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Antecedentes: El cancer de pulmén y de mama son las principales causas de
muerte en todo el mundo. El trabajo exploratorio previo ha demostrado que se
han encontrado patrones de los marcadores bioquimicos en el aire exhalado de
pacientes con cancer de pulmdn y cancer de mama que se distinguen de los de
pacientes control. Sin embargo, el analisis quimico del aire exhalado no ha

demostrado la idoneidad para el diagndstico clinico individual.

Métodos: Los autores utilizaron un método basado en recompensa de alimento,
al entrenar 5 perros de casa, para que distinguieran por el simple olor, muestras
de aire exhalado de 55 pacientes con cancer de pulmén y 31 pacientes con
cancer de mama de los 83 monitoreados. Una prueba correcta de las muestras
de cancer estaba asentada / situada en frente de la muestra. La primera reaccién
a las muestras de pacientes control fue hacer caso omiso de la muestra. En
principio los autores entrenaron los perros en un proceso de tres fases
secuenciales que progresivamente aumentaba los niveles de desafio. Una vez
entrenados, la capacidad de los perros para distinguir los pacientes con cancer
de los pacientes control fue luego probada utilizando muestras de aliento de
individuos que no se habian encontrado con los perros anteriormente. Los
investigadores taparon los ojos de ambos, los adiestradores y los observadores

experimentales para ocultar la identidad de las muestras de aliento.



El diagndstico preciso de los datos indicd que estas muestras fueron obtenidas
exclusivamente de la olfateada de los perros, en condiciones de doble cegada, a
partir de individuos que no se habian reunido anteriormente con los perros

durante el periodo de entrenamiento.

Resultados: Entre los pacientes con cancer de pulmoén y los pacientes control,
la sensibilidad de deteccién canina por olor comparada con el diagnostico
convencional de la biopsia fue 0.99 (95% intervalo de confianza [IC], 0,99, 1,00)
y la especificidad general 0.99 95% IC, 0.96, 1.00). Entre los pacientes con
cancer de mama y los pacientes control, la sensibilidad fue 0,88 (95% IC, 0,75,
1,00) y la especificidad 0,98 (95% IC, 0,90, 0,99).

La sensibilidad y la especificidad fueron notablemente similares en todas las 4
etapas de ambas enfermedades. Conclusion: El entrenamiento fue eficaz y la
identificacion de cancer fue exacta, en cuestion de semanas los perros
domésticos quienes recibieron entrenamiento basico de conducta fueron
entrenados para distinguir con precision las muestras de aliento de pacientes con
cancer de pulmoén y cancer de mama de los pacientes control. Este trabajo piloto
que usa deteccidon canina de olores demuestra la validez de la utilizacion de un
sistema bioldgico para examinar aire exhalado en el diagndstico de identificacion

del cancer de mama y de pulmon.

Trabajos futuros deberian examinar la quimica del aire exhalado para determinar
que compuestos quimicos pueden identificar con mayor precision la presencia de

cancer. Palabras clave: perros, deteccion canina de olor, cancer de mama,

diagnostico, cancer de pulmén.



El diagndstico de deteccion temprana del cancer es un objetivo deseable, ya que
a menudo permite el tratamiento con menor toxicidad y pronostica una mayor
supervivencia. Sin embargo, En muchos tipos de cancer, la capacidad limitada de
los actuales métodos de diagndstico puede contribuir a un mayor indice de
mortalidad por cancer. Cuando el cancer de pulmdn es detectado es sus
primeras fases, la intervencion quirdrgica por si misma puede lograr tasas de
supervivencia de 5 afios en hasta 50% de los pacientes.1 Sin embargo, la
radiografia de térax y la citologia de esputo tienen una alta tasa de falsos

negativos y, por lo tanto, no detectan muchos de los casos en etapas tempranas.

1. Ademas, la tomografia computarizada (TC), capaz de detectar lesiones tan
pequefas como de 1 mm de didmetro, produce muchos falsos positivos, que
conducen a cirugias innecesarias por la biopsia.2 La alta tasa de falsos positivos
de la Tomografia Computarizada puede ser reducida a través de la confirmacion
con la tomografia por emisidon de positrones. 3 En el cancer de mama, aunque la
evidencia sugiere que la mamografia reduce la mortalidad por cancer de mama,
4, 5 y permite el tratamiento con menor toxicidad, 6 aun hay incertidumbre
debido a la calidad variable de los estudios 7 y la inconsistencia de los resultados
entre los estudios .8 La mamografia detecta las lesiones no cancerigenas, lo que
lleva a pruebas innecesarias, tratamientos y ansiedad.9 Ademads, es mas
probable que la mamografia no detecte el cancer en mujeres con tejidos

mamarios densos.

Deteccidon Canina de aliento en Cancer de pulmén y de mama

Un enfoque alternativo a estas herramientas tradicionales de diagndstico ha sido
la busqueda de biomarcadores que puedan ser identificados a través de
muestras de sangre con métodos de quimica analitica. Sin embargo, estos
métodos tienen desventajas significativas. En el cancer de pulmoén, cuando

muchos biomarcadores son considerados individualmente, no han demostrado la



idoneidad para su uso como las pruebas de deteccion, y aun no esta claro qué
grupo de pruebas utilizadas en conjunto proporcionaran diagndsticos de
sensibilidad y especificidad suficientes. En el cancer de mama, la evidencia es
limitada debido a la falta de estandarizacidon de las pruebas y por los estudios
que son demasiado pequenos y no tan faciles de comparar, con pacientes

heterogéneos y caracteristicas del tumor.

