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Lista de abreviaturas y diccionario de conceptos utilizados en el texto

ADNtc Ácido desoxirribonucleico tumoral circulante

AJCC American Joint Committee on Cancer

CECC Carcinoma epidermoide de cabeza y cuello

PCR Reacción en cadena de la polimerasa

PET/TC Tomografía con emisión de positrones

Enfermedad
mínima residual

Muy bajo volumen de enfermedad que permanece en el cuerpo
durante el tratamiento o después de este. No son visibles por los
estudios de imágenes disponibles

Biorradioterapia se denomina así al tratamiento concurrente de radioterapia con
cetuximab

Quimiorradioter
apia

se denomina así al tratamiento concurrente de radioterapia con
cisplatino

Biopsia líquida La biopsia líquida consiste en examinar material relacionado con el
cáncer en una muestra de sangre. Puede incluir la búsqueda de
ADNtc, células tumorales, RNA, proteínas y metabolitos.

SLP Supervivencia libre de progresión

VPH Virus del papiloma humano

VPH ADNtc Virus del papiloma humano integrado al ácido desoxiribonucleico
circulante

RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real

Bio-radioterapia Combinación de tratamiento radiante con el anticuerpo monoclonal
Cetuximab

CEOF Carcinoma epidermoide de orofaringe

NGS Secuenciación próxima generación

CEPO Carcinoma epidermoide de primario oculto

CECO Carcinoma epidermoide de cavidad oral

ddPCR Droplet digital PCR

POP Post operatorio
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Resumen

Introducción
Los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello (CECC), representan la sexta causa de
muerte por cáncer en el mundo. Los tumores localmente avanzados se pueden tratar con
quimiorradioterapia. Existe una necesidad insatisfecha para diagnosticar de forma temprana
a los pacientes con persistencia de enfermedad luego de dicho tratamiento. La detección
del ADNtc podría ser utilizado con este propósito.
Por este motivo utilizamos un panel molecular para evaluar si la persistencia de la detección
del ADNtc, luego del tratamiento, se asocia a una menor supervivencia libre de progresión
en una cohorte de pacientes con CECC tratados con quimiorradioterapia.

Materiales y métodos
Estudio analítico con diseño de cohorte prospectiva, en un único centro universitario
(Hospital Italiano de Buenos Aires), que incluyó pacientes con una edad ≥18 años, con
diagnóstico de CECC estadio III-IV de la 7° edición de la AJCC, que recibieron tratamiento
definitivo de quimiorradioterapia, desde 11/2019 hasta 05/2022. Se realizó una extracción
de sangre basal y otra a las 4-8 semanas de finalizado el tratamiento. Para el análisis del
ADNtc se usó el kit Pan Cancer cell free assay de Oncomine (Thermo Fisher).
El objetivo primario del estudio fue evaluar la asociación entre la persistencia de detección
del ADNtc post tratamiento con la supervivencia libre de progresión (SLP) utilizando curvas
de Kaplan Meier.

Resultados
Se incluyeron 27 pacientes con diagnóstico de CECC localmente avanzado de acuerdo al
TNM 7 ed. La edad mediana de los pacientes fue de 62 años (IQR 54-71). La localización
tumoral predominante fue la orofaringe. 78% de los pacientes utilizaron cisplatino como
radiosensibilizante y el 96% de estos completó el tratamiento radiante. La mediana de
tiempo de seguimiento para el objetivo primario fue de 11,5 meses.
Respecto al análisis del ADNtc en las muestras previas al tratamiento, sólo fue detectable
en el 29% (7/24) de los pacientes y en el 42% (10/24) de los casos las muestras no fueron
válidas para su estudio, por fallas pre analíticas. De los 20 pacientes en los que se analizó
la muestra post tratamiento el 80% (16/20) de las mismas no fueron válidas para su estudio.
Por esta razón, no se pudo analizar el objetivo primario del estudio. De forma descriptiva se
observó que los 3 pacientes con ausencia de detección del ADNtc luego del tratamiento, no
presentaron recaída de su enfermedad.

