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SENORES:

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES.

E.S.D.

Referencia: Respuesta requerimiento de forma expediente N° NC2017/0001745

Nosotros, Cristhian Manuel Duran Acevedo, Oscar Eduardo Gualdron Guerrero
y Radu Septimiu lonescu, titulares de la solicitud de patente N° NC2017/0001745
damos respuesta al oficio N0.3296, el cual hace referencia al requerimiento
derivado del estudio de fondo y damos respuesta sobre los siguientes puntos:

Correcciones a las reivindicaciones

Se corrigen las reivindicaciones 1, 6,8 y 9 a fin de evitar términos imprecisos.

a) Se cambia la expresion unidad de adquisicién por el término que usa el
fabricante de la 34972A LXl/Data Acquisition (Keysight), por unidad de

adquisicion de datos / registrador de datos, se trata de un multimetro digital
con multiples canales de medicién, que almacena los datos en el
Computador Personal (PC) y los envia para los andlisis.

b) Se mantiene el termino Boquilla, la RAE es muy precisa en su definicion

y no consideramos que se preste aun termino general o impreciso: Pieza
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pequefia y hueca, y en general conica, que se adapta al tubo de algunos
instrumentos apoyando los labios en los bordes de ella.
c) Se cambia el término tapon cheque por “Tapon”.

d) Se elimina el termino compuestos volatiles de la reivindicacioén 8

Argumentos al nivel inventivo.

Primero, el documento D1 es un desarrollo también de nosotros y revela un
dispositivo capaz de detectar compuestos organicos volatiles asociados al EPOC
(enfermedad pulmonar obstructiva crénica), una enfermedad completamente
diferente al Cancer Géstrico; una se desarrolla en el sistema respiratorio y la otra
en el sistema digestivo; hablamos de células distintas con enfermedades

distintas, por tanto los biomarcadores o COV’s son distintos.

La metodologia y equipo en D1 fue experimental, nuestro objetivo era tener un
equipo liviano, con elementos faciles de conseguir en cualquier lugar, como los
sensores de gases a base de 6xidos metalicos, donde el uso de 6 sensores
comerciales pudiera disminuir incidencias de falsos positivos; el documento
claramente sefiala los alcances y limitaciones a las que se llegaron y propone

que este seria un avance hacia al uso de dispositivos de diagndstico.

La investigacién avanzd y encontramos que no podiamos estimar los volatiles

como un todo, debiamos ser mas selectivos en la medicién de COV’s, ante lo
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cual encontramos que cada enfermedad tenia unos biomarcadores especificos;

para la enfermedad del cancer gastrico la literatura sefiala los siguientes:

Tabla 1. Volatiles organicos en pacientes con cancer gastrico

No. Compound Mass_to charge Retgntion
ratio (m/z) time
1 | Toluene 92.0650 1.9343
2 | Benzene, 1,3-dimethyl- 91.0576 2.8396
3 | Styrene 78.0491 3.0782
4 | Nonane, 4,5-dimethyl- 57.0723 5.2319
5 | Hexadecane 85.1037 8.3898
6 | Trichloromethane 85.1037 1.2379
7 | 3-Eicosene, (E)- 69.0721 8.7487
8 | 3-Hexadecene, (2)- 69.0721 8.8650
9 | Cyclopentasiloxane, decamethyl- 355.0818 6.6081
10 | 1-Octanol, 2-butyl- 57.0723 8.9749
11 g;sl_clopentane, 1,1,3,4-tetramethyl-, 69.0721 55452
12 | Cyclooctane, 1,4-dimethyl-, cis- 69.0721 5.6049
13 | Decane, 2,4-dimethyl- 57.0723 5.3111
14 | Dodecane, 4,6-dimethyl- 57.0723 7.8907
15 | Nonane, 2,6-dimethyl- 57.0723 4.6062
16 | Benzyl alcohol 108.0601 4.9184
17 | Silane, cyclohexyldimethoxymethyl- 75.0276 6.7268
18 | Nonane, 2,2,4,4,6,8,8-heptamethyl- 57.0723 9.0469
19 | Undecane, 4,7-dimethyl- 57.0723 5.9463
20 1-Hexanol, 5-methyl-2-(1- 57 0723 85037
methylethyl)-
21 | (S)-(+)-5-Methyl-1-heptanol 57.0723 4.8112
22 | Carbonic acid, eicosyl vinyl ester 57.0723 9.6588
23 | 3-Octadecene, (E)- 69.0721 10.2267
24 | D-Limonene 93.0717 4.8523
25 | Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 342.0264 9.0247
26 | 2-Propenoic acid, butyl ester 73.0313 3.0946
27 | Decyl octyl ether 85.1037 9.1359
28 | Hexanal, 2,2-dimethyl- 72.0904 1.1785
29 | Sulfurous acid, pentyl tridecyl ester 57.0723 10.6132
30 | Benzene, (1-methylethyl)- 120.0971 3.9394
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31 | Tridecane, 6-methyl- 57.0723 9.8464
32 | Carbonic acid, octyl vinyl ester 43.0561 5.2645
33 | Pentanoic acid 60.0226 4.2760
34 Per_formic acid, trimethyilsilyl 119.0884 7 4125
derivative
35 | Ethylbenzene 91.0576 2.7586
36 | 1-Heptanol, 2,4-diethyl- 69.0721 10.9604
37 | Decane, 2,3,5,8-tetramethyl- 85.1037 10.6757
38 | Propanoic acid, butyl ester 75.0276 3.2334
39 | Octane, 4-methyl- 56.0635 2.7445
40 | Tetradecane, 1-iodo- 85.1037 11.1645
41 | Hexane, 3,3-dimethyl- 57.0723 6.0652
42 | 1-Undecene, 4-methyl- 85.1037 5.7675
43 | Butoxyacetic acid 57.0723 2.9497
44 | Acetic acid, pentyl ester 61.0126 1.2174
45 | .alpha.-Methylstyrene 117.0725 4.2128
46 | Decane, 3,3,5-trimethyl- 57.0723 7.9914
47 | Decane, 2,5,6-trimethyl- 57.0723 4.4157
48 | Dodecane, 5-methyl- 126.1419 9.7921
49 | Sulfurous acid, dodecyl hexyl ester 85.1037 9.2894
50 | Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- 281.0557 11.1872
51 | Phytol 57.0723 6.9176
52 | 1-Octen-3-ol 72.0904 2.1513
53 | 2-Isopropyl-5-methyl-1-heptanol 84.0951 10.7524
54 | Carbonic acid, nonyl vinyl ester 57.0723 6.7449
55 | Cyclotrisiloxane, hexamethyl- 207.0358 2.3140
56 | Octane, 2,4,6-trimethyl- 57.0723 4.1015
57 gz)eplgtexane, 1,2-dimethyl-3-pentyl-4- 153.1666 92310
58 | 1-Undecanol 161.1354 10.8531
59 | 1,11-Dodecadiene 67.0555 5.8987
60 | 1-Decanol, 2-ethyl- 57.0723 6.5501
61 | Heptane, 2,3,6-trimethyl- 57.0723 3.9042
62 | Dodecane, 1-iodo- 85.1037 10.8425
63 | 1,7-Octadiene, 2,7-dimethyl- 56.0635 4.4620
64 | Pentane, 2,2,3,4-tetramethyl- 57.0723 3.1385
65 | Sulfurous acid, dodecyl pentyl ester 85.1037 8.9351
66 S;{zlric acid, 6-ethyloct-3-yl isohexyl 85.1037 99978
67 | Heptacosane 57.0723 11.6067
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68 | Cyclohexanol, 2-(1,1-dimethylethyl)- 82.0787 8.6192
69 | 2-Octene, 4-ethyl-, (E)- 69.0721 9.0865
70 | Sulfurous acid, isohexyl 2-pentyl ester 85.1037 6.9426
71 | Octane, 6-ethyl-2-methyl- 119.0884 5.1329
79 3,4TDihydroxyphenngchoI, 4TMS 355.0818 12,6697
derivative
73 | 2,3-Dimethyl-3-heptene, (2)- 56.0635 11.1530
74 | Hexane, 2,3,5-trimethyl- 85.1037 2.3394
75 | Decane, 2,3,8-trimethyl- 85.1037 8.8201
76 gé?granoic acid, 2,2-dimethyl-, pentyl 59.0504 4.4553
77 | Benzene, propyl- 91.0576 3.8414
78 | Acetic acid, TMS derivative 75.0276 8.3543
79 | 2-Piperidinone, N-[4-bromo-n-butyl]- 85.1037 9.9231
80 | Cyclopropane, 1-ethyl-2-heptyl- 56.0635 4.9033

Esta lista es muy grande y sigue siendo inespecifica, hay una variedad de

sustancias con diferentes caracteristicas quimicas, nuestra investigacion siguio

y encontramos los siguientes 6 biomarcadores :

Table 1: Breath biomarkers for Colombian patients diagnosed with gastric cancer

Group Compound CAS N° Structural formula P-value
, I'rans-2, 2-dimethyl-3- X><I
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Una vez identificados estos compuestos, pensamos en un tipo de sensor capaz
de captar estas sustancias en especial; después de varias pruebas
determinamos unos sensores fabricados con Nanoparticulas de oro (AuNP’s)
funcionalizadas con compuestos organicos tales como: 4-methoxy-a-
toluenethiol, methyl-3-ercaptopropionate, y 1-decanethiol, entre otras, los cuales
por su estructura quimica o0 composicion son capaces de detectar los

biomarcadores diana.

