+ 90, 108
isopreno CsHs NO+ 68
Propanal*® C2HsCHO NO+ 57
Butanal CsH;CHO NO+ 71
Pentanal C4HoCHO NO+ 85
hexanal CsH11CHO NO+ 99
heptanal CsH13CHO NO+ 113
Octanal CsH1sCHO NO+ 127

no anal CgH17CHO NO+ 141
decanal CoH19CHO NO+ 155
metanol CH4O H30+ 33, 51
Propanol*® C3HsO H30+ 43
butanol C4H100 H30+ 57
pentanol CsH120 H30+ 71

acido pentanoico CsH1002 H30+ 103
acido hexanoico CeH1202 H30+ 117,135
sulfuro de hidrégeno H.S H30+ 35
cianuro de hidrégeno HCN H30+ 28
acetaldehido C2H4O H30+ 45, 81
Formaldehido H,CO H30+ 31

Fenol CeHsO NO+ 94, 112
metilfenol C7HsO 02+ 108, 126
Etil fenol CsH100 NO+ 122, 140
Amoniaco NH3 02+ 17, 35

*VOC significativamente asociado con el cancer colorrectal en el analisis multivariante.

El propanal (NO+) se desempefid bien como biomarcador de una sola respiracion para el cancer colorrectal en
comparacion con controles negativos (area bajo la curva ROC = 0,90 + 0,03 (véase Figura 1a)) y controles positivos
(area bajo la curva ROC = 0,83 + 0,04 (véase Figura 1b)). Al distinguir CRCa de los controles negativos, el propanal
como un biomarcador de aliento Unico basado en un umbral de 28 ppbyv, tuvo una sensibilidad del 96 % y una
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especificidad del 76 %. El propanal en un umbral de 28 ppbv también pudo distinguir el CRCa de los pacientes de
control positivo con una sensibilidad del 90 % y una especificidad del 66 %.

Para garantizar que la concentracion elevada de propanal observada en el CRCa no fuera el resultado de un factor de
confusion que diferia entre los grupos, se realizé un analisis de regresion lineal multivariable y se demostr6é que la
presencia de CRCa era el unico factor significativamente asociado con niveles elevados de propanal.

Estudio (ii) - validacién de diagndstico independiente

En total se estudiaron 79 pacientes, 25 con CRCa y 54 pacientes control. De los 54 pacientes de control, 31 (57,4 %)
tenian un tracto gastrointestinal inferior normal en la endoscopia, 12 (22 %) tenian pdlipos, 7 (13 %) tenian enfermedad
diverticular y 4 (7 %) tenian enfermedad inflamatoria intestinal. El analisis comparativo de las comorbilidades médicas
de los pacientes, el uso de medicamentos y los sintomas de presentacion no revelo diferencias significativas entre los
grupos, con la excepcion de un aumento en la proporcion de pacientes de 70 afilos 0 mas y una mayor presentacion
con anemia en el grupo de cancer colorrectal.

El propanal se elevo significativamente en el grupo de CRCa en comparacion con el grupo de control (mediana de 30
frente a 19 ppbv; P <0,01). El propanal (NO+) se desempefio bien como biomarcador de respiracion unica para CRCa
en comparacion con pacientes de control con un area bajo la curva ROC de 0,79 + 0,06 (Figura 2). Nuevamente, al
usar un umbral de 28 ppbv, esto le dio al propanal una sensibilidad del 83,3 % y una especificidad del 84,7 % para el
diagnostico de CRCa.

Estudio (iii) - validacion clinica con recidiva tumoral

En total se estudiaron 40 pacientes, 19 pacientes postoperatorios sin evidencia de recidiva y 21 pacientes con recidiva
documentada. De los pacientes con recidiva, 5 pacientes tuvieron recidiva hepatica aislada y 16 pacientes tuvieron
recidiva peritoneal sola o recidiva hepatica y peritoneal simultaneamente. El analisis comparativo de las comorbilidades
médicas de los pacientes y el uso de medicamentos no revelé diferencias significativas entre los grupos.