Posiblemente la deteccidon canina de olor puede ayudar a superar algunos de
estos inconvenientes, debido a la extraordinaria capacidad olfativa del perro, que
tiene umbrales de deteccion tan bajos como partes por trilldon. Ademas, el
sistema olfativo canino parece ir mas alla de los simples umbrales bajos de
deteccidn, hasta la capacidad de discriminar entre mezclas quimicas complejas,

como la que se encuentran en el aliento exhalado por los humanos.

Los compuestos organicos volatiles que potencialmente diagnostican el cancer,
tales como alcanos, alcanos metilados, compuestos aromaticos, y derivados del
benceno, se han identificado mediante cromatografia de gases / espectroscopia
de masas (GCMS) en el aire exhalado de pacientes con cancer de mama y de
pulmén. En ambos tipos de cancer de pulmén y de mama, 18 de las
concentraciones relativas de estos compuestos exhalados difieren entre los
pacientes y los voluntarios sanos. Sin embargo, la espectroscopia de masas no
puede detectar todos o casi todos los productos quimicos presentes, perdiendo,
potencialmente los marcadores de diagndstico mas importantes. Ademas,

todavia no es una practica habitual en el diagndstico del cancer.

Informes de casos de interacciones entre pacientes y perros para el diagnostico
de cancer aparecieron por primera vez en 1989 y, posteriormente, en 2001. Esto
fue seguido por evidencia desconcertante de que el melanoma y el cancer de
vejiga podrian ser detectados por los perros a través del uso de sus habilidades

olfativas. En el estudio actual, nos propusimos explorar 3 preguntas. Nuestro



primer objetivo era ver si los perros normales, sin entrenamiento previo de
discriminacion de olor, podian ser entrenados rapidamente para identificar
pacientes con cancer de pulmén y de mama al oler muestras de su aliento
comparado con tubos de muestra vacios no utilizados. Nuestro segundo objetivo
era investigar si los perros podian distinguir muestras de aliento de pacientes con
cancer de pulmon y de mama de aquellos pacientes saludables. Finalmente, se
tratd de examinar si el rendimiento del diagndstico del perro se veria afectado
por la etapa de enfermedad de los pacientes con cancer, la edad, el tabaquismo,
o el alimento recientemente comido por los pacientes con cancer o los pacientes

control.

Métodos: Pacientes y donantes control de aliento

Los pacientes aptos eran hombres y mujeres mayores de 18 afios con una
biopsia confirmada muy reciente de un diagndstico convencional de cancer de
pulmén o mama. Especificamente pedimos que los centros de reclutamiento
refirieran los pacientes lo antes posible tras el diagndstico definitivo de tal modo
que el aliento de muestreo no interfiriera con la demora prevista del tratamiento
convencional. Como sospechamos que el tratamiento de quimioterapia podria
cambiar los quimicos exhalados en pacientes, buscamos pacientes quienes no
hubieran experimentado la quimioterapia. Como también sospechamos que los
pacientes con enfermedades mas avanzadas y, por tanto, tumores mas grandes,
podrian exhalar mayores concentraciones de sustancias quimicas asociadas con
células cancerigenas que - por lo tanto, serian mas facilmente identificadas por

los perros- buscamos pacientes con cualquier etapa de la enfermedad.

Se reclutaron ambos, pacientes y pacientes control a través de los centros
médicos locales (Clinica Pine Street, San Anselmo, California; Golden Gate
Center for Integrative Cancer Care, San Francisco, California; California Cancer

Care Greenbrae, California). Todos los individuos, tanto los pacientes y los



pacientes control, respondieron a un cuestionario sobre los factores que segun
nosotros podrian afectar la exhalacién de productos quimicos en el aire: edad,
fumadores actuales y antiguos, diabetes, infecciones dentales, y el alimento
comido recientemente (que se describe a continuacion, consulte la seccidn
"Andlisis"). Se reclutaron 55 pacientes (35 hombres y 20 mujeres) con cancer de
pulmoén y 31 pacientes (1 hombre y 30 mujeres) con cancer de mama (Tabla 1).
También reclutamos a 83 voluntarios como pacientes control sin historia previa
de cancer. Los pacientes excluidos fueron aquellos que respondieron a nuestro
estudio de reclutamiento, después de haber comenzado la terapia estandar o

para quienes el reporte de biopsia positiva no estaba disponible.

Todos los individuos presentaron informe por escrito de su consentimiento.
Nuestro protocolo de reclutamiento de pacientes y los materiales fueron
aprobados por una junta de revision institucional (Independent Review
Consulting, Corte Madera, California). Ademas, nuestro entrenamiento de
animales y los métodos de manipulacion fueron disefiados con asesoria de 2
veterinarios, un entrenador de perros, y los propietarios de los perros, quienes
aprobaron nuestros métodos. No proporcionamos ningun tipo de compensacion a
los individuos que proporcionaron muestras de aliento o a los propietarios de los

perros quienes voluntariamente ofrecieron sus perros para el estudio.