Esta es la principal diferencia con los sensores MOS (a base de Oxidos
metalicos) del documento D1, selectividad de los biomarcadores. Ahora bien,
ambos sensores funcionan atrapando al material organico volatil que
interacciona quimicamente y los traduce en voltaje, donde el sensor emite una
sefal al multimetro electrénico y recoge de datos; el objetivo de estos sensores
es que sean reutilizables, que no solo sean para una sola toma, por lo que es
importante limpiarlos, en el caso de los sensores en D1, la forma de limpiar los
sensores era mediante calentamiento a fin de evaporar la sustancia volatil.
Mientras que en nuestra reciente invencion para cancer gastrico calentar los
sensores no es una opcion, hay que recordar que estan funcionalizados con una
capa de organicos que se descompondrian con el excesivo calor y los podria

destruir, situacion diferente a los 6xidos metalicos.

La solucion propuesta es limpiar con aire limpio, mas precisamente aire sintético,
el cual esta libre de volatiles, compuestos que pueden alterar el sensor y hacerlo

reportar un falso positivo.
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En este orden de ideas, el planteamiento en el examen de la superintendencia
de industria seria entonces: ¢ COmo desde un dispositivo en etapa experimental
para determinar el EPOC como lo es D1, puede llegarse a un dispositivo para el
diagnéstico del cancer gastrico, mezclando conocimientos con el D2 para limpiar
los sensores, el cual refiere una camara para el TRATAMIENTO del cancer por

radioterapia (en una cabina donde entra el paciente)?

No es obvio para ninguna persona versada en la materia ni para un experto
doctor, pensar que a usando el D1 pueda sentar un paciente al cual se le
pretende diagnosticar CG, tomarle la prueba de aliento y en vez de calentar los
sensores para limpiarlos, se les hace pasar aire (estos sensores quedarian
sucios con apenas pasarles aire), el resultado al final de la prueba seria que
diagnosticamos a todos los pacientes con positivo para EPOC, lo que los
conduciria a una muerte por cancer gastrico a algunos y a otros con diagnostico
erroneo de EPOC.

Reiteramos nuestro efecto técnico sorprendente: Logramos construir unos
sensores selectivos para los biomarcadores propios del cancer gastrico, los
cuales al contener una capa organica que atrapa los COVs no se pueden
calentar porque se descompondria dicha capa, por eso debe ser limpiado con
aire sintético para su reutilizacion. Este tipo de sensores no los tiene ni D1 ni D2.
Esto no significa que solo los sensores ofrezcan el efecto técnico sorprendente,
dado que todo el sistema o equipo lo ofrecen, es importante recordar que
ofrecemos un diagndstico del cancer gastrico de manera rapida, precisa, no

invasiva y con un equipo ligero que puede ser instalado en cualquier hospital.
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Y aungue esta argumentacion deberia ser suficiente para superar la objecion de
nivel inventivo, se modificara la reivindicacion independiente, subiendo material

de los sensores para reforzar la diferencia con D1.

Anexos.
1. Documento de patente con los términos que cambiaron segun sugerencias
de la SIC

2. Articulo cientifico de nuestra autoria aprobado en la revista Oncotarget, se
ilustran 6 Biomarcadores (Trans-2,2- dimethyl-3- decene, Octadecane, M-
xylene, Hexadecane, 1-Cyclohexyl- 2-(cyclohexylmethyl) pentane y Eicosane)
los cuales que fueron identificados previamente por equipos de cromatografia

de gases y espectrometria de gases (GC-MS)

Atentamente,

PhD. CRISTHIAN MANUEL DURAN ACEVEDO
Docente

UNIVERSIDAD DE PAMPLONA
PAMPLONA-COLOMBIA

PhD. OSCAR EDUARDO GUALDRON GUERRERO
Docente

UNIVERSIDAD DE PAMPLONA
PAMPLONA-COLOMBIA
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DISPOSITIVO DE OLFATO ELECTRONICO PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ
DE CANCER GASTRICO

DESCRIPCION DE LA INVENCION

SECTOR TECNOLOGICO

La siguiente invencién aporta una herramienta eficaz, econémica y efectiva para la
deteccion del cancer gastrico a través de la deteccion y analisis del aliento del
paciente; por este motivo la invencion pertenece al sector de la salud (la medicina),
especialmente debido al uso de dispositivos médicos. Esta invencion esta dentro de
la clasificacion internacional de patentes con el codigo A61B5, correspondiente a

las medidas encaminadas a establecer un diagnéstico.

ESTADO DE LA TECNICA

El cAncer de estbmago o cancer gastrico es un tipo de crecimiento celular maligno
producido con capacidad de invasion y destruccién de otros tejidos y 6rganos, en
particular el esofago y el intestino delgado, causando cerca de un millon de muertes

en el mundo anualmente.

A pesar de la disminucion de la incidencia del carcinoma en los ultimos afos, esta
enfermedad todavia es la causa de muerte mas comuan por cancer en todo el mundo.
La incidencia es muy variable en todos los paises. Por ejemplo en EUA se presenta
una incidencia de 11.1, en Inglaterra de 22.1 y en Japon de 100.2 por 100,000. Lo

que demuestra la gran variabilidad que existe entre distintas regiones. A nivel
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mundial es la cuarta causa de casos nuevos de cancer por afio segun un reporte

del afio 2000, con 945,000 casos nuevos.

En Colombia, el CG es una enfermedad de alta prevalencia y alta morbimortalidad,
siendo la principal causa de muerte por cancer en ambos sexos, representado

fundamentalmente por el adenocarcinoma de tipo intestinal.

La etiologia del CG es multifactorial, en la cual intervienen factores genéticos del
individuo, incluyendo antecedentes familiares, factores medioambientales tales
como el alto consumo de sal, tabaquismo y la infeccion por Helicobacter pylori
(H.pylori) cuyo riesgo es variable dependiendo de diversos factores de virulencia

(Martinez, J. Revista de Gastroenterologia, 2010).

La manera mas efectiva para el tratamiento de esta enfermedad, radica en la
deteccidén temprana y oportuna de la misma; actualmente el cancer de estbmago
se puede detectar en la consulta médica mediante la identificacion de signos o
sintomas, en este punto la enfermedad ya se encuentra en estado avanzado; si el
doctor sospecha de cancer de estbmago autoriza realizar la prueba confirmatoria,

es decir, endoscopia con respectiva biopsia.

Para optimizar el tiempo de deteccién se plantea un dispositivo que mediante
prueba de aliento permita identificar la presencia o no de cancer gastrico; BAXTER
plantea en la solicitud de patente W0O2004006766, “METHOD AND APPARATUS
FOR THE DETECTION OF THE PRESENCE OF A BACTERIA IN THE
GASTROINTESTINAL TRACT OF A SUBJECT”, el cual describe un método y un
aparato para detectar la presencia de una bacteria en un sujeto. Mas
particularmente, el método se dirige a la deteccién de una bacteria que se asocia

con catalizar urea en dioxido de carbono y amoniaco cuando esta presente en el
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tracto gastrointestinal de un sujeto. EIl método comprende administrar en el sujeto
urea, para la obtencion de una muestra de fluido del sujeto después de la
administracion de la urea, posterior a esto determinar la presencia o cantidad de

gas amoniaco en la muestra de fluido. Un método algo incobmodo para el paciente.

En el documento de patente US2003216660 “Breath test apparatus and methods”
del grupo de investigacion israeli (BEN-OREN ILAN et all) describen aparatos para
aumentar la precision y reducir el tiempo necesario para obtener resultados utiles
para el diagnoéstico. Con el fin de determinar cuando hay un aumento clinicamente
significativa de la relacién isotopica de la respiracibn exhalada, ademas se
describen métodos para el uso de una variable y el nivel de umbral multiple; para
reducir el tiempo necesario para determinar un nivel de linea de base precisa; y para
evitar los efectos de la actividad oral al hacer mediciones. El método de medicion
de estas muestras es mediante curvas de absorcion del espectrometro de gas. Este
es un documento bastante interesante, sin embargo es un equipo complejo y la

espectrometria de gases es costosa.

Las anteriores dos soluciones conforman en si el estado de la técnica més cercano
a nuestra invencién, pero tienen sus limitaciones en cuanto tiempo, comodidad y
costo, algo sencillamente vital para los servicios clinicos de cualquier parte del
mundo. Por tal motivo, surge la necesidad de desarrollar sistemas mas flexibles para

gue pueda ser usado con mayor facilidad en el sector de la salud.

A partir de algunos trabajos similares desarrollados previamente por el instituto
Technion de Israel, donde los investigadores de esa institucion han trabajado en el
desarrollo de sensores y aplicaciones para la deteccion de diferentes
enfermedades, y el trabajo realizado por Xu, Broza, ionescu et al, “A nanomaterial-
based breath test for distinguishing gastric cancer from benign gastric conditions”,

publicado en el British Journal of Cancer (2013). Donde utilizan nanoparticulas de
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oro para la fabricacién de los sensores. Usando como medio de almacenamiento
de las muestras Tubos Tenax, para almacenar las muestras, Se llego a realizar la
formulacion de la propuesta aterrizada a una problematica en Colombia como es la
deteccién temprana del cancer gastrico y definiendo nuevas estrategias para la
toma de muestras y andlisis de la informacion proveniente de las sefiales de los
sensores. Los sensores basados en previos estudios fueron fabricados en el
Instituto de la Universidad de Uppsala Suecia, y en la Universidad Rovira | Virgili de
Espafia los cuales posteriormente fueron caracterizados en la universidad de
Pamplona Colombia, permitiendo desarrollar el sistema completo con base al
concepto de los sistemas de olfato electronico y acoplando las etapas mas
relevantes como son: La toma de muestras, adquisicion de las sefales y
procesamiento de la informacion utilizando técnicas de reconocimiento de patrones,
siendo validado el sistema en diferentes fases (prueba con fumadores, y
directamente con pacientes de céncer, previa colaboracién de una institucion

médica colombiana).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.