La concentracion de propanal fue significativamente elevada en pacientes con recidiva de CRCa en comparacién con
el grupo sin recidiva (mediana de 38 vs. 19 ppbv; P <0,01). Se empled propanal (NO+) como biomarcador de aliento
unico para identificar pacientes postoperatorios con recidiva de CRCa con un area bajo la curva ROC de 0,81 + 0,07
(Figura 3). Usando un umbral de 28 ppbyv, esto le dio al propanal una sensibilidad del 71,4 % y una especificidad del
90,9 % en la identificacion de pacientes con recidiva después de la cirugia. La Figura 4 muestra los cambios en la
concentracion de propanal en los cuatro estados de enfermedad.

En los tres estudios, todos los pacientes invitados a participar en el estudio aceptaron la invitacion y participaron en el
estudio, lo que da una tasa de aceptabilidad del 100 %.

Discusioén

Los resultados de este estudio sugieren que el propanal tiene el potencial de ser un biomarcador de aliento unico para
el diagnoéstico de CRCa. Propanal parecio distinguir con una buena precisién diagnoéstica a los pacientes con CRCa
de los pacientes con otras enfermedades colorrectales y sujetos con un tracto gastrointestinal inferior
endoscopicamente normal. Esos hallazgos han sido validados en un estudio de diagnodstico independiente y en
pacientes con recidiva del cancer colorrectal. La elevacion de la concentraciéon de propanal no estuvo influenciada por
factores del paciente, como se muestra en el analisis multivariado. El propanal no era un componente del modelo de
aliento VOC previamente generado y validado para el cancer eséfago-gastrico [9], lo que sugiere que los canceres del
tracto gastrointestinal superior € inferior tienen perfiles de aliento distintos que no se superponen que pueden permitir
un analisis especifico del cancer en la practica clinica futura.

Un estudio previo realizado por Altomare et al utilizando GC-MS identificdé 15 VOC del aire exhalado que diferian
significativamente entre los pacientes con CRCa y los de control [10]. De estos nonanal y decanal fueron los unicos
aldehidos detectados. Altomare et al intentaron validar sus hallazgos en una cohorte prospectiva de pacientes, sin
embargo, el modelo inicial que se desarrollo en 78 pacientes se validd solo en 25 pacientes. La metodologia empleada
por Altomare et al utilizé un analisis de aldehidos sin subdividir en GC-MS, lo que permite la medicién de aldehidos de
cadena larga, tales como nonanal y decanal, pero no de aldehidos mas cortos, tales como propanal, que se pierden
porque son mas volatiles. Este puede ser un factor importante en la diferencia en los resultados observados entre
nuestra investigacion y el estudio de Altomare [10]. Ademas, un estudio reciente de Amal et al, que utiliz6 GC-MS de
manera similar, no identifico aldehidos en el aliento exhalado que difirieran entre los grupos CRCa y de control [21].
Las diferentes técnicas de espectrometria de masas pueden explicar las diferencias entre los estudios. Una
combinacion de aldehidos de cadena corta y larga como base para el modelo de diagnéstico en CRCa necesita mas
investigacion.

Propanal (CH3CH,CHO) es un aldehido saturado de 3 carbonos y es un isémero estructural de la acetona. La
validacién de plataforma cruzada mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas confirmo la identidad
de propanal. La explicacion mas plausible de la elevacion de la concentracion de propanal es el trastorno del
metabolismo de los aldehidos en el cancer colorrectal [22]. Especificamente, se ha demostrado que la expresion de
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aldehido deshidrogenasa-1 esta desregulada en el cancer colorrectal y afecta de manera independiente la
supervivencia a largo plazo, junto con la respuesta a la quimioterapia neoadyuvante [23,24]. Otro factor que contribuye
a la elevacion del propanal son los cambios en la microbiota intestinal y la compleja interaccion entre el microbioma y
la respuesta inmunitaria adaptativa en el desarrollo del cancer [25,26].