Equipo y Muestreo de Aliento

Para la toma de muestras del aliento, obtuvimos un Tubo cilindrico de
polipropileno de muestreo de vapores organicos (Defencetek, Pretoria,
Sudafrica). Cada tubo estd abierto en ambos extremos, tiene 15 centimetros de
largo, tiene un diametro exterior de 2.5 centimetros, tiene un didmetro interior
de 1.88 centimetros, y tiene tapas removibles. Un tubo extraible de 2 pulgadas

de largo recubierto de aceite de silicona de polipropileno "lana" captura los



compuestos organicos volatiles del aire exhalado mientras que el aliento pasa a

través del tubo.

McCulloch y otros
Cuadro 1. Individuos

Diagnosis e Histologia

Células no pequefias de cancer de
pulmoén
Adenocarcinoma

Escamoso

Todos
Cancer de mama
Adenocarcinoma

Lobular
Todos
Donantes sanos

Etapa

Ndmero

Genero
M F
4
7 2
4 6
8 8
3 3
3 1
6
35 20
8
1 5
12
4
1
1 30
41 42

Edad media (Rango)

59 (43-87)

55 (39-73)
50 (22-79)

Para recolectar las muestras de aliento, les pedimos a los donantes exhalar de 3

a 5 veces por el tubo. Después tapamos los tubos en cada extremo con sus

respectivas tapas y los sellamos en bolsas estilo zip lock a temperatura ambiente

entre el momento de la toma de la muestra de aliento y la exposicion a los

perros.

Creiamos que a partir de la respiracion profunda desde los pulmones, donde

tiene lugar el intercambio de oxigeno, podria haber una mayor concentracion de

compuestos quimicos exhalados potenciales para el diagnédstico de cancer. Por lo

tanto, les pedimos a los individuos que exhalaran a través del tubo tan profundo

y cdmodamente como fuera posible. Deteniamos las pruebas en caso de que los



individuos se quedaran sin aliento, si comenzaban a toser, 0 en caso de que no
desearan continuar, por lo que el nimero de tubos de muestra de aliento que

pudimos recoger vario de 4 a 18.

Para cada persona evaluada, todas las muestras de aliento fueron recolectadas
durante 1 visita. Se le pidid al investigador de recoleccidon de muestras de
aliento que subjetivamente notara si la fuerza o energia de la respiracion de los
individuos "a través del tubo era "suave" o "fuerte”. Debido a las variaciones en
las tasas de seleccion y la ventana limitada de tiempo entre la fecha del
diagnostico y la fecha de comienzo de la quimioterapia, el tiempo de

almacenamiento del muestreo varié entre 1 y 60 dias.

PERROS

Cinco perros, de 7 a 18 meses, fueron elegidos de un total de 13: tres
Labradores (2 machos y 1 hembra) y 2 perros de agua portugués (1 macho y 1
hembra). Los perros fueron proporcionados por los propietarios de los perros y
por GUIDE DOGS FOR THE BLIND (San Rafael, California). Nuestro criterio de
seleccién estaba dirigido a perros mayores de 6 meses con entrenamiento basico
de obediencia, tipico de mascotas del hogar, segin lo definido por el American
Kennel Club. Los perros fueron seleccionados por su nivel de avidez al oler

objetos y responder a los comandos.

Nuestro método de entrenamiento estaba basado en la recompensa, en donde el
comportamiento apropiado es recompensado al activar un dispositivo que hace
clic y simultdneamente mostrarles comida. A lo largo de las sesiones de
entrenamiento, los perros fueron alojados en jaulas limpias, bien ventiladas
apropiadas para el tamafio de cada perro. Tenian acceso ilimitado de agua, y
practicas de buen trato eran proporcionadas cada mafana durante las sesiones
de entrenamiento y de pruebas. Entre cada prueba, que duraba

aproximadamente 10 minutos, a cada perro se le permitia tiempo libre para



jugar con los otros perros y se les dio libre acceso a un gran patio cercado para
jugar. También se prestd atencion veterinaria a cada perro, sin embargo no fue
necesaria ya que todos los perros completaron su entrenamiento y las pruebas
sin ningun tipo de eventos adversos y ningun perro experimentd alguna lesién o
enfermedad durante el transcurso de nuestro estudio. En el cuadro 2, ilustramos
la secuencia de entrenamiento y el proceso de las pruebas que usamos para
entrenar a los perros para que detectaran muestras de cancer y, luego
distinguieran a los pacientes de los pacientes control y, por ultimo, poner a

prueba su capacidad de discriminacién en un disefio de prueba de doble ciego.