La presente invencion se refiere a un dispositivo preventivo visto como un

mecanismo de examen rutinario y frecuente, ya que no implica invasion al paciente.

El paciente sopla o deposita su aliento exhalado en un contenedor de aliento (14),
este aliento se transfiere a una camara de sensores (18), es alli donde una serie
de sensores quimico-resistivos (33) identifican patrones caracteristicos de los
volatiles, y los transforma en sefiales eléctricas, las cuales son adquiridas por medio
de un sistema de adquisicion de datos / registrador de datos (3). Los sensores
requieren de unos voltajes de alimentacion que son suministrados por la fuente de
precision (4), donde la informacion es adquirida para ser llevada y almacenada en

un computador con fines de realizar las respectivas etapas de procesamiento y
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analisis de la informacion (9). A diferencia del documento del estado de la técnica,
todo el proceso de adquisicion y tratamiento de datos no toma mas de 20 minutos,
por lo que no necesita de un procesado previo (p.e., pasar la muestra desde el
contenedor del aliento a un preconcentrador de volatiles, para luego liberar los
volatiles a través de desorcién térmica), un equipo de quimica analitica (p.e.

espectrometro de masas) y no es invasivo para el paciente.

Una vez explicado el proceso general, entraremos a explicar el detalle del proceso

y el dispositivo.

1- Toma de muestra

El usuario toma el contenedor de aliento (14) por la boquilla (17) exhala su aliento
a totalidad, gracias a la presencia de un tapon cheque (13), el aire entra pero no
sale de la camara del contenedor (14), una vez el paciente termine de exhalar, el
especialista toma el contenedor (14) y por el tapén inferior (15) inserta el embolo
(16) quita el cheque (13) y conecta el contenedor a la cAmara de sensores (33)
mediante acople (23) y luego empuja lentamente el embolo para vaciar el

contenedor. Todo este proceso en un tiempo de 1 a 2 minutos.

La camara de medicion (33) lleva en su interior una serie de sensores (26) con una
capa de nano particulas de oro funcionalizadas con distintos materiales organicos
(35) que representa el material activo del sensor (34), los sensores usados en el
dispositivo, presentan un comportamiento tipo resistivo, varian su resistencia en
funcidén de los Compuestos Organicos Volatiles (COV’s) con los que reacciona la

capa activa del sensor.
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El comportamiento de los sensores depende de la fuente de precision (4) la cual es
una fuente reguladora de voltaje como lo puede ser la B2902A de Keysight, que lo
gue hace es suministrar un voltaje constante entre las dos terminales de cada
sensor (26) como entrada, adquiriéndose los valores de corriente generados por

los mismos.

La placa de circuito impreso (PCB) (29) recoge las sefales eléctricas de los
sensores (26) y se conecta a la unidad que contiene la tarjeta de adquisicion (3),
esta tarjeta recibe sefales eléctricas analdgicas de los sensores (26) y las
transforma en sefales digitales que enviara al computador (9) para su posterior

analisis.

2- Adquisicién de datos digitales

La adquisicién de datos de los sensores (26) se realizé en forma secuencial con
el equipo de medida 34972A LXIl/Data Acquisition (Keysight) es posible conmutar

un canal a la vez y con esto se asegura el buen funcionamiento de los sensores.

Se realiz6 un barrido ascendente de los sensores (26), con un tiempo de adquisicion
de 10 segundos por sensor, este barrido se repitid ciclicamente, por lo que
conocemos esta accidbn como un ciclo, la cantidad de ciclos necesarios son
definidos en el software desarrollado en Labview, el cual nos genera un fichero .txt

con los datos de la corriente de cada uno de los sensores.
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Respuesta del sensor ante el aliento de un paciente control
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3- Procesamiento de datos

Una vez la unidad de adquisicién de datos/ registrador de datos (3) suministra las
seflales (mediante conexion alambrica tipo BUS de datos (10) o inalambrica como
Bluetooth, Wi-Fi, ZigBee o Li-Fi) y almacenadas en el computador (9) se procede al
analisis y procesamiento de la informacion. Dicho procesamiento consta de tres

fases: La normalizacion de datos, la reduccién de la dimensionalidad de la
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respuesta dada por los sensores (26), y posteriormente una fase de procesamiento

y reconocimiento de patrones.

A. Normalizaciéon de datos

La normalizacion consiste en ajustar a una norma, una regla o un modelo comdn
los datos adquiridos. Mediante la normalizacion es posible estandarizar un conjunto
de datos y hacer comparable resultados que no lo son directamente. Al normalizar
los datos se busco que estos estuviesen dentro de un mismo rango y asi integrar
todas las fases, para obtener un Unico resultado con todos los datos en conjunto.
(Sc, Buena, & Pr, 1970),(Garcia et al., 2014).

Para normalizar los datos, se busco el maximo valor dentro del vector de datos de
cada fase y se dividio el vector de datos entre dicho valor, visto matematicamente

en la ecuacion 1.

D = —2
" max(D) (Ec. 1)

Dz vactor de datos normalizodos, Divector de datos, maxiD) : maximo del vector de daotos.
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En la figura anterior se pueden apreciar una comparacion entre dos sefiales, la

primera sin normalizar y la segunda ya normalizada, verificAndose el cambio de

rango de valor en el eje vertical, pero manteniendo el comportamiento de la sefal

original.
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La normalizacion permitié llevar todos los datos a un rango entre [0-1] sin afectar el
comportamiento de las sefiales. El proceso de normalizacion se realiz6 con cada
una de las fases y posteriormente se unificaron para hacer el analisis en conjunto

de todos los datos.

B. Reduccién de variables

Con la finalidad de facilitar el aprendizaje de los algoritmos de reconocimiento de
patrones utilizados y obtener mejores resultados en la clasificacién, se realiz6 una
10  reduccién significativa del numero de datos con los cuales se entrenan los

algoritmos de clasificacion.

Reduccion de variables-.—
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15  En la anterior figura se puede apreciar la respuesta de un sensor con los datos ya
normalizados, donde se identifican 6 series resultantes de la adquisicion en los

tiempos definidos.
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Para reducir el nimero de datos se determind que cada uno de las series se
constituiria por un Unico valor, representando asi la sefial original de 540 puntos o
datos adquiridos con solo 6 valores. Para obtener el valor representativo de cada
serie se calculo el promedio de los 90 puntos originales tal y como se muestra en la

figura, simbolo color azul.

C. Procesamiento de datos (Anéalisis cualitativo)

Una vez finalizada la etapa de pre-procesamiento se continuo con la ultima fase
encargada de realizar los procesos de clasificacion y reconocimiento de patrones,
proporcionando informacion de los resultados finales en funcién de porcentajes de
clasificacion o de acierto de las muestras recopiladas en la toma de datos, ya sea

de forma no supervisada como de forma supervisada.

i. Andlisis no supervisado (PCA)

El método estadistico de reconocimiento de patrones PCA es una técnica de uso
frecuente que se basa en el andlisis multivariado; es un algoritmo lineal no
supervisado en el que se proyectan los datos de varios sensores en un plano de
dos o tres dimensiones (Cadima, 2004). El método PCA determina los componentes
gue mejor representan los datos de acuerdo con el error minimo cuadrado. El
algoritmo PCA se ejecuta con una interfaz de usuario dando la posibilidad de
seleccionar los sensores y las categorias que se muestran en forma gréfica, lo que

permite obtener las agrupaciones deseadas en forma rapida.

Una vez normalizados los datos descritos en la seccién de pre-procesamiento, se
aplica la técnica PCA con centrado de datos, la cual discrimina los dos grupos de
estudio, Pacientes CA (Cancer Gastrico)- Pacientes con gastritis (Control),

resaltando la importancia de su uso, ya que sin necesidad de dar a conocer
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previamente la clase a la cual pertenece la muestra, ésta la agrupa en el clister

correspondiente.

Es importante mencionar que los resultados analizados con PCA fueron aplicados
a las variables originales proveniente de las sefiales suministradas por los sensores,

donde se obtuvo como mejor respuesta o resultado el siguiente grafico.

Discrimination Between GC Patients and Not Malignant Conditions
4
T L] T T T I T
® GC

B Non Malignant Conditions }
2 I —

1+ ° -

PC2(8.94%)
]
®
.
®
®
L]
L
-
]
]
[ ]
]
]
[

PC 1 (79.20%)

En la figura anterior se aprecia que las muestras simbolizadas en color rojo,
corresponden a pacientes con cancer gastrico, y las muestras color azul a pacientes

control.

En la gréafica anterior se representan dos muestras por paciente. Este resultado
demostré la buena repetitividad y selectividad del sistema al momento de la

realizacion de las diferentes pruebas.

ii.  Andlisis Supervisado (Métodos de reconocimiento de

patrones)
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Como paso posterior al andlisis no supervisado empleando técnicas multivariable
como son los andlisis de componente principales (PCA), con resultados
prometedores, se procedio a emplear otras técnicas supervisadas de clasificacion y
reconocimiento de patrones especificamente las redes neuronales y las maquinas
de soporte vectorial (SVM), (Chen, Yuan, He, & Luo, 2016),(Linn et al., 2016) para
determinar los porcentajes de acierto en la clasificacion entre las dos categorias
determinadas (Cancer Gastrico y control). Las diferentes técnicas utilizadas
tomaron como referencia los datos obtenidos del proceso de pre-procesamiento, es
decir, luego de pasar por las etapas de normalizacién y reduccién de variables,
explicados anteriormente. La plataforma utilizada para la ejecucion de los modelos
clasificadores fue MATLAB version 2014.