Como investigacion inicial hacia el desarrollo de una prueba de aliento para el cancer colorrectal, las ventajas de estos
estudios incluyen: (i) el descubrimiento de un Unico biomarcador volatil, (ii) el establecimiento de un umbral de prueba
para el diagnéstico utilizando una técnica de espectrometria de masas cuantitativa que no requiere preparacion de
muestras; (iii) la realizacion de una validacion independiente en dos cohortes prospectivas de pacientes con CRCa 'y
con recidiva tumoral después de la reseccion y (iv) todos los pacientes tenian endoscopia digestiva baja como criterio
estandar de comparacion. Utilizando un umbral de 28 ppbyv, fue posible distinguir el cancer de los grupos de control
con una precision de diagnéstico que oscilaba entre el 79 % y el 90 %, y es comparable con las pruebas
inmunoquimicas y de sangre oculta en heces que se utilizan actualmente en la practica clinica [3-6]. Los estudios
previos sobre el aliento se han basado en gran medida en la combinacién de cambios en varios VOC para generar un
modelo de prediccion de riesgos [9,10,21]. Solo unos pocos estudios han demostrado la asociacién de un solo
biomarcador VOC con un estado de enfermedad; cianuro de hidrégeno en la infeccidon por pseudomonas aeruginosa
y pentano en la enfermedad inflamatoria intestinal [27,28]. Por otro lado, las investigaciones de los inventores tienen
las limitaciones de un estudio de un solo centro tanto en aspectos clinicos como analiticos. Actualmente se esta
planificando un estudio multicéntrico mas grande que tiene la potencia para proporcionar una respuesta definitiva
sobre la precision de la prueba. La realizacion de la prueba de aliento requiere investigaciones en etapas tempranas
de CRCa. Aunque los inventores han demostrado la repetibilidad de las mediciones experimentales durante un periodo
de tiempo corto [20], se debe examinar cuidadosamente la reproducibilidad de los resultados utilizando instrumentos
de espectrometria de masas en diferentes laboratorios o con los mismos instrumentos en un laboratorio central durante
un periodo de tiempo prolongado. antes de la aceptacion clinica de cualquier prueba de aliento propuesta. Ademas,
el mecanismo de produccion de propanal y la desregulacion de aldehido sigue siendo un area importante para el
trabajo futuro que puede mejorar la comprension de los factores de confusién y mejorar las medidas de control en la
administracion de la prueba.

El descubrimiento descrito en este documento y los experimentos de validacion se realizaron en pacientes
colorrectales sintomaticos con cancer colorrectal, enfermedad benigna o colon endoscépicamente normal. Al planificar
un estudio definitivo de precisién diagnéstica, es importante estudiar la ubicacion propuesta de una prueba de aliento
exhalado para el cancer colorrectal. Los inventores contemplan el uso de dicha prueba como una investigacion de
clasificacién para indicar a los pacientes que se sometan a una endoscopia. Si la prueba tiene una sensibilidad y
especificidad aceptables y la aceptabilidad del paciente, puede resultar rentable y mejorar la via de diagndstico en
pacientes con sintomas colorrectales; un impacto que requiere varios estudios para investigar, pero una visiéon
importante para delinear en una etapa temprana.

Conclusiones

Este estudio sugiere la asociacion de un biomarcador de aliento Unico (propanal) con la presencia primaria y recidiva
de CRCa. Se requieren estudios adicionales de validacion multicéntricos para validar estos hallazgos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar a un sujeto que padece cancer de pancreas, o una predisposicién al mismo, o para
proporcionar un pronéstico de la condicién del sujeto, comprendiendo el método analizar la concentracion de un
compuesto caracteristico en una muestra corporal de un sujeto de prueba y comparar esta concentracion con una
referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en un individuo que no padece cancer de pancreas, en
el que un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C1 o Cs en la muestra
corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el sujeto padece cancer de pancreas, o
tiene una predisposicion al mismo, o proporciona un pronéstico negativo de la condicién del sujeto.