Deteccién Canina a través del olfato de cancer de Pulmén y de mama
Cuadro 2. Fases Secuénciales de adiestramiento y prueba para los perros

Ubicacion de la Contenidos de la

Muestra de Estacién

Cancer con Contenidos de Secuencia de Eventos Ubicacién de la

Entre Objetivo de Otras 4 En la Estacion Muestra de Cancer
Fase 5 Estaciones Estimulo Estaciones Con muestra de Cancer Conocidos por:

Entrenamiento

Muestras de aliento de

I Escogido paciente con Cancer Tubos vacios 1. Olfatear Experimentador y
Aleatoriamente Y alimentos 2. Comando (siéntese/abajo) adiestrador
3. Indicacién por el perro
4. Luego que el perro se sienta,
entonces:
Clicker
Recompensa de comida
Felicitacion
Muestras de aliento de
II Escogido paciente con Cancer Tubos vacios 1. Olfatear Experimentador sélo
2. Si el perro indica
Aleatoriamente Y alimentos correctamente:
Clicker
Recompensa de comida
Felicitacion
Muestras de aliento de
111 Escogido paciente con Cancer Tubos vacios 1. Olfatear Experimentador sdlo
2. Si el perro indica
Aleatoriamente Y alimentos correctamente:
Clicker
Recompensa de comida
Felicitacion
Muestras de aliento de Muestra de
Experimentacion Escogido paciente con Cancer paciente Control 1. Olfatear Experimentador sdlo
Prueba a Aleatoriamente Y alimentos De aliento 2. Si el perro indica



Experimentacion

correctamente:

Clicker
Recompensa de comida
Felicitacion
Muestras de aliento de Muestra de
Escogido paciente con Cancer pacienteControl 1. Olfatear El experimentador sabia
Muestra de aliento de Solamente la locacién
Aleatoriamente paciente control a,b De aliento 2.Posible indicacion por el perro pero no
No clicker Identidad de la prueba

No hay recompensa de comida
No hay felicitacion

a. Orden aleatorio entre los ensayos, no conocido por el adiestrador.
b. El estado de la muestra no se conoce ni por el experimentador o por el adiestrador.

MECANISMO EXPERIMENTAL

Sala de entrenamiento. El entrenamiento se llevo a cabo en un cuarto de 3
por 7.3 metros con suelo de baldosas de vinilo, techo fluorescente e iluminacién
natural proveniente desde la ventana. La habitacion no tenia control del clima, y
el promedio de temperatura ambiente durante el estudio (de marzo a agosto)
oscilo entre los 18 © C a 21.5 ° C. Al final de cada jornada de trabajo, el piso se

limpiaba con jabdn de aceite de MURPHY y agua.

El personal. Durante las fases de entrenamiento, los adiestradores de perros
guiaron los perros dentro del salén, motivandolos a para olfatear las estaciones
con un simple comando: "vayan a trabajar!" Dos investigadores observaron

desde detras de una cortina, escondidos de los perros y los adiestradores.

Estaciones de Muestreo de aliento. Ubicamos 5 estaciones de muestreo en
el suelo de la habitacion en una sola linea recta, con una distancia de 90 cm. una
de la otra. Cada estacidon consistia de un contenedor de almacenamiento de
plastico de polipropileno que media 37. 5 centimetros de largo, 30. Centimetros
de ancho y 25 centimetros de altura. Cada estacién también contenia 20
centimetros de profundidad en donde se colocaron las muestras de aliento en

los tubos. Para evitar que la nariz del perro tocara los tubos de muestra,



Colocamos los tubos con las muestras de aliento en contenedores de
polipropileno de media pinta que miden 11,25 centimetros de ancho por 3,75
centimetros de alto y se usd un nuevo contenedor para cada ensayo. Para
permitir el intercambio de aire y los quimicos del aliento exhalado, se perforaron
7 orificios que median 0.63 centimetros de diametro, se perforaron en las tapas

de los envases.

Ubicacion de las muestras de aliento

Una prueba consistia en un perro caminando a lo largo del salon y olfateando
cada una de las 5 estaciones (1 muestra del aliento de un paciente con cancer y
4 muestras de aliento de pacientes control). Después de que cada uno de los 5
perros habia inhalado las muestras en cada una de las estaciones, ambas
muestras de aliento fueron reemplazadas con nuevas muestras. Para evitar que
los perros predijeran la ubicacion de las muestras de aliento de los pacientes con
cancer, el experimentador rotd la ubicacion de las muestras de aliento de cancer
dentro de las 5 estaciones utilizando una tabla de nimeros aleatorios. Un dia de
entrenamiento consistié en 5 ensayos realizados por los 5 perros, 4 veces en un

dia (un total de 100 ensayos por dia).

Clasificacion de la respuesta de los perros. Las respuestas correctas fueron
(1) indicadas a través de una sentada o acostada directamente en frente a una

muestra que contenia una muestra de cancer (una verdaderamente positiva en
calculos de sensibilidad) y (2) inhalacion pero no indicando frente a una muestra
de control (un verdadero negativo). Las respuestas incorrectas fueron (1) indicar
positiva una muestra de control (falso positivo), (2) inhalacién pero no indicar
una muestra de cancer (falso negativo), y (3) dudas, una reaccién incompleta ya
fuera hacia la muestra de cancer o hacia la muestras de control (ya sea falsos -
positivos o falsos negativos, dependiendo de si se duda que era una muestra de

cancer o una muestra de control).