Conclusión
En nuestro estudio no pudimos evaluar la asociación entre la supervivencia libre de
progresión y la persistencia de detección del ADNtc debido a la elevada tasa de muestras
inadecuadas para su análisis. A pesar de esto observamos que ninguno de los pacientes
que presentaron negativización del biomarcador presentó recaídas.
Consideramos que sigue vigente la identificación de un biomarcador para la detección
temprana de la persistencia o recaída de enfermedad.
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Abstract

Introduction
Squamous cell carcinomas of the head and neck (HNSCC) represent the sixth leading cause
of cancer death in the world. Locally advanced tumors can be treated with
chemo-radiotherapy. There is an unmet need for early diagnosis of persistent disease after
such treatment. ctDNA (circulating tumor DNA) detection could be used for this purpose.
For this reason, we used a molecular panel to assess whether persistent detection of ctDNA
after treatment is associated with lower progression-free survival in a cohort of HNSCC
patients treated with chemo-radiotherapy.

Materials and methods
Analytical study with prospective cohort design was performed in an university Hospital
(Hospital Italiano de Buenos Aires), which included patients aged ≥18 years, diagnosed with
HNSCC stage III-IV of the 7th edition of the AJCC, who received definitive
chemo-radiotherapy treatment, from 11/2019 to 05/2022. A baseline blood sample was taken
and another sample 4-8 weeks after the end of treatment. For ctDNA analysis, the
Oncomine Pan Cancer cell free assay (Thermo Fisher) was used.
The primary objective of the study was to assess the association between post-treatment
ctDNA detection and progression-free survival (PFS) using Kaplan Meier curves.

Results
Twenty-seven patients diagnosed with locally advanced HNSCC were included. The median
age of the patients was 62 years (IQR 54-71). The predominant tumor location was the
oropharynx. 78% of the patients utilized cisplatin as a radiosensitizer and 96% of the
patients completed the radiation treatment. Median follow-up time for the primary endpoint
was 11.5 months.
Regarding the analysis of ctDNA in the samples prior to treatment, it was only detectable in
29% (7/24) of the patients and in 42% (10/24) of the cases the samples were not valid for
their study due to pre analytics failures. Of the 20 patients in whom post-treatment samples
were taken, 80% (16/20) of them were not valid for study. For this reason, the primary
objective of the study could not be analyzed. Descriptively, it was observed that the 3
patients with no ctDNA detection after treatment did not present a relapse of their disease.

Conclusion
In our study we were unable to assess the association between progression-free survival
and persistence of ctDNA detection due to the high rate of samples inadequate for analysis.
Despite this, we observed that none of the patients who presented negativization of the
biomarker have presented relapses.
We believe that the identification of a biomarker for the early detection of disease
persistence or relapse is still valid.
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Introducción