2. Un método para determinar la eficacia de tratar a un sujeto que padece cancer de pancreas con un agente
terapéutico o una dieta especializada, comprendiendo el método analizar la concentracion de un compuesto
caracteristico en una muestra corporal de un sujeto de prueba y comparar esta concentracion con una referencia para
la concentracion del compuesto caracteristico en un individuo que no padece cancer de pancreas, en el que una
disminucién en la concentracién del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C1 o Cs en la muestra
corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el régimen de tratamiento con el agente
terapéutico o la dieta especializada es eficaz, o en el que un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico
seleccionado de un aldehido C1 0 C3z en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia,
sugiere que el régimen de tratamiento con el agente terapéutico o la dieta especializada es ineficaz.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que (i) un aumento en la concentracion de un compuesto
caracteristico adicional seleccionado de un alcohol C4-C3 y alcano C2-C1o en el que un primer atomo de carbono del
alcano C,-C1g se sustituye con un grupo =O y un segundo atomo de carbono se sustituye con un grupo -OH, en la
muestra corporal del sujeto de prueba, o (ii) una disminuciéon en la concentracion de un compuesto caracteristico
adicional seleccionado de un alcano C1-Cy, alcohol C4-Cio, acido carboxilico C1-Cs y aldehido C4-Cao, €n la muestra
corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el sujeto padece cancer de pancreas, o
tiene una predisposicion al mismo, o proporciona un pronéstico negativo de la condicién del sujeto.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que (i) una disminucion en la concentracion de un compuesto
caracteristico adicional seleccionado de un alcohol C4-C3 y alcano C2-C1o en el que un primer atomo de carbono del
alcano C,-Cqo se sustituye con un grupo =O y un segundo atomo de carbono se sustituye con un grupo -OH, en la
muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, o (ii) un aumento en la concentraciéon de un
compuesto caracteristico adicional seleccionado de un alcano C4-Cy, alcohol C4-Cqo, acido carboxilico C1-Cg y
aldehido C4-Ca0, en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, sugiere que el régimen
de tratamiento con el agente terapéutico o la dieta especializada es eficaz, o en el que (i) un aumento en la
concentracion de un compuesto caracteristico adicional seleccionado de un alcohol C4-C3 y alcano C,-C1o en el que
un primer atomo de carbono del alcano C»-C1o se sustituye con un grupo =0 y un segundo atomo de carbono se
sustituye con un grupo -OH, en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, o (ii) una
disminucién en la concentracion de un compuesto caracteristico adicional seleccionado de un alcano C1-Cy, alcohol
C4-C1o, acido carboxilico C1-Cs y aldehido C4-Cyo, en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la
referencia, sugiere que el régimen de tratamiento con el agente terapéutico o la dieta especializada es ineficaz.

5. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el compuesto caracteristico es un
aldehido C;.

6. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, en el que cuando el compuesto caracteristico
adicional es un alcohol C+-Cs, el compuesto es un alcohol C4 o un alcohol Cs.

7. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, en el que cuando el compuesto caracteristico
adicional es un alcano C,-C1o en el que un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo =O y un segundo
atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH, el atomo de carbono sustituido con el grupo =O no es un atomo
de carbono terminal, o en el que cuando el compuesto distintivo adicional es un alcano C>-C+o en el que un primer
atomo de carbono esta sustituido con el grupo =0 y un segundo atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH,
el compuesto es un alcano C3-Cg 0 un alcano C4 en el que un primer atomo de carbono esta sustituido con el grupo
=0 y un segundo atomo de carbono esta sustituido con un grupo -OH.

8. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, en el que cuando el compuesto caracteristico
es un alcano C4-Cy, el compuesto es un alcano C3-C1s 0 un alcohol Cs-C14, 0 en el que cuando el compuesto
caracteristico adicional es un alcano C4-Cxo, €l compuesto es un alcohol Cs, alcohol Cg 0 un alcohol Cya.

9. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, en el que cuando el compuesto caracteristico
adicional es un alcohol C4-C1g, , €l compuesto es un alcohol C4-C7 o un alcohol C4, 0 en el que cuando el compuesto
caracteristico adicional es un acido carboxilico C1-Cs, €l compuesto es un acido carboxilico C,-C4 0 un acido carboxilico
Cs.

10. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 0 4, en el que cuando el compuesto caracteristico
adicional es un aldehido C4-Cy, €l compuesto es un aldehido Cs-C15s o aldehido C7-C43, 0 en el que cuando el
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compuesto caracteristico adicional es un aldehido C4-Czo, €l compuesto es un aldehido Cg, 0 un aldehido Cy, 0 un
aldehido C1o, 0 un aldehido C+1.

11 Uso de un aparato para diagnosticar a un sujeto que padece cancer de pancreas, o una predisposicion al mismo,
0 para proporcionar un prondstico del estado del sujeto, comprendiendo el aparato:

(i) medios para determinar la concentracion de un compuesto caracteristico en una muestra de un sujeto de prueba;
y

(i) una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en una muestra de un individuo que no padece
cancer de pancreas,

en el que el aparato se utiliza para identificar: un aumento en la concentracion del compuesto caracteristico
seleccionado de un aldehido C1 0 C3z en la muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia,
lo que sugiere que el sujeto padece cancer de pancreas, o tiene una predisposicion al mismo, o proporciona un
prondstico negativo de la condicion del sujeto.

12. Uso de un aparato para determinar la eficacia del tratamiento de un sujeto que padece cancer de pancreas con un
agente terapéutico o una dieta especializada, comprendiendo el aparato:

(a) medios para determinar la concentracién de un compuesto caracteristico en una muestra de un sujeto de prueba;
y

(b) una referencia para la concentracion del compuesto caracteristico en una muestra de un individuo que no padece
cancer de pancreas,

en el que el aparato se utiliza para identificar:

(i) una disminucion en la concentracion del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C1 o C3z en la
muestra corporal del sujeto de prueba, en comparacién con la referencia, lo que sugiere que el régimen de tratamiento
con el agente terapéutico o la dieta especializada es eficaz; o

(ii) un aumento en la concentraciéon del compuesto caracteristico seleccionado de un aldehido C1 0 C3 en la muestra
corporal del sujeto de prueba, en comparacion con la referencia, lo que sugiere que el régimen de tratamiento con el
agente terapéutico o la dieta especializada es ineficaz.

13. Uso de un aparato de acuerdo con la reivindicacién 11 o la reivindicacion 12, en el que se determina la
concentracion de un compuesto caracteristico adicional, en el que el compuesto caracteristico adicional es como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 6-10.

14. Uso in vitro de un compuesto caracteristico seleccionado del grupo que consiste en un aldehido C1 o C3 como
biomarcador para diagnosticar un sujeto que padece cancer de pancreas, 0 una predisposicién al mismo, o para
proporcionar un pronéstico del estado del sujeto.

15. Uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que se utiliza un compuesto distintivo adicional, en el que el
compuesto distintivo adicional es como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6-10.
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Fiqura 2A

Cancer vs. No cancerosos

Curva ROC
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Figura 2B

Todos los adenocarcinomas vs. No cancerosos
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Figura 3A

Cancer vs. No cancerosos
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Figura 3B

Todos los adenocarcinomas vs. No cancerosos

Curva ROC
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Figura 4
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Figura §
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Figura 6
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Figura 7
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