Entrenamiento

El entrenamiento consistio en 3 fases (Cuadro 2). Por cada perro, cada fase de
entrenamiento se considerd terminada cuando el perro o la perra pudo distinguir
correctamente, por lo menos en 30 ensayos consecutivos, la muestra de aliento
del paciente con cancer, entre aquellas de 4 pacientes control, en la linea

experimental de 5 muestras de aliento.

Durante la fase 1 del entrenamiento, la ubicacién de la muestra de aliento de
cancer fue conocida por ambos el experimentador y entrenador (Cuadro 2). Una
estacion contenia una muestra de aliento con cancer, y las 4 estaciones
restantes contenian tubos de muestra en blanco que no habian sido utilizadas
en ninguna muestra de aliento. Para motivar a los perros para que buscaran las
sustancias quimicas exhaladas asociadas con el cancer, ubicamos un trozo de
comida de perro en la estacidon con la muestra de aliento con cancer y cubrimos
el recipiente con un trozo de papel para que el alimento no fuera visible. Los
perros caminaron sueltos a lo largo de las estaciones. No asignamos ningun
plazo en el periodo de tiempo que los perros dedicaron a olfatear las muestras o
en el nimero de veces en que un perro pudiera olfatear cualquier muestra. Para
entrenar a los perros e indicarles la muestra de cancer, cuando el perro olfateaba
la estacién que contenia la muestra de cancer, un investigador activaria el
dispositivo haciendo clic, indicando al adiestrador para que emitiera el comando
de "sentarse" , aplaudir al perro, y ofrecerle un alimento como recompensa antes
de que se fuera de la sala. Una prueba se considera completa cuando se

activaba el dispositivo, y el adiestrador llevaba al perro fuera de la sala.

Durante la fase 2 del entrenamiento, solo el experimentador tenia conocimiento
de la ubicacidn de la muestra de aliento con cancer y aparte de motivar al perro

con frases como "vaya a trabajar", decia "siéntese" u otros comandos verbales.



La sefal de clic por parte del experimentador, la recompensa de comida y los
elogios por parte del entrenador se dieron Unicamente después de que el perro
indicd correctamente la muestra de aliento con cancer. Cuando el perro indicaba
de forma incorrecta en un paciente control, el experimentador daba sefal con el
dispositivo y el adiestrador permanecia en silencio, y no le daba al perro ni
elogios ni recompensas, y suavemente reprendia al perro diciendo "no". Las
muestras utilizadas en las fases 1 y 2 (contaminadas con esencia de comida) no

fueron utilizadas nuevamente.

La fase 3 del entrenamiento es idéntica a la fase 2, excepto que la comida ya no
era ubicada en las muestras de aliento con cancer (Cuadro 2). En resumen, esta
fase del entrenamiento era para capacitar a los perros para detectar muestras de

aliento de pacientes con cancer.

Prueba: Experimento a ciegas

Durante el experimento a ciegas de prueba de olfateo canino, utilizando
muestras utilizadas anteriormente en la fase 3 del entrenamiento, el nivel de
desafio de los perros se incrementd al colocar una muestra de aliento con cancer
en la estacién 1 y muestras de aliento de pacientes control en las 4 estaciones
restantes. Por lo tanto, los perros tenian que distinguir las muestras de aliento
de pacientes con cancer de las muestras de aliento de pacientes control
saludables. Por otra parte, al adiestrador le tapaban los ojos para que no
pudiera identificar la ubicacién de las muestras y la condicién del paciente con
cancer y el paciente control. Aunque el experimentador no sabia la ubicacion de
las muestras y la condicion del paciente y del paciente control durante el
experimento a ciegas, la posibilidad de que el experimentador le diera pistas a
los perros se redujo al minimo, al ubicar al experimentador en una habitacién
contigua, detras de una cortina opaca que cubria completamente la puerta entre

las salas de entrenamiento y de observacion.



Pruebas: Experimento Doble Ciego

Diseflamos nuestro experimento doble ciego de tal forma que cada perro tuviera

la oportunidad de olfatear las muestras de aliento de cada individuo y cada

paciente control. Durante toda la fase de la prueba doble ciego, todas las

muestras de aire inhaladas por los perros, para ambos tipos de pacientes fueron

de pacientes completamente diferentes que no se habian encontrado con los

perros anteriormente durante el entrenamiento y las pruebas doble ciego.

Ademas, todas estas muestras de aliento utilizadas durante los ensayos doble

ciego, para ambos tipos de pacientes, contribuyeron a los resultados generales

que aparecen en la Tabla 3. Para cada ensayo, se utilizd una tabla de nimeros

aleatorios para determinar la ubicacion de la muestra que estaba siendo probada

en la alineacion.

