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Resumen

En el presente estudio se describe un andlisis general de los distintos mecanismos vy
procedimientos aplicados al andlisis del aliento para diagnostico precoz de diferentes
enfermedades.

En gran parte de estos métodos se da a conocer que la mayoria del contenido del aliento
exhalado esta formado por una gran variedad de compuestos (por ejemplo: nitrégeno, oxigeno,
de dioxido de carbono, agua, gases inertes, entre otros). Las fuentes de estos volatiles son los
componentes atmosféricos que se originan a partir de muchos disolventes y productos a base
de petréleo, y otros compuestos organicos volatiles que se generan como resultado de los
procesos bioguimicos del cuerpo.

En la mayoria de los estudios encontrados describen los diferentes sistemas de muestreo y
dispositivos de medicién, de los cuales en este estudio se referencian los que son aplicados a
enfermedades terminales (por ejemplo, el cancer).

Palabras clave: Sistemas de muestreo, aliento exhalado, enfermedades, compuestos volatiles,
técnicas de analisis.

Mechanisms and procedures applied to breath analysis for
diagnostic various diseases using multisensorials methods

Abstract

In the present study an overview of the various mechanisms and applied techniques to the
analysis of encouragement for early diagnosis of different diseases is described.

In many of the procedures is disclosed that most of the content of exhaled breath is nitrogen,
oxygen, carbon dioxide, water and inert gases. These sources are atmospheric volatile
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components originating from many solvents and petroleum-based products, anfgd volatile
organic compounds that are generated as a result of biochemical body processes. The classes
of volatile organic compounds, which can be measured in exhaled breath, are coupled with
oxygen, sulfur, and unsaturated and saturated hydrocarbon compounds containing nitrogen.
However, those tests are not ideal because they are expensive, require expertise, and they need
to collect and transport the contents of encouragement to devices.
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Introduccion

En recientes estudios el analisis de la
respiracion a través del aliento se ha
propuesto como un método
complementario, conveniente y seguro
en comparacion con las técnicas de
diagnéstico tradicionales!. Es mas, ha
sido demostrado cientificamente que los
perros pueden oler el cancer de pulmon,
esto debido a que ante la presencia de
diferentes grados de tumoracion, ellas
van acompafada por cambios genéticos
y/o proteinicos que conducen a un efecto
de per oxidacion de las membranas
celulares conllevando a la emision de
compuestos organicos volatiles. Los
biomarcadores  derivados de la
respiracion pueden proporcionar mas
seguridad, mayor sensibilidad vy
especificidad de los estudios
tradicionales, arriesgandonos a decir
gue se podria catalogar como un método
novedoso de diagndéstico no invasivo,
siendo una alternativa de gran interés
para la deteccibn temprana de las
enfermedades. Haciendo un repaso al
estado del arte actual relacionado con la
problemética mencionada
anteriormente, se encuentra que han
habido avances muy interesantes en el
desarrollo de métodos para la detecciéon
de enfermedades a través del analisis de
aliento, principalmente para
enfermedades respiratorias como son el
cancer del pulmén, asma, EPOC, entre
otras®34, donde se encuentran
diferencias estadisticamente
significativas al comparar los patrones
de componentes organicos volatiles
(COVs) de personas con o sin las
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enfermedades mencionadas, y mas
all4d, de diferentes grados de la
enfermedad (pacientes graves,
pacientes moderados).