Inicialmente se realiz6 el uso de las redes neuronales como estrategia de
clasificacion, estas redes se inspiran en la estructura y funcionamiento de los
sistemas nerviosos, en la actualidad son altamente utilizadas como modelos
alternos de cémputo para solucién de problemas complejos (Ricardo, Patricia,
Gerardo, Francisco, & Arturo, 2016).

e Clasificacidbn con redes neuronales perceptréon multicapa (MLP) (Rezai,
Keshavarzi, & Mahdiye, 2014), funcién de base radial (RBF) (Science,
Phenomena, Guan, Zhu, & Song, 2016), red neuronal probabilistica (PNN)
(lounousse, Er-raki, Motassadeq, & Chehouani, 2015), empleando en la fase
de entrenamiento la totalidad de las muestras, dando un resultado del 100 %
de clasificacion, pero es importante mencionar, que dicho resultado no es
conveniente tomarlo como referencia ya que el hecho de entrenar y validar
con la misma informacion no nos da confiabilidad en el momento de analizar

los resultados.

e Clasificacién con las mismas redes neuronales anteriores pero realizando
una distribucién por partes, es decir, un setenta por ciento de los datos fueron

empleados para entrenar los modelos neuronales y el 30 % restante
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utilizados para la validacion. Para tener un mayor uso de esta distribucion se
crearon 4 bloques, aplicando a cada uno de ellos la técnica en mencion,
seleccionando de forma aleatoria las muestras para el 70 y 30 %
respectivamente, dando resultados entre el 82.27 y el 92.3 % por ciento de
acierto, dando en promedio una relacion de 12 aciertos y un fallo para el
mejor de los casos, el cual fue utilizando el modelo neuronal con topologia
PNN.

Se realiz6 una prueba uniendo la técnica PCA, como estrategia de reduccion
de la dimension de las variables, para luego realizar la técnica por partes
mencionada anteriormente, dando un resultado no tan deseado llegando al

76.9 % de clasificacion.

Otra de las estrategias empleadas para evaluar la clasificacion, es la técnica
conocida como leave one out (dejar uno por fuera) (Series & Techniques,
2013) la cual consiste en generar un ciclo de evaluacion en donde
secuencialmente se va dejando una muestra del conjunto a evaluar por fuera
y con las restantes se realiza el proceso de entrenamiento, para luego
evaluar y validar el modelo entrenado con la muestra retirada, realizando n
ciclos similares segun el nimero de muestras totales siendo al final validadas
todas las muestra retiradas, dando un porcentaje de acierto en funcion de la
totalidad de dichas muestras, en nuestro caso, del total de 52 muestras, el
ciclo de leave-one-out se realiz6 52 veces, evaluandose en cada uno de los
casos con las diferentes redes neuronales definidas (MLP,RBF,PNN).
Evaluando todas las posibilidades el mejor resultado se obtuvo con la red
neuronal probabilistica con un porcentaje de acierto de 92.3%, con 48
aciertos de las muestras correspondientes a cada una de las dos clases, por

consiguiente, 4 fallos del total de 52 muestras.
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En recientes afios, el uso de las maquinas de soporte vectorial se ha convertido en
una herramienta ideal en los procesos de clasificacion, generando resultados en
muchos casos mejores que los obtenidos con las mismas redes neuronales
(Kazemian, Adnan, White, & Maxime, 2016), ello es debido a factores como
optimizar el minimo riesgo estructural, entre otros, a través del manejo y control de
elementos como la funcion kernel o el parametro de costo C, en otras palabras, un
SVM permite construir hiperplanos en un espacio de dimensionalidad que puede ser

utilizado en problemas de clasificacion o regresion.

En nuestro caso se decidid explorar esta técnica e intentar mejorar los resultados
obtenidos con las diferentes redes neuronales implementadas, evaluando en cada
caso diferentes modelos SVM, variando en cada uno de ellos las diferentes

opciones de funciones kernel ( Polinomial, lineal, gausiano, spline, entre otros).

Inicialmente se realizé la misma estrategia de distribucion de la informaciéon por
partes usadas con las redes neuronales (70 para entrenar y 30 para validar),
empleando en este caso, como modelo de clasificacion las maquinas de soporte
vectorial con una funcién kernel polinomial y un valor de C de 1000, generando unos
resultados promedio de 92.3 % de clasificacion, es decir, 12 muestras con aciertos

y una muestra no clasificada correctamente.

Finalmente, se dejé como ultima estrategia por mostrar la que se consideré como el
mejor resultado obtenido una vez valoradas todas las estrategias implementadas,
ella es el uso de las maquinas de soporte vectorial en acople a la técnica de
evaluacion leave-one-out utilizada igualmente con las redes neuronales y que fue
explicada anteriormente, en este caso se logroé llegar a un porcentaje de acierto en
la clasificacion del 94.23 %, llevando a un total de 49 muestras bien clasificadas y

Unicamente 3 muestras no clasificadas correctamente.
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Segun referencias tomadas de los expertos el porcentaje patron definido para la
valoracion por endoscopia, es cercano al 95 por ciento, si se compara con los
obtenidos con los modelos evaluados, especificamente con los SVM entrenados
empleando leave-one-out ( 94.23 % ) se puede concluir que los resultados con el
sistema desarrollado de deteccion de cancer gastrico empleando el sistema
multisensorial es prometedor y podra seguramente consolidarse como estrategia

paralela a las técnicas utilizadas en la actualidad.

La tabla, representa de forma resumida y sintetizada los resultados explicados y
analizados anteriormente.

Técnica supervisada Porcentaje de clasificacion
Red MLP entrenamiento por partes 82.27%
(distribucion 4 bloques)
Red RBF entrenamiento por partes 90.38%
(distribucion 4 bloques)
Red PNN entrenamiento por partes 92.30%
(distribucion 4 bloques)
PCA unido PNN por partes 76.9%
Leave one out red MLP 88.46%
Leave one out red RBF 90.38%
Leave one out red PNN 92.30%
SVM entrenamiento por partes (kernel 92.30%
polinomial)
SVM entrenamiento leave one out (kernel 94.23 %
lineal

4- Limpieza del dispositivo

Una vez finalizada la toma de una muestra y el uso del dispositivo cada dia, es
importante realizar la limpieza de la camara de sensores (18) con un flujo de aire
sintético. Se utiliza aire sintético que mantiene aproximadamente un 21% de

oxigeno y de 79% de nitrogeno, lo cual garantiza la recuperacion y estabilidad de
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los sensores de la cAmara de medidas. Para este procedimiento se cuenta con un
cilindro de aire sintético (7), un regulador de flujo (5) y de presion (6) y una
manguera de limpieza (8) que se conecta a la camara (18). Se recomienda que

este proceso se haga en un tiempo de 5 minutos.

Detalles de los sensores

La fabricacion de los sensores (26) esta conformado por dos fases la primera que
se encarga de asegurar la conduccion eléctrica en la cual se emplea la técnica
“advanced gas deposition (AGD) para depositar nano particulas dispersas de oro
(capa de oro (35)) (AuNPs) ultra puras, y como segundo paso un proceso “dip
coating” para la funcionalizacion de los AuNPs con distintos compuestos organicos
(Capa de sustrato base (36) — Patente ES2566067A1

Las capas depositadas de AuNPs fueron funcionalizadas en los sensores con varias
moléculas ligadas de (4-methoxy-a-toluenethiol, methyl-3-mercaptopropionate, y 1-
decanethiol, entre otras). (Los ligandos fueron seleccionados basados en estudios
previos, “Xu, Broza, ionescu et al, “A nanomaterial-based breath test for
distinguishing gastric cancer from benign gastric conditions”, publicado en el British
Journal of Cancer, 2013). El material organico reacciona fisico-quimicamente con
los compuestos del aliento, produciendo un cambio en el valor de la resistencia del

sensor).

Las nanoparticulas de oro modificadas molecularmente han demostrado un
excelente potencial para detectar concentraciones muy bajas de COV en muestras

biofluidas.

Los sensores capacitivos pueden ser, QCM,QMB, cantilevel, FET, diodos Schottky,
u otro tipo se componen de una monocapa de nanoparticulas de oro enlazadas
mediante compuestos organicos ligados (34) (35): nanotubos de carbono, oxidos
metalicos, nanohilos, grafeno y encima de una capa de sustrato base (36) sobre
una capa de oro o cobre o platino o cualquier otro material (37) en una matriz de

silicio, vidrio, alumina, cualquier otro tipo substrato (38).
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Ventajas del dispositivo

Como se mostro anteriormente, este dispositivo cuenta con un disefio exclusivo y
eficiente para la deteccion del cancer gastrico, con una precision minima del 96%,
solo necesita del aliento exhalado del paciente, por lo que lo convierte en un método
no invasivo e indoloro, el tiempo de analisis por muestra no es mayor a 20 minutos,
es portable dado que no pesa méas de 25 kilos, siendo la bala de aire sintético la
gue mayor peso conlleva, lo que nos permitira llegar a regiones de dificil acceso y
no necesita herramientas computacionales complejas, lo que convierte en un

dispositivo accesible a la comunidad médica.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig 1. Procedimiento operativo del dispositivo de deteccién precoz de cancer

gastrico
Fig 2. Vista completa del dispositivo de deteccion.