Cuadro 3. Sensibilidad y Especificidad de las Pruebas Doble ciego por Deteccion Canina

Todos las pruebas Analizadas

Pruebas de Aliento

Pulmén Cancer
Etapa I
No

Si

Total
Etapa II
No

Si

Total
Etapa III
No

Si

Total
Etapa IV
No

Si

Total
Todos
No

Si

Total
Cancer de mama
Etapa I

Control

137
2
139

168
0
168

275
2
277

128
0
128

708
4
712

Céncer

0
81
81

4
135
139

160
162

188
192

10
564
574

Total

137
83
220

172
135
307

277
162
439

132
188
320

718
568
1286

Sensibilidad (95% CI) b

1,00

0,97

0,99

0,98

0.99 (0.99, 1.00)c

Primera instancia solo de cada combinacién Perro -

donante

Muestra de aliento

Especificidad (95%

C)b

0,99

1,00

0,99

1,00

0.9 (0.96, 1.00)c

Control

13
1
14

6
0
6

19

0
19
15

0
15
53

54

Cancer

20
20

34
35

39
40

43
43

136
138

Total

13
21
34

7
34
41

20
39
59

15
43
58

55
137
192



No

Si

Total
Etapa II
No

Si

Total
Etapa III
No

Si

Total
Etapa IV
No

Si

Total
Todos
No

Si

Total

99 3 102 1

6 45 51
105 48 153 0,94 0,94 1
37 1 38 5
3 19 22 0
40 20 60 0,95 0,93 5
70 1 71 1

4 27 31
74 28 102 0,96 0,95 1
54 1 55 12
2 19 21 0
56 20 76 0,95 0,96 12
260 6 266 14
15 110 125 0
275 116 391 0.88 (0.75, 1.00) 0.98 (0.90, 0.99) 14

ND = no definido.
a. Indicacion por parte del perro
b. Sensibilidad y Especificidad, estimado general eq

Todos los demas métodos fueron idénticos a los de la fase de prueba del
experimento a ciegas, salvo que ahora (1) ubicamos la muestra de aliento de
interés, ya fuera del paciente o del paciente control, dentro de la alineacién junto
con otros 4 controles y (2) tapamos los 0jos a ambos a los experimentadores y a
los adiestradores de perros para que no identificaran la muestra objetivo en la
alineacién. Mientras que en los experimentos a ciegas sélo el adiestrador era
cegado al conocimiento de la muestra objetivo, en los experimentos doble ciego,
tanto el adiestrador y como el experimentador fueron cegados para garantizar
que ni experimentadores ni adiestradores pudieran dar pistas a los perros. Dado
que los experimentadores ya no conocian la condicion de las muestras objetivo
del aliento, no tuvieron que activar el dispositivo después de darle una indicacion
al perro de “sentarse”, y por lo tanto, el adiestrador no dio al perro alimento
como recompensa. Después de haberle dado la oportunidad de olfatear y de
indicar el lugar de las muestras, simplemente el perro era sacado de la sala. Sélo
después de haber dejado la sala de entrenamiento se reconocid al perro con la
frase “buen trabajo!". Durante los ensayos doble ciego, cada tubo fue utilizado

en promedio unas 20 veces (x = 32,35, SD = 24,46, rango, 4-99).
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Manejo y Analisis de datos

Durante las fases de entrenamiento y de pruebas, los experimentadores
monitorearon cada prueba, grabando las observaciones tanto en papel como en
cintas de video. Nosotros auditamos todo el conjunto de datos del rendimiento
de cada perro para una mayor precision, comparando los registros en papel y los

de la cinta de video.

La precision del diagnostico de la fase de las pruebas doble ciego fue calculada
por la indicacidon por parte de los perros de la sensibilidad y la especificidad de
las muestras de aliento comparadas con el diagnostico de la biopsia convencional
confirmada. Los intervalos de confianza para la sensibilidad y la especificidad
fueron estimados usando ecuaciones de estimacion generales (EEG), regresion
lineal de efectos aleatorios, con errores estandar ajustados por la agrupacion de
donantes .27 La respuesta de los perros a cada una de las 5 muestras inhaladas
fue incluida en nuestro analisis, a los perros se les permitié visitar cada estacion
de muestreo y de esta forma se podria haber indicado potencialmente cada una
de las muestras en una prueba, aunque en nuestros experimentos, esto nunca
ocurrid. Los adiestradores de perros no trataron de evitar que los perros visitaran
cualquier estacion individualmente. Por lo tanto, ya que cada estacion de
muestra era considerada como unidad de andlisis, el uso de muestras de aliento
de 4 pacientes control junto con la muestra de un paciente con cancer en cada

ensayo experimental, no cambiaria la sensibilidad o la especificidad.

Durante cada prueba experimental doble ciego, como ni el experimentador ni el
adiestrador sabian la ubicacién de la muestra del cancer, no hubo activacion del
dispositivo o recompensas de alimento para los perros. No obstante, para
examinar si hubo cambio sistematico en la capacidad que tenian los perros para

detectar la muestra de aliento de los sujetos después de la inhalacion mas de



una vez- durante la serie de ensayos experimentales doble ciego- calculamos la
sensibilidad y especificidad en 2 puntos: (1) para todos los ensayos doble ciego

combinados y (2) sélo el primer suceso de cada combinacion de individuo-perro.

Utilizamos la prueba exacta de Fisher para poner a prueba las diferencias entre
los pacientes y los pacientes control en las siguientes caracteristicas: muestreo
(tiempo de toma de muestras de aliento a la inhalacién del perro, asi como
fuerza de la respiracion durante la toma de muestras) y las caracteristicas de los
donantes desde el cuestionario (edad, tabaquismo, diabetes, infecciones
dentales, y alimentos comidos recientemente que pueden afectar la respiracion,

como pescados, comidas picantes, alcohol, cordero, cerdo, café, té, y ajo).