Peng G, et al’, presentan también
resultados relacionados con otro tipo de
enfermedades como son las de cancer
de préstata, cancer colon-rectal, de
mama, de cabeza y garganta,
esclerosis multiple, entre otros, usando
arreglos simples de nanosensores.
Obteniendo resultados interesantes no
solo para diferenciar entre pacientes
saludables y pacientes con cancer sino
distinguir entre patrones de aliento de
diferentes tipos de cancer con el mismo
analisis estadistico.Dichos
investigadores han desarrollado a tal
respecto un sistema basado en una
agrupacion de sensores ("MNA-NOSE) -
gque se valen de nanoparticulas
metalicas y/o nanotubos de carbono
funcionalizados con moléculas
organicas con propiedades
hidrofébicas(para contrarrestar el gran
contenido de agua en el aliento) para
detectar vy analizar pequefias
concentraciones de particulas
organicas volatiles que se desprenden
de las células y son regularmente
emitidas al respirar, con
concentraciones por debajo de una
millonésima parte, es decir, los
nanosensores experimentan cambios
al ser expuestos a los COVs del aire
respirado que se traducen en patrones.
Estos patrones de COVs pueden ser
usados como biomarcadores no
invasivos de varios procesos
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bioguimicos que se dan en las
enfermedades.Por otro lado®, presentan
un método novedoso basado en testeo
del aliento alveolar exhalado para
identificar cancer de mama precoz en
condiciones benignas, malighas y en
estado saludable, tomando como
referencia 36 voluntarios usando una
nariz electronica a nano escala
analizando dicha informacion con
técnicas de analisis de componentes
principales, ANOVA y maquinas de
soporte vectorial’, igualmente usaron
muestras de aliento exhalado para
diagnosticar cancer de garganta
empleando muestras de 87 voluntarios
basandose en cinco sensores de nano
particulas de oro, tendiendo Ia
particularidad en este estudio, de realizar
en paralelo un analisis de la composicion
guimica de las muestras a través de
cromatografia de gases en conjunto con
espectrometria de masas, usando 40
muestras recopiladas, destacandose
seis compuestos quimicos que hacen la
diferencia entre pacientes sanos y con
cancer de garganta. En los ultimos afios
se ha direccionado estos estudios para
explorar el uso del aliento exhalado en la
deteccion temprana de enfermedades
gastricas®, en particular, el céancer
gastrico en diferentes estados, por ello®,
presentan resultados que permiten
distinguir entre cancer gastrico con
respecto a condiciones gastricas
benignas usando sensores basados en
nanomateriales, tomando como
referencia muestras de 130 pacientes
provenientes de hospitales de china y
letonia con diferentes condiciones

=
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otras condiciones menos severas), en
este trabajo se emplearon modelos
predictores como son el analisis de
factor discriminante (DFA), para
construir los clasificadores. Igualmente
se realizaron analisis quimicos usando
cromatografia de gases, generadndose
resultados interesantes a la hora de
clasificar pacientes con cancer con
respecto a otras  condiciones,
diferenciacion entre grados de la
enfermedad (temprana y tardia) y
finalmente ante la presencia del H
pylori. El grupo de investigadores
también realizaron un estudio sobre los
biomarcadores volétiles en el aliento de
dos poblaciones con elevada incidencia
de problemas gastricos, pero con
rasgos genéticos y nutricionales
completamente distintos (China vy
Letonia). Encontrandose que si hay un
biomarcador comin para el céncer
gastrico, y algunos compuestos para la
Ulcera, asi como biomarcadores
encontrados solo en una de las dos
poblaciones.

SISTEMA DE MEDICION

SISTEMAS DE
MEDICION

EXHALADO

Fig.1 Partes del sistema de medicion

MEDICION DE
LAS SENALES
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Matriz de sensores

Los compuestos volétiles emitidos por el
aliento exhalado de las personas son por
lo general: el nitrdgeno, oxigeno, didéxido
de carbono, agua y gases inertes. Las
fuentes de éstos volatiles son los
componentes atmosféricos que se
originan a partir de muchos disolventes y
productos derivados del petroleo, y los
compuestos organicos volatiles que se
generan como resultado de los procesos
bioguimicos del cuerpo. Los principales
compuestos organicos volatiles que se
pueden medir en el aliento exhalado son
los  hidrocarburos insaturados vy
saturados, junto con oxigeno, azufre, y
compuestos que lo contienen'®. En la
medicion de los compuestos exhalados
es necesario mencionar el avance de las
matrices de sensores el cual es uno de
los componentes principales en el
analisis de las muestras, por
consiguiente se describen a
continuacion algunos de los sensores
mas utilizados como son la de sensores
colorimétricos, matriz de nanotubos de
carbono, sensores de superficie de onda
acustica, sensores de nano particulas de
oro y sensores de fibra optica. Para la
descripcién de un diagnostico de cancer
de pulmon a través del andlisis de aliento
exhalado, Mazzon vy colaboradores
evidencian el uso de un conjunto de
sensores colorimétricos, el cual se
compone de 36 puntos como se muestra
en la Fig. 2, cada uno con un compuesto
sensible quimicamente diferente, que
responde a los compuestos reactivos
con un cambio de color.
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Fig.2 Sensor colorimétrico [1]