Fig 3. Detalle del contenedor de aliento (14), se puede observar como se acopla
con el tapdén cheque (13) y con el embolo en su extremo inferior (16)

Fig 4. Detalle de la camara de sensores 0 camara de concentracion (18) se observa

los ductos de entrada y la salida de volatiles (19) y (20)

Fig 5. Despiece de la camara de concentracion (18), se observa los sensores (26)
y el circuito de recoleccion (29), para este disefio inicial se aprecian tornillos (22,
30, 32) y elementos constitutivos de la camara (24,25, 27, 31)

Fig 6. Sensor (26)

Fig 7. Despiece del sensor (26) y sus diferentes capas.
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DISPOSITIVO DE OLFATO ELECTRONICO PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ

1-

DE CANCER GASTRICO

REIVINDICACIONES

Dispositivo de olfato electronico para el diagnéstico precoz de cancer
gastrico y discriminacion entre CA y gastritis caracterizado porque se
compone de un contendedor de aliento exhalado (14), que se acopla a una
camara de medicion (18) que en su interior contiene sensores tipo quimico-
resistivo (26) ligados a una monocapa de nanoparticulas de oro enlazadas
mediante compuestos sustrato base (34) y una capa de ligandos
organicos(36); dichos sensores estan unidos a un circuito impreso (29),
dicho circuito esta comunicado a un registrador de datos (3) y conectado a
una fuente eléctrica de precision de voltaje (4), esta unidad de registro (3)
también esta conectada a la fuente eléctrica de precisién de voltaje (4) y
comunicada a un computador (9), este dispositivo cuenta ademas con un
cilindro de aire sintético (7) conectado a la camara de medicién (18) mediante

una manguera (8).

Dispositivo de olfato electréonico para el diagnéstico precoz de cancer
gastrico y discriminaciéon entre CA y gastritis segun reivindicacion 1
caracterizado porque sensores de gases tipo resistivo, (26) capacitivos, se

seleccionan entre QCM,QMB, cantilevel, FET o diodos Schottky.

Dispositivo de olfato electrénico para el diagndstico precoz de cancer
gastrico y discriminacion entre CA y gastritis segun reivindicacion 1

caracterizado por la capa de ligandos (36) compuesta de la seleccion de uno
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de los siguientes compuestos, Octadecylamine, 1-butanethiol, decanethiol,
4-methoxy-a-toluenethiol, methyl-3-mercaptopropionate.

Dispositivo de olfato electrénico para el diagnostico precoz de cancer
gastrico y discriminacion entre CA y gastritis segun reivindicacion 2
caracterizado por la capa de sustratos (34) compuesta por la seleccién entre

nanotubos de carbono, nanohilos, grafeno.

Dispositivo de olfato electronico para el diagnoéstico precoz de cancer
gastrico y discriminacion entre CA y gastritis segun reivindicacion 1
caracterizado porque la fuente eléctrica de precision de voltaje (4) tiene

valores voltajes entre 0 y 15 voltios.

Dispositivo de olfato electronico para el diagndéstico precoz de cancer
gastrico y discriminacidon entre CA y gastritis segun reivindicacion 1
caracterizado porque el contendedor de aliento exhalado (2) cuenta en su
extremo superior con una boquilla (17) sobre un tapon (13) y el extremo
inferior cuenta con un tapén inferior (15) unido a un embolo (16).

Dispositivo de olfato electrénico para el diagnéstico precoz de cancer
géastrico segun reivindicacion 1 caracterizado porque el cilindro de aire (7)

tiene un regulador de flujo (5) y un regulador de presién (6)

Dispositivo de olfato electrénico para el diagnostico precoz de cancer
gastrico y discriminacion entre CA y gastritis segun reivindicacion 1
caracterizado porque el registrador de datos (3) estda conectada al
computador (9) mediante un BUS de datos (10) y cable USB, o puede estar
comunicado de manera inalambrica mediante Bluetooth, Wi-Fi, ZigBee o Li-
Fi.
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9- Dispositivo de olfato electrénico para el diagnéstico precoz de cancer
gastrico y discriminacion entre CA y gastritis segun reivindicacion 1
caracterizado porque la camara de concentraciéon (18) cuenta con una

entrada (19), o con una entrada y una salida (20).
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ABSTRACT

We present here the first study that directly correlates gastric cancer (GC)
with specific biomarkers in the exhaled breath composition on a South American
population, which registers one of the highest global incidence rates of gastric
affections. Moreover, we demonstrate a novel solid state sensor that predicts correct
GC diagnosis with 97% accuracy. Alveolar breath samples of 30 volunteers (patients
diagnosed with gastric cancer and a controls group formed of patients diagnosed
with other gastric diseases) were collected and analyzed by gas-chromatography/
mass-spectrometry (GC-MS) and with an innovative chemical gas sensor based on
gold nanoparticles (AuNP) functionalized with octadecylamine ligands. Our GC-MS
analyses identified 6 volatile organic compounds that showed statistically significant
differences between the cancer patients and the controls group. These compounds
were different from those identified in previous studied performed on other
populations with high incidence rates of this malady, such as China (representative
for Eastern Asia region) and Latvia (representative for Baltic States), attributable
to lifestyle, alimentation and genetics differences. A classification model based on
principal component analysis of our sensor data responses to the breath samples
yielded 97% accuracy, 100% sensitivity and 93% specificity. Our results suggest a
new and non-intrusive methodology for early diagnosis of gastric cancer that may be
deployed in regions lacking well-developed health care systems as a prediagnosis test
for selecting the patients that should undergo deeper investigations (e.g., endoscopy
and biopsy).
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INTRODUCTION

Gastric cancer (GC) is one of the most lethal cancers
worldwide [1, 2]. The highest incidence regions are
Eastern Asia, Baltic States and Latin America [3-5]. In the
particular case of Colombia, gastric cancer is the primary
cause of death from malign tumors in both genders [6]. The
most important factor that determines such high number of
deaths from GC is associated with late diagnosis, due to
its asymptomatic incipiency, which avoids the prescription
of early treatments. Today, endoscopy and biopsy are the
gold standard tests used for detecting and diagnosing GC,
but these procedures are time-consuming, unpleasant and
not completely without risks for the patients. Further,
they are expensive and therefore unaffordable for mass
screening in developing countries where GC prevails,
and they are not able to provide an early diagnosis of the
disease. For this reason, alternative diagnosis methods
are very much needed. In this regard, exhaled breath
analysis has gained large scientific and clinical interest
for medical diagnosis in recent years [7]. Molecules in
the exhaled breath are produced by malignant cells of the
tumor and are transported in the blood to the lungs, where
they are exhaled by the bronchia alveolus. Pioneer studies
performed on study populations from Latvia and China
[8, 9] demonstrated the utility of breath analysis for the
diagnosis of gastric cancer, although they also revealed the
existence of geographical variations in the breath volatiles
pattern associated with GC, mainly due to genetics and
nutrition factors [8].

In the present study, we report for the first time the
identification of a breath volatiles pattern associated with
GC in a South American population, and demonstrate
new chip-based sensor technologies amenable for early
screening purposes that correctly predicted GC with 97%
accuracy. We compare our results with those obtained in
the previous studies performed on Chinese and Latvian
populations.

RESULTS

Breath biomarkers of gastric cancer identified in
Colombian patients

The GC-MS analysis of the breath samples
identified six compounds whose concentrations were
statistically different for patients diagnosed with GC
compared with controls group of patients diagnosed with
other gastric diseases (see the full volunteers list in Table 2
from Materials and Methods section).

These compounds, shown in Table 1, represent
putative breath biomarkers of GC for Colombian patients.

Four of these biomarkers were found in increased
concentrations in the breath of the GC patients, while the
concentrations of the other two biomarkers decreased in

the case of the same patients (Figure 1). A detailed analysis
of the abundances of each biomarker in the breath sample
of all volunteers included in this study is presented in the
Supplemental Material (Supplementary Figures 1-6).
Figure 2 shows the result of the PCA analysis
performed with the values of the abundances of these
biomarkers in the volunteers breath. A good classification
was obtained between the GC and control groups, with
only two control volunteers (CO7 and C13) and one
gastric cancer patient (GO1) misclassified — Figure 2(a),
providing 90% classification accuracy, 93% sensitivity
and 87% specificity. The loadings plot presented in Figure
2(b) confirmed that the contribution of all biomarkers is
important for the results obtained. Moreover, a very clear
difference could be observed on PC1 loadings between the
biomarkers whose concentration increased or decreased
in the breath of the GC patients, which were plotted in
the negative or positive region of the axis, respectively.
The variance captured by each PC is presented in
Supplementary Table 1 from the Supplemental Material.

Chemical gas sensor results

Figure 3 shows the result of the PCA analysis
performed using the six features extracted from the
responses of the solid state AuNP-octadecylamine
ligand chemical gas sensor (see Materials and Methods
section) to two duplicate breath samples provided by each
patient from the study. Figure 3(a) illustrates an excellent
classification of all GC patients, while the two samples
corresponding to the same control patient (C13) were
misclassified as GC, which overall yield 97% accuracy
of samples classification, 100% sensitivity and 93%
specificity. The loadings plot presented in Figure 3(b)
confirmed that the contribution of all six sensor’s features
employed to build the PCA model are important and they
do not overlap, not multiplying thus the same information.

DISCUSSION

GC biomarkers

Gastric cancer is associated with several risk
factors, among which the most important, as we know
today, are the excessive consumption of salt and smoked
foods, smoking habit, abuse of alcohol, infection with
Helicobacter pylori, environmental conditions, and
working environment [10, 11]. Genetic factors are not a
determining factor for developing GC, which explains the
low percentage of patients from our study with first-degree
relatives suffering from GC. Nevertheless, we should note
that the possibility of being diagnosed with GC drastically
increases after the age of 50 (although late diagnosis could
play an important role here), and GC is also known to be
more common for men than women. Therefore, patients
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Table 1: Breath biomarkers for Colombian patients diagnosed with gastric cancer

Group Compound CAS N° Structural formula P-value
o voci ~ Irans-2, 2-dimethyl-3- 55499-02-0 \\>< 0.006
= decene - N\/
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< E vVOC2 Octadecane 593-45-3 \/\/\/\ 0.022
gt
= L
; ~ VOC3 M-xylene 108-38-3 Z \‘ 0.029
7 e
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VOC4 Hexadecane 544-76-3 VA VAVAV AV VAN 0.031
oz 1-Cyclohexyl-2- =
2z VOC5 (cyclohexylmethyl) 55030-21-2 VRN 0.034
= = t N\
2= pentane C)
F —

VOC6 Eicosane 112-95-8 RV AV A AV AV AV AV 0.045

age and gender and the infection with Helicobacter pylori
were considered as confounding factors in this study, as
well as the smoking habit that has an important influence
on exhaled breath composition.