Resultados: Efectividad del entrenamiento

Cada uno de nuestros cinco perros, que entraron en nuestro estudio con soélo el
entrenamiento basico de comportamiento de un cachorro tipico, completaron el
entrenamiento de deteccion de olores de 2 a 3 semanas. Durante las 3 etapas
de entrenamiento, usamos las muestras de aliento de 27 pacientes con cancer

de pulmon, 25 pacientes con cancer de mama, y 66 pacientes control.

Exactitud del diagndstico: sensibilidad y especificidad en el ensayo doble
ciego.

Durante los ensayos doble ciego, usamos las muestras de aliento de 28
pacientes con cancer de pulmén, 6 pacientes con cancer de mama, y 17
pacientes control. Para calcular la sensibilidad y especificidad, tuvimos en cuenta
las respuestas de los perros con cada una de las muestras inhaladas como

unidad de analisis (definido mas arriba,"Respuesta Clasificacion de los Perros" ").

Entre los pacientes con cancer de pulmén y los pacientes control, en

comparacién con el diagnostico convencional de la biopsia confirmada, en



general la sensibilidad de deteccidon canina de olor fue 0,99 (95% intervalo de
confianza [IC], 0,99, 1,00) y, la especificidad fue 0,99 (95% IC, 0,96, 1,00
Cuadro 3). Estos resultados fueron ajustados con la EEG al confundir la presencia

de tabaquismo entre 4 pacientes con cancer de pulmén (Tabla 3).

Entre los pacientes con cancer de mama y los pacientes control, la sensibilidad
general fue 0,88 (95% IC, 0,75, 1,00) y la especificidad 0,98 (95% IC, 0,90,
0,99). Para ambos tipos de cancer, la sensibilidad y la especificidad fueron

notablemente similares en todas las 4 etapas de la enfermedad (Cuadro 3).

La sensibilidad y especificidad fueron virtualmente idénticas en los 2 puntos
analizados: (1) para todos los ensayos doble ciego combinados y (2) sélo por la
primera ocurrencia de cada combinacion de perro-donante, se indica que no
hubo aumento sistematico en el aprendizaje de los perros a medida que el

ensayo doble ciego continuaba.

Para comparar los perros, contamos cada ensayo de 5 muestras de aliento como
la unidad de andlisis, en la que las posibles respuestas fueron categorizadas
simplemente como "cancer localizado" o "falla al ubicar el cancer", la Unica
respuesta correcta en este andlisis fue cuando los perros lo hicieron
perfectamente (localizando correctamente la muestra del cancer e hicieron caso
omiso de las 4 muestras de pacientes control). Estadisticamente no hubo

diferencia significativa en la precisiéon entre los 5 perros (_ 2 P = .21; cuadro 4)

Excepciones del Protocolo

Varias excepciones del protocolo se produjeron durante nuestro estudio. La
primera excepcion del protocolo fue la de 3 pacientes que previamente habian

sido tratados por cancer y se encontraban en remisiébn en el momento de



nuestro estudio. De 1 paciente en remision de cancer de mama, en 24 o 25
pruebas de olor, los perros indicaron actividad en sus muestras de aliento, por lo
tanto, fue considerada como "paciente". Ella continué bajo supervision de
diagndstico, que incluyd una resonancia magnética hecha 12 meses mas tarde;
18 meses después de haber sido identificada por los perros como un caso de
cancer, se encontrd que tenia una recurrencia local de su cancer de mama en los
margenes quirurgicos. Para los otros 2 pacientes en remision, uno con cancer de
pulmdn y el otro con cancer de mama, los perros no indicaron actividad alguna,
por lo cual se consideraron pacientes control (90 de 90 ensayos y 46 de 47
ensayos). La segunda excepcion del protocolo fueron 2 pacientes con cancer de
pulmdn que ya habian comenzado la quimioterapia. En 20 ensayos, los perros

indicaron en estos 2 pacientes sensibilidad marcadamente inferior (40,4%).

Analisis de posibles factores de confusion

Tiempo de muestreo de la prueba. Estadisticamente no hubo diferencias
significativas entre pacientes y pacientes control en el tiempo de muestreo de las

pruebas de aliento (P = .52, Prueba exacta de Fisher; Tabla 5).

Edad. Estadisticamente hubo una diferencia significativa en la distribucion de
edad entre los pacientes y los pacientes control (P <.001). Dado que no hubo
pacientes con cancer menores de 44 anos, descartamos los analisis de los 15
pacientes control menores de 44 afios. En este anadlisis restringido, ninguna
asociacion entre la edad y el estado de cancer fue evidente entre los pacientes y
los pacientes control (P = 1,00). Ademas, la sensibilidad y la especificidad se

mantuvieron practicamente sin cambios.

Cancer de mama. Estadisticamente no hubo diferencias significativas entre los

pacientes y los pacientes control, en fumadores activos (fumadores no activos

entre los pacientes), o fumadores antiguos (p = 1,00).