En otro estudio se reporté el disefio de
nariz electrénica, que consta de cinco
sensores de gases desarrollados
mediante compuestos de polimeros
conductivos. Esta nariz electronica
desarrollada detecta nueve vapores de
disolventes orgéanicos (isopropanol,

tetrahidrofurano, diclorometano, n-
heptano, ciclohexano, metanol, etanol,
agua vy tolueno), asi como
biomarcadores para la deteccion de
cancer de pulmén en el analisis del
aliento™?.

Otro sensor utilizado para la deteccién
de compuestos del aliento, es el
desarrollado con nanotubos de carbono
de pared simple revestidos con
materiales organicos no poliméricos,
estos fueron usados para detectar
cancer de pulmoén con el objetivo de
diferenciar entre los COV’s
(Compuestos Organicos Volatiles) de
pacientes con cancer de pulmén con
respecto a pacientes sanos'?; dichos
sensores fueron fabricados con las
tecnologias de micro-mecanizado y
funcionan por el efecto de campo de
polarizacion y de ionizacion del
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dispositivo. Estos dispositivos presentan
diferentes propiedades tales como:
pequefia relacién de punta, alta relacion
de aspecto y una elevada conductividad
eléctrica, su vez, estos sensores
presentaron buena sensibilidad en la
deteccion de la respiracion débil del
paciente.

En otros hallazgos se evidencia que un
sensor de nano particulas de oro podria
diferenciar entre los pacientes sanos y
pacientes que sufren de cancer,
organizados una matriz hecha a medida
de los sensores de reaccion cruzada
basada en nano particulas de oro
funcionalizadas organicamente
discriminan entre COV del aliento de
pacientes sanos y de pacientes que
sufren de cancer de pulmoén, mama,
colorrectal y cancer de prostata.

Por otra parte, en el trabajo realizado por
Peng y colaboradores se describe la
capacidad de estos sensores PNB para
distinguir entre los patrones de
respiracion de los diferentes tipos de
cancer en el mismo andlisis de patrones,
independientemente de la edad, sexo,
estilo de vida y otros factores de
confusionts.

Un sensor de fibra Optica para
aplicaciones médicas fue desarrollado
con el fin de realizar un diagndstico
clinico®. El objetivo fue determinar ocho
compuestos organicos volatiles en el
aliento humano, (etano, pentano,
heptano, octano, decano, benceno,
tolueno y estireno). Las variaciones en la
potencia Optica se detectaron como
resultado de los cambios inducidos por
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las moléculas del analito a través de la
sensibilidad del indice de refraccion de
la pelicula polimérica. Los cambios
reflejados en la potencia Optica fueron
proporcionales a la cantidad del analito.
El dispositivo obtuvo una precision
adecuada y con un alto grado de
linealidad para el modelo de calibracion
y deteccién de compuestos.

Este sensor mostré caracteristicas
ventajosas de respuesta en tiempo real
y bajos costos de instrumentacion,
ademas de mostrar un rendimiento
analitico equivalente al analisis del
aliento por cromatografia de gas-
espectrometria de masas, que se utiliza
como método de referencia.

Como conclusién, para Wang vy
colaboradores las opciones mas
adecuadas a ser usadas en un sistema
olfato electronico entre las tecnologias
de deteccién de gas disponibles son los
sensores de ondas acusticas y micro
balanza de cristal de cuarzo?'®.