Regarding the provenance of the patients in
this study, many of them live in the countryside and
predominantly use wood for cooking, which usually
exposes them to soot and cocktails of products formed
during incomplete, low-temperature combustion, such
as carbon monoxide, benzene, butadiene, formaldehyde,
together with a high concentration of particles that contain
a variety of alkanes, alkenes and polycyclic aromatic
hydrocarbons, all recognized as being harmful for human
health. Among these toxic substances alkanes with
hydrocarbonated chains from C15 to C35 are typically
found, which could explain the presence of the biomarkers
hexadecane and octadecane in the GC group, while
eicosane and I-cyclohexyl-2-(cyclohexylmethyl) pentane
were identified as biomarkers in the control group (i.e.,
patients with other gastric diseases) [14].

Other relevant factor for GC is the occupational
exposure, being the excavators and pavers, forestry
workers, electric and electronic workers, motor transport
workers, and food industry employees the categories
with elevated risks [15]. The substances most plausibly
associated with gastric cancer are crystalline silica,
leaded gasoline, grain dust, lead dust, zinc dust, hydraulic
fluids, and glycol ethers [15]. The frequency, duration
and intensity of the exposures to these substances in the
working environment, as well as the way they enter into
the organism (inhalation, ingestion or dermic absorption),

plays a role for initiation of this disease. In Colombia this
risk is highly increased by the lack of appropriate and
sufficient protection equipment employed by the workers
during their normal activity [16].

Farmers that are exposed to harmful substances
present in chemical products (e.g. fertilizers, insecticides,
fumigants and herbicides) can be also specifically
affected. One component in the pesticides is m-xylene,
which is also widely used as solvent, cleaning agent,
paintings dissolvent, in the chemical industry and in the
manufacturing industry of plastic products, synthetic
fibers, rubber and leather products. Building workers
are exposed to m-xylene, as they have contact with
solvents and thinners for different kind of paintings (spray
lacquer, varnish) which all contain m-xylene. Chronic
exposure to xylenes can cause depression, anemia,
hemorrhage of the mucous membranes, hyperplasia of
the bone marrow, increase of the size of the liver and
nephrosis [17]. However, according to experimental
studies on animals, there is no enough evidence to classify
xylenes (meta, ortho and para) as carcinogen agents, and
they are classified in the Group 3 (not classifiable as
carcinogenicity to humans) by the International Agency
for the Research of Cancer (IARC) and the Environment
Protection Agency (EPA) [18].

Environmental air pollutants comprise volatile
organic compounds (VOCs) with photochemical ozone
creation potential (POCP), which produce ozone at the
ground level known as “summer smog” or photochemical
smog due to their ability to form ozone in relation to
ethylene, which happens when they are mixed with
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nitrogen oxides. Among these substances, the alkenes
have the highest POCP. One of the identified biomarkers
associated with GC, trans-2, 2-dimethyl-3-decene, belongs
to this group of compounds [19].

The pathophysiology to explain the GC related
biomarkers identified in this study and their biochemical
mechanism of production is not yet well understood.
However, research studies suggested that cancer
development may involve increased oxidative stress
and upregulation of cytochrome p-450 enzymes under
metabolic stress due to carcinogenesis [20-22]. As
the human organism relies on mitochondrial oxidative
phosphorylation for energy production, a leaked oxygen
radical leads to the formation of highly reactive oxygen
species such as superoxide, hydrogen peroxide and
hydroxyl radical, which are highly toxic for cellular
constituents. The reactive radicals tend to provoke lipid
peroxidation and convert the polyunsaturated fatty acids
into various volatile alkanes that are released in the
breath shortly after their production [23-25]. Straight
chain aliphatic alkanes such as octadecane (C8 carbon
chain length), hexadecane (C16 carbon chain length)
and eicosane (C20 carbon chain length) are generated
from lipid peroxidation [23, 25]. While octadecane and
hexadecane were found elevated in the breath of GC
patients, the concentration of eicosane decreased; this
could be related to the fact that the long chain of this
aliphatic alkane might be metabolised by the cytochrome
P450 into smaller molecules such as alcohols, and
therefore its concentration is reduced in the exhaled
breath of GC patients [22, 25]. Trans-2, 2-dimethyl-3-

decene might be generated as an intermediate product
of conjugated dienes once the chain reaction of lipid
peroxidarion has been initiated [22]. Finally, the metabolic
origin of [-cyclohexyl-2-(cyclohexylmethyl) pentane
is difficult to elucidate, while m-xylene is an aromatic
hydrocarbon of exogenous origin.

The three patients misclassified by the PCA model
based on the GC breath biomarkers identified in this
study belong to the control patients CO7 (the only control
patient diagnosed with ulcer) and C13 (who performed
double exhalation because of physical weakness) and to
the gastric cancer patient GO1 (with very critical health
condition). The undefined patient U01 (GC patient that
responded well to chemotherapy) was plotted in the
Controls group. Corroborating the results obtained in the
present study with those obtained on study populations
from China and Latvia [8, 9], it is evident that geographic
factors associated with lifestyle, alimentation and
genetics (gastrointestinal flora) have an important effect
on the metabolomics pathway of the gastric cancer
disease. The GC patients from the Chinese and Latvian
studies had elevated levels of a wide variety of organic
compounds, including ketones (6-methyl-5-hepten-2-one
— both China and Latvia), aldehydes (nonanal — Latvia),
alcohols (2-butoxy-ethanol — China, and 2-ethyl-1-
hexanol — Latvia), alkenes (isoprene — China), nitriles
(2-propenenitrile — China), and aromatic compounds
(furfural — China, and styrene — Latvia). In the present
study we could also identify compounds from the alkenes
(trans-2, 2-dimethyl-3-decene) and aromatic compounds
(m-xylene) groups, but also compounds form the chemical

VOCl1

VoC2

VOC3

VOC4

VOC5

VOCé6

10* 10°
Abundance (Peak area)

(*)

[ ] Control
B Gastric Cancer

10° 10’ 10°

Figure 1: Biomarkers abundances in the breath of the GC and Control patients. Error bars represent the standard error of the
mean. () Statistically significant difference (p < 0.05) between GC and Control groups; (**) statistically significant difference (p < 0.01)

between GC and Control groups.
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group of alkanes (hexadecane and octadecane), which
were not identified in the Chinese or Latvian populations.
Nevertheless, the results of this study performed on
patients from Colombia revealed different GC biomarkers
as compared with the studies performed on patients from
Eastern Asia and the Baltic States.

GC diagnosis with the chemical gas sensor

A high diagnosis accuracy of GC (97%) was
obtained with the chemical gas sensor employed in

this study, which is on par with the accuracy of the
endoscopy test that represents the current standard
diagnosis procedure for GC. The only sample
misclassified by the PCA classification model built
on sensor data belongs to patient C13, who performed
double exhalation during breath sample acquisition due
to physical weakness, which could affect the accuracy
of the results (this patient was also misclassified by
the PCA model built with the abundances of GC breath
biomarkers). The undefined patient U01 (GC patient
that responded well to chemotherapy) was plotted in
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Figure 2: (a) PCA scores plot performed with biomarkers abundances. GC: red labels; Control: blue labels; Undefined: green label; (b)
PCA loadings plot performed with biomarkers abundances. Biomarkers with increased concentration in GC patients’ breath: red numbers;
Biomarkers with increased concentration in Controls’ breath: green numbers.

www.oncotarget.com

Oncotarget



the Controls group. It is important to point out here
that the superior results of the sensor test as compared
with the model built with the GC biomarkers can be
attributed to the fact that the sensor responds to the
overall volatiles pattern that includes compounds under
the limit of detection or limit of quantification of the
GC-MS equipment, yet they can contain important
traces of the metabolic changes produced by the GC in
the organism.

Similar studies performed on a Chinese
population, where the breath samples were measured
with an array of 15 chemical gas sensors based on gold
nanoparticles functionalized with 11 different organic
ligands and bilayers of single-walled carbon nanotubes
and organic derivatives, achieved 86% classification
accuracy [8].

The significantly superior results obtained in the
present study can be attributed to several betterments
that we introduced. On one hand, the sensing material
was fabricated employing an innovative technique
recently reported by the authors, which allows for
the fabrication of ultrapure monolayer-capped metal

nanoparticles [27]. The main advantage of this technique
is that the gold nanoparticles are synthesized in vacuum
from the melting of a pure metal (see Materials and
Methods section), which ensures the fabrication of
ultrapure nanoparticles. Sensor’s response is thus
not cross-influenced by confounding reactions with
synthesis residuals, as can be the case of the sensing
materials produced by wet-chemistry methods [28], such
as those reported in the previous study of gastric cancer
performed on a Chinese population [§8]. Moreover, we
introduced a new sensor that uses a completely new
organic functionality (octadecylamine), with high
affinity towards long chain aliphatic hydrocarbons
(including alkanes and alkenes), due to its hydrocarbon
C-C tail. On the other hand, the sensing technique
proposed, which comprises 10 sec operation cycles
followed by 70 sec stand-by, provides dynamic behavior
that allows for fully exploring the reaction kinetics
between the sensing material and the breath volatiles
under repeated short operation pulses.