Cancer de pulmoén. Hubo una asociacién por fumadores activos (p = .01) pero
no para fumadores antiguos (p = .57). Por lo tanto, ajustamos nuestro analisis
de sensibilidad y especificidad en los pacientes con cancer de pulmén por

tabaquismo actual.

Cuadro 5. Comparacion entre Pacientes & Pacientes Control
De Potenciales Confusiones

Factor de estudio del disefio
Tiempo desde las muestras de aliento

a las pruebas 0,52
Factores de los individuos

Edad

Todos las edades <,01
Edad restringida >43 1,00
Fumadores Actuales

Cancer de Pulmoén 0,01
Céancer de mama Fumadores no actuales
Fumadores Antiguos

Cancer de Pulmoén 0,57
Cancer de mama 1,00
Fuerza de respiracion durante la

prueba 0,37
Diabetes 0,38
Infecciones dentales 0,55
Alimentos mas recientemente

ingeridos

Ajo 0,26
Alcohol 0,42
Café 0,58
Té 1,00
Cerdo 1,00
Cordero 1,00
Pescado 0,17
Comidas picantes 0,41

a. Prueba exacta de Fisher

Interpretacion

Mediante un procedimiento sencillo y barato, entrenamos perros para que

distinguieran muestras de aliento de pacientes con cancer de mama y de pulmén



de pacientes control sanos en tan sélo 2 a 3 semanas. Entre los pacientes con
cancer de pulmon vy los pacientes control, la sensibilidad general de deteccidn
canina comparada con el diagndstico convencional de la biopsia confirmada fue
0,99 (95% IC, 0,99, 1,00) y la especificidad general 0,99 (95% IC, 0,96, 1,00).
Entre los pacientes con cancer de mama y los pacientes control, la sensibilidad
fue 0,88 (95% IC, 0,75, 1,00) y la especificidad 0,98 (95% IC, 0,90, 0,99). La
falta de pruebas estadisticamente significativas de diferencias en la precision
entre los perros sugiere que nuestro método de entrenamiento se puede aplicar
a diferentes perros con resultados similares. Sin embargo, nuestro articulo esta

sujeto a limitaciones.

Nuestra gran sensibilidad se compara favorablemente con la de la radiografia de
térax en la deteccion de la fase inicial de cancer de pulmdn, y nuestra gran
especificidad se compara favorablemente con la de tomografia computarizada al
descartar el cancer de pulmdn. Ademas, nuestra gran sensibilidad se compara
favorablemente con la de la mamografia al detectar el cancer de mama, y
nuestra gran especificidad se compara favorablemente con la de la mamografia
al descartar el cancer de mama. Sin embargo, nuestra especificidad podria estar
sobreestimada, ya que Unicamente se usaron los pacientes control (en lugar de
un amplio espectro de individuos que incluyeran, por ejemplo, personas con
bronquitis o enfisema como pacientes control para el cancer de pulmén o
aquellas personas con enfermedades fibroquisticas de mama o mastitis como
pacientes control para el cancer de mama ). Estas preguntas pueden ser mejor
comprendidas al estudiar un disefio de cohortes que incluya los dos casos
pacientes y pacientes control que representan el espectro completo de la

gravedad de la enfermedad observada en la poblaciéon en general.

Aunque medimos el potencial de confusion por otros olores, nuestros perros
pudieron haber detectado y respondido a los olores asociados con el cancer,

tales como inflamacion, infeccién, necrosis, en vez del cancer especificamente.



Esa pregunta puede ser respondida en investigacion de seguimiento que incluya
tanto pacientes control sanos y aquellos con condiciones inflamatorios benignas
y en los que especificamente examinamos la quimica de aire exhalado. El
tabaquismo varid entre los pacientes con cancer de pulmén y los pacientes
control. Después de ajustar los factores de confusion por el consumo de tabaco
la sensibilidad y especificidad continuaron, por lo que se sugiere que el disefo de
futuros ensayos incluya estrategias especificas de contratacién a fin de evitar
diferencias en el estado de tabaquismo entre los pacientes y los pacientes

control.

Debido a que estadisticamente no habia diferencias significativas entre pacientes
y pacientes control respecto al alimento comido recientemente, todavia no
sabemos si las diferencias significativas entre pacientes y los pacientes control
respecto a los olores en el aliento asociados con factores dietéticos podrian
interferir con el entrenamiento y la exactitud del olfateo de los perros. Un estudio
mas amplio con métodos de entrenamiento apropiadamente secuenciados podria
ayudar a resolver esa incertidumbre. Ademas, trabajos futuros deberian utilizar
estrategias especificas de contratacion para reducir al minimo la confusion entre
pacientes y pacientes control y un disefio de cohorte prospectivo que incluya a
ambos pacientes y pacientes control, lo que representa el espectro completo de
la gravedad de la enfermedad observada en la poblacion general.
Investigaciones futuras deberian combinar y comparar la deteccidén canina de
olor y los métodos quimicos analiticos para determinar las aplicaciones mas
optimas del diagndstico para cada método. El andlisis del aliento puede
proporcionar una reduccién sustancial de la incertidumbre vista actualmente en

el diagndstico de cancer.
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