Mecanismos de toma de aliento exhalado

En este apartado se describen algunos
mecanismos desarrollados en los
ultimos afos, los cuales han permitido
acondicionar la muestra desde el
aliento exhalado. Estos se encargan de
tomar el aliento y distribuirlo a
diferentes fases para su purificacion,
absorcion y almacenado para luego
analizar la muestra. En la actualidad
estos dispositivos se quieren de forma
gue el resultado de los estudios se
genere de forma instantanea y asi el
paciente puede obtener su resultado y
gracias a un examen no invasivo.
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Dispositivo Pneumopipe

El andlisis del aliento exhalado
comunmente se basa en primera medida
por la obtencién del aliento por medio de
un mecanismo de toma para luego ser
almacenado en un precocentrador vy
después ser analizado por técnicas de
adquisicion.

Por tal razén en la Fig. 3 se observa el
esquema del sistema “Pneumopipe”, un
dispositivo novedoso para toma del
aliento  desarrollado por  Giorgio
Pennazza y colaboradores el cual es un
cartucho-adsorbente que permite un
muestreo continuo de aire exhalado?®.
La camara inferior del dispositivo es para
la exhalacion de aire que se dirige hacia
la cAmara superior.

El sistema en forma general se compone
de una mufla, la cual mantiene una
temperatura constante en el centro del
cartucho. Este sistema se compone de
vélvulas que se cierran en el momento
de una inspiracion y se abren en el
momento de una exhalacién, para asi
garantizar que la muestra de aliento
exhalada no se contamine con el
ambiente.

Fig. 3 Panorama general de la Pneumopipe [16]
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Sistema de muestreo y capnografo -

En otros estudios sobre la deteccion de
enfermedades por medio del aliento R.
Fernandez y colaboradores disefiaron
un sistema muy sencillo que contiene
un sensor de CO2 en la corriente
principal de la linea conectada a un
capnografo y una jeringa de vidrio de
100 ml se acopl6 a la tuberia usando
una llave de paso de 3 vias como se
muestra en la Fig. 417. Se recogieron
muestras de tres a cuatro respiraciones
por cada jeringa de 100 ml, y cuatro
repeticiones de los mismos se tomaron
para cada sujeto. Las jeringas utilizadas
en este sistema son de vidrio ya que las
muestras no tienen volatiles
contaminantes.

Fig 4. Esquema de muestreo [17]

Capnograph

ol + j
co,
Breath sample sensor
—

BufferedEnd-Tidal (BET)

En estudios por JensHerbig vy
colaboradores se describe una nueva
herramienta llamada BET, ver Fig. 5,
dispositivo en linea donde el sujeto
inhala y exhala a través de un tubo de
muestreo®®. En nuestro enfoque, una
sola exhalacion se requiere por minuto
para el muestreo y para el sujeto de
prueba de lo contrario puede
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mantener un patron de respiracion
normal, reduciendo el riesgo de
hiperventilacion. Para validar el nuevo
método de muestreo BET se hicieron
mediciones comparativas realizadas con
el muestreo en linea directa utilizando de
transferencia de  protones-reaccion
espectrometria de masas.

Fig 5. Dispositivo BET [18]
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Técnicas clasicas de adquisicion y medicién
de sefiales

Actualmente las técnicas de GC-MS
(Gas Chromatography -
MassSpectrometry), se presentaron
como las técnicas dominantes, solo o en
combinacién con otras técnicas, como la
desor-térmica automatizada,
espectroscopia laser, espectrometria de
masas (SIFT-MS) y espectroscopia de
infrarrojo medio (MIR)*°.

Cromatografia de gases

En cromatografia de gases (GC), la
muestra se inyecta en la fase movil, la
cual es un gas inerte. En esta fase, los
distintos componentes de la muestra
pasan a través de la fase estacionaria
gue se encuentra fijada en una columna.
Actualmente, las mas empleadas son las
columnas capilares®.La columna se
encuentra dentro de un horno con
temperatura programada. La velocidad
de migracion de cada
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componente sera funcion de su
distribucién entre la fase movil y la fase
estacionaria. Cada soluto presente en
la muestra tiene una diferente afinidad
hacia la fase estacionaria, lo que
permite su separacion: los
componentes fuertemente retenidos
por esta fase se moveran lentamente en
la fase movil, mientras que los
débilmente  retenidos lo  haran
rapidamente. Un factor clave en este
equilibrio es la presion de vapor de los
compuestos (en general, a mayor
presibn de vapor, menor tiempo de
retencibn en la columna). Como
consecuencia de esta diferencia de
movilidad, los diversos componentes de
la muestra se separan en bandas que
pueden analizarse tanto cualitativa
como cuantitativamente mediante el
empleo de los detectores
seleccionados.