An important remark is that, in comparison with
other previous studies, our methodology has paramount
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Figure 3: (a) PCA scores plot obtained from sensor’s responses. GC: red labels; Controls: blue labels; Undefined: green label. Labels
A and B after the patient number correspond to two different samples provided by the same patient; (b) PCA loadings plot obtained from
sensor’s responses. The numbers in the graph represent the different sensor’s features.
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Table 2: Patients Information

.§ P ‘—E = _ Study
3 S = -
E & £€ &3 : s &% s
— o %) L = o ® — =
F s % L3 £ : EE F oz g
] = L 2 N5 = £ = ‘@ S [ =
5 B T Fx s z 2 = = 8 3
= =
Tramadol Ranitidine
Go1 GC 71 F r  Hyoscine Metoclopramide o Mtestinal 0P @ Ny x X
Omeprazole Dipyrone Antrum
Hydromorphone
Ranitidine Hyoscine
G03 GC 79 F R Metoclopramide No Diffuse  Pedand o x o x
Omeprazole Captopril Antrum
Morphine
G04 GC 63 M R Omeprazole No Intestinal Antrum  No X X
G06 GC 66 F U Nodata Intestinal Antrum  No X -
GO07 GC 77 M R Acetaminophen Tramadol No Intestinal Cardias No X X
Omeprazole
Go8 GC 76 M R SodiumAcetaminophen g pginy  Bodvand gy
Omeprazole Cardias
G09 GC 85 M U  Omeprazole No Intestinal Body jand No X X
Cardias
Tramadol, Omeprazole
G10 GC 79 M U  Metoclopramide No Intestinal Cardias  No X X
Morphine
Metoclopramide
G11 GC 66 F R Ranitidine Hyoscine No Intestinal Antrum  No X X
Potassium
Ranitidine
G12 GC 61 M R metoclopramide Bromide Yes Diffuse Antrum  No X X
Ipratropium Hyoscine
G13 GC 46 M R Hydromorphone Hyoscine  Yes Intestinal Antrum  No X X
G14 GC 76 M U Nodata No Diffuse Antrum  No X X
Furosemide Carvedilol
G15 GC 8 M R Atorvastatinlpratopium —y © il Body  No X -
bromide Spironolactone
Enalapril Omeprazole
G17 GC 80 M U  Omeprazole Yes Intestinal Antrum  No X -
Co1 Gastritis 54 F R Nodata No Non-atrp Phlc Antrum  Yes X X
gastritis
Co02 Gastritis 70 M R Omeprazole Yes AtI'Op.h'IC Body and No X X
gastritis Antrum
Co3 Gastritis 88 M R Naproxen yes  TNon-atrophic No X X
gastritis
Tramadol
AllopurinolCalcitriol
. Furosemide Non-atrophic
Co4 Gastritis 69 M U . Yes .- Antrum  No X X
Levothyroxine Losartan gastritis
Omeprazole Propranolol
Clonazepam

Losartan Omeprazole
Co5 Gastritis 60 F U  Hydrochlorothiazide No
Aluminum hydroxide

Non-atrophic

o Antrum  No X X
gastritis

(Continued)
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Co06 Gastritis 56 F U Levoter).un Losartan No Atroph}c Antrum  Yes X X
Metformin gastritis
Omeprazole Nifedipine
Co7 Gastritis/Ulcer 74 F U Lovastatin Losartan No Non-atr.ophlc Antrum  No X X
Levothyroxine gastritis
Hydrochlorothiazide
Co08 Gastritis 62 M R Omeprazole Captopril Yes Atrop.h.1c Antrum  Yes X X
gastritis
09 Gastritis 53 F U Ranltlc'hne Losartan No Atroph.lc Body and Yes X x
Hyoscine gastritis Antrum
C10 Gastritis 77 F U Omepra}zole aluminum No Non-atrp ph1c Antrum  No X X
hydroxide gastritis
C13 Gastritis 71 F R Losartal} Omeprazole No Non-atrp phlc Antrum  Yes X X
Loratadine gastritis
Levothyroxine Non-atrophic
C14 Gastritis 58 F U  Atorvastatin No as tritips Antrum  Yes X X
OmeprazoleAcetylsalicylic &
cis Gastritis 86 M R Omeprazole No ~ Atophic  Bodyand gy oy
MagnesiumCalcium gastritis Antrum
C16 Gastritis 87 M R Nodata Yes ~ Awrophic  Bodyand gy
gastritis Antrum
C17 Gastritis 49 M R Trimebutine No Non-atrf) Phlc Antrum  No X X
gastritis
Satisfactory
recovery
progress Atrophic ~ Body and
vt after GC 75 M U Nodata No gastritis Antrum No X X
treatment with
chemotherapy

Histological classification of gastric carcinoma was based on Lauren's criteria.

advantages in terms of both: (i) breath sample collection
procedure — the patient breathes normally through the
breath sampler instead of performing an extenuating lung
wash and providing a deep breath, which can extensively
exhaust the patients with gastric affections; (ii) samples
measurement — the breath sample is directly injected into
the test chamber, without the need to be at first stored in
a sorbent tube and then heated for releasing the absorbed
volatiles, with the inherent loss of VOCs; and (iii)
simplicity and reliability of the sensing system — use of
only one chemical gas sensor, with simpler operation and
data analysis procedures, and less prone to artefacts that
can be introduced by a sensors array. Because of these
advantages, our test can be performed directly in the
hospital where the patient is attended, as it was done in
this study.

Whereas the endoscopy is painful, invasive,
unpleasant for the patient, not free of risks and not easily
available in the developing countries for performing large
scale population screening due to its elevated costs and the
need of qualified medical staff, the method that we propose
in this study uses non-invasive biological samples (i.e.,
exhaled breath) that are easily collected (the patient just
needs to breathe normally through a breath sampler device),
it is easy to perform, fast, not expensive, and thus highly
suitable for mass-screening of the high risk population. Due
to the affordable methodology employed, this test can be
easily repeated in case of doubts. Although validation on
large cohorts is still absolutely necessary, we can state that
our diagnosis test holds excellent potential to be introduced
in the future as a large scale prediagnosis method for GC
in Colombia, allowing for the selection of the patients who
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should undergo more detailed analysis (e.g., endoscopy and
biopsy). A validation study will be realized as a future step
and the results will be published elsewhere.

Final remark

Although in this study we used a different breath
sample collection procedure and different analytical
equipment that could produce slightly different results,
the studies with patients from China and Latvia that found

geographical differences between these two populations
were realized by the same research group employing
exactly the same breath sampling procedure and the
same analytical equipment. Therefore, these differences
could be rather attributed to the genetic, lifestyle and
alimentation differences among these populations from
the World regions with highest GC incidence rates, and
could a priori indicate the necessity of developing a
personalized breath test adapted to the actual patients
living or provenience region.

Figure 4: Surface Electron Microscopy (SEM) image of the AuNP-octadecylamine sensing film. This image was acquired
with a Zeiss LEO 1550 High Resolution Scanning Electron Microscope (HR-SEM), using a field emission gun as electron source, an

acceleration voltage of 10 kV, and 100,000 magnification value.
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Figure 5: Typical sensor response to an exhaled breath sample (red curve) and the features extracted (blue points).
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MATERIALS AND METHODS

Patients and breath samples collection

30 volunteers (14 GC, 15 Controls and 1
Undefined) were selected for this study among adult
patients attended for gastric complains at Hospital
Universitario la Samaritana from the dependencies of
Gastrosur S.A. in Bogota, Colombia. Full information on
the patients included in this study is presented in Table 2.
The patients were thoroughly explained the aim of this
study and the medical procedures to be followed during
samples collection, and they were included in the study
only after signing the informed consent. The security
regulations of the hospital were rigorously applied in the
case of both the patients and the medical personnel that
took part in the study. Endoscopy tests were performed to
each patient in the same day of breath samples collection,
before breath sampling, while biopsy tests were further
performed whenever necessary. These tests led to the
final confirmation of the disease of each patient. In all
cases the adenocarcinoma was confirmed by pathological
tests.

The patients did not consume any kind of food, drink
or tobacco at least for 10 hours before breath samples
collection. The samples were acquired employing the
BioVOC™ breath sampler device (Markes International,
UK). During breath sampling, the patient exhaled
normally through a disposable mouthpiece until totally
emptying the lungs. The first part of the breath exited
through the no-return open end of the breath sampler
device, which retained only the last 129 ml part of the
breath corresponding to the alveolar air that contains the
compounds exchanged by the blood with the lungs and is
more probably to contain indices of the gastric lesions.
Before any use, each breath sampler was cleaned for
15 min in a solution of 20 ml of disinfectant (Amukina,
Spain) dissolved in 1 litter of distilled water, being then
left to naturally dry without wiping.

Each patient provided either one or more breath
samples, which were measured with the GC-MS system
and/or with the chemical gas sensor (see Table 2). For the
sensing measurements, the breath samples were measured
immediately after collection in a hospital room specially
accommodated for this purpose. In the case of the GC-
MS studies, the breath samples were transferred to storage
glass tubes filled with Tenax TA sorbent material suitable
for the storage of breath VOCs (ORBO™ 420 Tenax TA
sorption tubes purchased from Sigma-Aldrich, Colombia).
For increasing the concentration of the VOCs trapped
by the sorbent material, two breath samples of the same
patient were transferred to the same storage tube. The
sorbent tubes were stored at 4°C in a fridge for biological
samples before analysis, and shipped to URV (Spain)
for performing the GC-MS studies. This analysis was
performed six months after samples collection.