Existen tres técnicas basicas de
inyeccion de muestras (liquidas o
gaseosas) en columnas capilares: split,
split-less y oncolumn. Las dos primeras
consisten en inyectar y vaporizar la
muestra en una camara de
vaporizacion. El sistema split desvia la
mayor parte de la muestra fuera del
sistema cromatografico y envia sélo
una pequefa fraccion a la columna. El
método split-less dirige toda la muestra
a la columna, por lo que resulta mas
adecuado para el andlisis de trazas o de
componentes muy volatiles. La
inyeccion oncolumn se lleva a cabo en
frio, eliminando la etapa de
vaporizacién que podria producir la

Bistua Revista de la Facultad de Ciencias Basicas .Universidad de Pamplona. ISSN 0120-4211



descomposicion de los compuestos
termolabiles.

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es
una de las técnicas analiticas mas
completas que existen?d,
Recientemente, esta técnica se utiliza no
s6lo en investigacion, sino también en
analisis de rutina de los procesos
industriales, en control de calidad, etc.

Sus principales cualidades son:

- Capacidad de identificacién de forma
practicamente inequivoca, ya que
proporciona un espectro caracteristico
de cada molécula.

- Cuantitativa: permite medir la
concentracion de las sustancias.

- Gran sensibilidad: habitualmente se
detectan concentraciones del orden de
ppm o ppb y en casos especificos se
puede llegar hasta ppt e incluso ppg.

- Universal y especifica.

- Proporciona informacion estructural
sobre la molécula analizada.

- Es una técnica rapida: se puede
realizar un espectro en décimas de
segundo, por lo que puede monitorizarse
para obtener informacion en tiempo real
sobre la composicion de una mezcla de
gases.

Dentro del espectrometro de masas, se
procede a la ionizacion de la muestra
mediante diferentes métodos. El sistema
de ionizacibn mas frecuente es el de
impacto electronico que bombardea las
moléculas con electrones de una cierta
energia,
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capaces de provocar la emision
estimulada de un electrén de las
moléculas y asi ionizarlas. Esta técnica
constituye una identificacion
practicamente inequivoca del
compuesto analizado. El espectro de
masas puede almacenarse en la
memoria del ordenador para
compararse con los espectros de una
coleccion de espectros (o libreria) y
proceder a su identificacion.

Reconocimiento de patrones

El procesamiento de datos en las
narices electronicas es una de las
partes mas importantes ya que es
donde se identifican y comparan los
datos obtenidos, para este
procedimiento existen varias técnicas,
denominadas algoritmos de
‘reconocimiento de patrones” o
“técnicas de inteligencia artificial” y se
pueden definir como los procesos
matematicos que transforman los datos
originales de las medidas en
informacioén util para el usuario final°.
Métodos paramétricos: Las técnicas
paramétricas comunmente se
relacionan a una busqueda estadistica
basada en la suposicibn de que la
totalidad de los datos de entrada
pueden ser descritos por una funcién
densidad probabilistica. Estas técnicas
intentan  encontrar una  relacion
matematica subyacente entre el
sistema de entrada (sefales de los
sensores) y sus salidas (clases o
descriptores).

Métodos no paramétricos: los métodos
no parameétricos no tienen en cuenta la
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funcidn de densidad probabilistica para
los datos de entrada y su aplicacion es
mas genérica. Dentro de esta
clasificacion nos encontramos con las
redes neuronales artificiales y los
sistemas expertos.