GC-MS analysis and biomarkers identification

For the identification of the breath biomarkers
associated with gastric cancer, the samples were analyzed
with a Quadrupole Time-of-Flight Gas Chromatography/
Mass Spectrometry (GC/Q-TOF) analytical instrument
(Agilent G7200AA), which represents the state-of-
the-art in GC-MS analysis. For performing the GC-MS
measurements, at first the Tenax material from the sorbent
tube was transferred into a 20 mL glass vial that was
sealed and heated at 100°C on a hotplate for desorbing the
trapped breath volatiles. The Solid Phase Micro-Extraction
(SPME) technique was used to preconcentrate the volatiles
released by the sorbent material in the headspace formed
above the Tenax material. The volatiles captured by the
SPME DVB/Carboxen/PDMS fiber were injected into the
GC/Q-TOF port for analysis, using 26.25 min runtime.

The GC/Q-TOF system was operated in the splitless
mode, and the following extraction and chromatographic
conditions were used: Extraction time: 20 min; Extraction
temperature: 100°C; Desorption time: 2 min; Desorption
temperature: 250°C. The oven temperature profile used
was: a) 10 min at 50 °C; b) Ramp of 10°C/min until 155°C;
¢) Ramp of 20°C/min until 270°C; d) 10 min at 250°C.

After realizing the deconvolution of the
chromatograms acquired employing the Unknown
Analysis software programed in the automatic mode,
with the match factor value set to 80, in each breath
sample were identified up to 650 compounds that were
determined employing the NIST 14 mass spectral
library. The most abundant VOCs are presented in
Supplementary Table 2 from the Supplemental Material.
The putative breath biomarkers for GC were found
applying the statistical t-test using the standard cut-
off value a = 0.05, corresponding to 95% confidence
interval. The similarity index showing the accuracy of
compounds identification and alternative compounds
identifications proposed by the software are presented
in Supplementary Table 3 from the Supplemental
Material. Patients sex (male/female), age (below/over
60 years old), smoking habit and the presence/absence
of helicobacter pylori infection were considered as
confounding factors for disregarding from the initial list
of putative biomarkers those that could be affected by
factors not related with the disease itself.

Chemical gas sensor and sensing measurements

The sensing device was fabricated on a silicon
substrate, where two parallel gold electrodes were
patterned by standard chemical etching. The sensing
material was synthesized by depositing at first a
monolayer of ultrapure monodispersed gold nanoparticles
in the 15 um gap between the tips of the gold electrodes,
employing the advanced gas deposition (AGD) system
(Ultra Fine Particle Equipment, ULVAC Ltd, Japan
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[29]). For this, a high purity gold piece (99.999% purity)
was placed inside an induction coil in the evaporation
chamber of the AGD equipment and heated over the
melting point of gold in an inert He gas atmosphere. Au
atoms released from the surface of the molten gold metal
piece formed gold nanoparticles by collision, which were
carried upwards through a narrow transfer pipe (3 mm
diameter) by the He carrier gas introduced underneath,
to the deposition chamber of the AGD equipment where
the sensing substrate was placed on a movable support.
Because of the pressure difference between the two AGD
chambers (90.8 mbar in the evaporation chamber and
0.09 mbar in the deposition chamber, respectively), the
AuNP impinged at high speed on the sensor surface, where
they got strongly adhered. The experimental conditions
(pressures in the two AGD chambers and speed of the
movable support set to 1 mm/sec) were adjusted such that
to obtain the deposition of dispersed AuNP. In the next
step, the sensor was introduced for 1 hour in a solution of
100 pL of octadecylamine dissolved in 20 ml ethanol and
then heated for 1 hour at 50°C in ambient atmosphere in a
conventional oven for ethanol solvent evaporation, using
a temperature ramp of 10°C/min. This process produced
the functionalization of the AuNP with octadecylamine,
forming a network-like structure (Figure 4) where the
AuNP ensures the electrical conduction through the
sensing film, while the organic functionalities provide
reaction sites for the volatiles to which the sensor is
exposed.

For performing the sensing measurements, the
sensor was placed inside a Teflon test chamber (26 cm?
inner volume) provided with two orifices for sample
inlet and sample outlet, respectively. The breath sample
was directly injected from the BioVOC into the sensor
test chamber by slowly pushing the plunger during 10
sec. Each sensing measurement comprised the following
cycles: (a) 5 min stabilization under steady state
conditions; (b) 10 min exposure to the breath sample
under steady state conditions; (c) 5 min for cleaning
the sensor surface and purging the test chamber using
continuous synthetic dry air (1 I/min flow rate). During
the measurements, the sensor was operated at 5V in
a sequential mode (6 cycles of 10 sec ON followed by
70 sec OFF) in order to fully exploit the absorption/
desorption reaction kinetics between the sensing material
and the breath volatiles. A high precision power source
(B2902A, Keysight Technologies, Hungary) was used
for applying the operating voltage, and a high resolution
data acquisition system (34972A LXI/Data Acquisition,
Keysight Technologies, Hungary) for acquiring the current
through the sensor for further analysis.

Data analysis

Data reduction was performed at first for reducing
the size of the information acquired by the sensor from

the 540 initial data points to 6 data points (1 point per
cycle), corresponding to the mean value of all the current
values acquired in that cycle (see Figure 5). These features
were next used as input data to the pattern recognition
algorithm.

Principal Component Analysis (PCA) was used
for building the samples classification models. PCA is a
multivariate data analysis method that is widely useful for
data classification [30, 31]. This powerful data analysis
tool was selected in this application since it is an effective
linear unsupervised method able to extract the most
relevant information from the dataset and project that
information into a low-dimensional plane using the scores
plot. In this study, the dataset was auto-scaled before
applying the PCA in order to make all the measurements
equally weighted.

The prediction accuracy of the PCA model was
calculated as the number of correctly grouped samples
over the total number of samples employed in the analysis.
The sensitivity was calculated as number of true positives
over true positives plus false negatives, and the specificity
as the number of true negatives over true negatives plus
false positives.
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Exhaled breath analysis for gastric cancer diagnosis in colombian

patients

SUPPLEMENTARY MATERIALS

PCA analysis performed with the breath
biomarkers

The variance captured by each PC for the PCA
analysis performed with the breath biomarkers for
gastric cancer identified in this study is presented in
Supplementary Table 1.

Exhaled breath analysis

The GC-MS studies identified up to 650 volatile
organic compounds in the breath of each volunteer. The
most abundant of them are presented in Supplementary
Table 2.

The similarity index of the putative biomarkers
identified from the statistical analysis of the breath
samples is provided in Supplementary Table 3, as well as
alternative compounds identifications for each biomarker

proposed by the software employed to analyse the
chromatographic data.

Biomarkers abundances in the breath sample of
every volunteer

Patients classification based on confounding factors
achieved by the PCA model built with sensor’s
responses

Supplementary  Figure 7 shows patients
classification based on the most important confounding
factors that can be found in the breath of patients with
gastric diseases provided by the PCA model built with
sensor’s responses, confirming that these confounding
factors do not affect patients classification based on gastric
cancer sickness.
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Supplementary Figure 1: Boxplot diagram for trans-2,2-dimethyl-3-decene.
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Supplementary Figure 2: Boxplot diagram for octadecane.
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Supplementary Figure 3: Boxplot diagram for m-xylene.
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Supplementary Figure 4: Boxplot diagram for hexadecane.
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Supplementary Figure 5: Boxplot diagram for I-cyclohexyl-2-(cyclohexylmethyl) pentane.
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Supplementary Figure 6: Boxplot diagram for eicosane.
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Supplementary Figure 7: PCA scores plot obtained from sensor’s responses when the following classifications were assessed: (a)
Presence/absence of H. pylori infection; (b) Smoking habit; (¢) Age; (d) Gender.



Supplementary Table 1: Variance captured by each PCA in the PCA model performed with the breath biomarkers

Principal Component % Variance (This PC) % Variance (Cumulative)
1 40.61 40.61

2 18.57 59.19

3 16.54 75.72

4 10.44 86.16

5 8.19 94.36

6 5.64 100

Supplementary Table 2: Most abundant volatile organic compounds in volunteers breath

See Supplementary File 1



Supplementary Table 3: Information about the putative biomarkers for gastric cancer identified in this study, and
alternative compounds proposed by the software

No. Compound

Mass to charge
ratio (m/z)

Retention time

Match factor (%)

Alternative compounds

Trans-2,2-dimethyl-
3-decene

2 Octadecane

3 M-xylene

4 Hexadecane

1-Cyclohexyl-2-
5 (cyclohexylmethyl)
pentane

6 Eicosane

69.0716 7.6237

71.0873

10.8352

91.0576 2.8311

43.0559 8.1518

153.1655 5.3618

215.1779 13.2262

68.9

80.8

94.6

76.6

71.4

71.3

Undec-10-ynoic acid, dodecyl
ester

2-Undecanethiol, 2-methyl-
4-Nonene, 5-butyl-
Cyclododecane

Phytol
(E)-Hexadec-2-enal
1-Decanol, 2-hexyl-
P-xylene

O-xylene

Benzene, 1,3-dimethyl-
1-Octanol, 2-butyl-
1-Decanol, 2-ethyl-
Decyl octyl ether

2-Isopropyl-5-methyl-1-
heptanol

1-Hexanol, 5-methyl-2-(1-
methylethyl)-

Tridecane, 6-methyl-

Cyclohexane, 2,4-diisopropyl-
1,1-dimethyl-

Cyclohexane, 1,5-diisopropyl-
2,3-dimethyl-

Formic acid, 3,7,11-trimethyl-
1,6,10-dodecatrien-3-yl ester

1-Heptatriacotanol
Limonen-6-ol, pivalate

cis-Z-.alpha.-Bisabolene
epoxide