Supervisado: en un método de
aprendizaje supervisado, un conjunto de
datos de entrada conocido es
sistematicamente presentado al sistema,
datos que son clasificados de acuerdo a
los descriptores o clases determinadas
previamente, y asi, en una segunda
etapa de identificacién, datos de entrada
no conocidos 0 nuevos se prueban con
un conjunto de validacion para mirar
hasta qué punto los métodos
supervisados son capaces de predecir
las correspondientes clases.

weighted digital analysis (WDA)

WDA es un método matematico para el
desarrollo de un algoritmo de diagnéstico
gue genera una puntuacién a la funcién
discriminatoria?l. El valor de este
marcador predice la pertenenciade 1 a 2
grupos. Cada variable de diagndstico
gue se emplea en el algoritmo tiene tres
parametros.

Signo: Esto puede ser positivo (+1) o
negativo (-1). Si el signo es positivo,
indica que la enfermedad es menos
probable. Por el contrario, si su signo es
negativo, indica que la enfermedad es
mas probable.

Peso. Este valor indica la contribucion
relativa de cada variable de diagnostico
para la funcion discriminatoria, es decir,
cuanto mayor sea Su peso, mayor es su
importancia.
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Valor de corte. Esto determina si es o
no una variable de diagndstico.
Contribuye a la puntuacién de la funcién
discriminatoria. La contribucion de una
variable de diagnostico (peso) se
afiadira a la puntuacion de la funcion
discriminatoria so6lo si dicho valor es
superior al valor de corte.WDA genera
una funcion discriminante para predecir
la pertenencia a la enfermedad
mediante la determinacién del peso, un
valor de corte, y un signo para cada
variable. El peso de cada variable fue el
area bajo la curva (AUC). El signo (%) se
utilizé para invertir la variable predictiva
si un valor es bajo indica una mayor
probabilidad de enfermedad. Cuando
se emplea para predecir la presencia de
una enfermedad en un paciente en
particular, la funcién discriminante se
determina como la suma de los pesos
de todas las variables predictivas que
excedieron sus valores de corte.

Support vector machine (SVM)

El principio de esta familia de algoritmos
consiste en construir un hiperplano para
separar los datos de entrenamiento en
diferentes clases, procurando que los
vectores que pertenecen a las distintas
clases se encuentran en distintos lados
del hiperplano y que la minima distancia
entre los vectores y el hiperplano sea el
maximo posible?!. Si los datos no son
linealmente separables se busca
proyectar los datos del espacio de
entrada en un espacio de mayor
dimension  llamado espacio de
caracteristicas de modo que los datos
se vuelvan linealmente separables.
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k nearest neighbour (kNN)

Este algoritmo compara los datos de
entrada con un conjunto existente de
datos de entrenamiento mediante el
calculo de una distancia métrica. Los
vecinos de los datos de entrada son los
puntos de datos k con la menor
distancia. Las clases de los datos de
entrada se determinan con la mayoria de
los puntos de datos en el sector??.

Bayesian networks (BN)

Un trabajo reciente en el aprendizaje
supervisado ha demostrado que un
clasificador bayesiano
sorprendentemente simple con un fuerte
hipétesis de independencia entre las
caracteristicas, llamado sencillo de
Bayes?3.

Conclusiones

En este articulo se estudiaron vy
analizaron diferentes mecanismos Yy
procedimientos que se han ido aplicando
en los ultimos afios en la deteccion de
enfermedades a través del aliento. En
algunos de estos estudios se
encontraron aplicaciones desarrolladas
a la deteccion del cancer (pulmén y
préstata), donde se ha demostrado que
hay biomarcadores en el aliento que
pueden dar un indicador de la presencia
de la enfermedad.

Entre los sistemas de muestreo
estudiados, se puede concluir que el
BioVOC es mas viable debido a que los
pacientes a los que se len a realizar las
pruebas, no deberan hacer un lavado
previo o purga de los pulmones, a
comparacion con el sistema compuesto
con otro método usando bolsas Mylar.
Por otro lado con este nuevo sistema no
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es necesario utilizar Nitrogeno puro
99.995 %, ya que la limpieza se hara
con agua destilada y de una manera
mas flexible al usuario. Otro aspecto es
la robustez del dispositivo BioVOC en
comparacioén al sistema compuesto por
bolsas Mylar.
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