Los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello (CECC) afectan al epitelio escamoso de la
cavidad oral, la lengua, la faringe y la laringe. Estos tumores representan la sexta causa
más frecuente de cáncer a nivel mundial [1]. Siendo Sudamérica una región con alta
incidencia de este tipo tumoral [2].
Los principales factores de riesgo para su desarrollo son el tabaco, el alcohol y en los
últimos años, la infección por el virus del papiloma humano (VPH) [3].
En general los CECC localmente avanzados (estadio III-IVa de la 7 edición de la
clasificación de la Joint Committee on Cancer (AJCC)), tienen mal pronóstico, con una tasa
de supervivencia global a los 5 años menor del 50% [4,5]. Sin embargo, existe un subgrupo
de pacientes con carcinomas epidermoides de orofaringe asociados al VPH que tienen
mejor pronóstico [6].
Independiente a la biología subyacente del tumor, la recaída locorregional es la forma de
progresión que predomina [7].
Una estrategia de tratamiento utilizada con frecuencia, en estos pacientes, es la realización
de quimiorradioterapia definitiva [8], reservándose el rescate quirúrgico ante la persistencia
o progresión de la enfermedad. El objetivo de diferir la cirugía de rescate, es para disminuir
la morbilidad asociada a la misma [9]. Por lo que un aspecto clave en el manejo de estos
pacientes es la correcta identificación de los sujetos en donde la cirugía de salvataje es
necesaria [9].
Los métodos convencionales utilizados para la evaluar la persistencia de enfermedad, luego
de la quimiorradioterapia, tales como el examen físico, la tomografía o resonancia, no son
adecuados [10]. Ya que incluso en aquellos pacientes con respuesta clínica completa un 16
a 39% tendrá enfermedad residual microscópica al momento de la cirugía [11,12].
Un estudio randomizado demostró la no inferioridad de la vigilancia con tomografía con
emisión de positrones (PET/TC), luego del tratamiento con radioterapia o
quimioradioterapia, reservando la linfadenectomía sólo ante la persistencia de captación con
18-Fluorodesoxiglucosa. Desde la publicación de este estudio, el uso del PET/TC se ha
vuelto estándar y actualmente solo se recomienda la linfadenectomía de rescate si la
respuesta metabólica del PET/TC no es adecuada [13].
De acuerdo a un metanálisis, el PET/TC en este rol, reportó un valor predictivo positivo del
52-59% y un valor predictivo negativo del 85-95% [13,14]. Este valor predictivo positivo bajo,
implica que un porcentaje significativo de pacientes sean sometidos a cirugía de forma
innecesaria. Por otro lado, debe tenerse en cuenta, que la mayoría de los trabajos en los
que se evaluó la performance del PET/TC como predictor de enfermedad residual, son de
centros ultra-especializados, lo que hace difícil la generalización de su resultado.
Por este motivo es muy importante poder identificar un biomarcador que nos permita
detectar tempranamente qué paciente presenta mayor riesgo de recaída o persistencia de
enfermedad, ya que esto permitiría intensificar el tratamiento o la estratégia de vigilancia en
en cada paciente, evitando morbilidades innecesarias e incluso optimizando recursos para
el sistema de salud.
La biopsia líquida es un método mínimamente invasivo que permite identificar
biomarcadores moleculares en fluidos corporales. La biopsia líquida puede ser utilizada
para la detección de pequeños fragmentos de ADN tumoral circulante (ADNtc) originados a
partir del recambio celular tumoral, apoptótico o necrótico. El ADNtc puede estudiarse en el
plasma y ofrece la posibilidad de ser un biomarcador sensible y específico para una
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variedad de aplicaciones, como el diagnóstico, la detección temprana, la obtención de
información pronóstica o predictiva de respuesta a los tratamientos [15].
Existen múltiples estudios que han demostrado una buena correlación entre el perfil
mutacional del ADNtc y del tejido tumoral [16–18]. Recientemente, en otros modelos
tumorales, se demostró que los niveles de ADNtc pueden ser utilizados para monitorear la
presencia de enfermedad mínima residual luego de la cirugía [18–20].
En los tumores de cabeza y cuello, esta información está comenzando a desarrollarse. Se
evidenció que se puede detectar el genoma del VPH integrado al ADNtc en el 90% de los
pacientes con tumores de orofaringe relacionados con este virus [21–24]. Su persistencia
luego del tratamiento se asoció con mayor riesgo de recurrencia (HR 10,7, P= 0,002) y de
muerte (HR 25,9, P= 0,002) [25]. También se ha demostrado que sus niveles plasmáticos
dependen, en parte, del volumen de enfermedad y del estadio [21–24].
En un estudio prospectivo en pacientes con carcinomas epidermoides orofaríngeos
asociados al VPH, se utilizó la estrategia de detectar el genoma viral integrado al ADNtc
como marcador de enfermedad mínima residual luego del tratamiento de
quimiorradioterapia. Se observó que la identificación de 2 muestras consecutivas negativas,
se correlacionaron con un valor predictivo negativo del 100% y cuando estas muestras
fueron positivas se asociaron a un valor verdadero positivo del 94% para predecir
persistencia de enfermedad [26]. Validando está estrategia en pacientes con tumores
relacionados al VPH.
Pero lamentablemente en Latinoamérica, menos del 20% de los CECC están relacionados
al VPH [5]. Por lo que consideramos necesario evaluar un panel de biopsia líquida más
amplio, para poder beneficiar a todos los pacientes con está estratégia.
En el momento del diseño de nuestro estudio, el conocimiento acerca de la biopsia líquida
en la población VPH negativa era escaso.
En general se utilizaban 2 estrategías para su diseño. La primera era la secuenciación
completa del exoma del tumor primario y la posterior selección de las alteraciones
moleculares específicas a buscar en el ADNtc de cada paciente. Si bien este plan es el que
presenta mayor rédito; es muy caro y complejo para ser utilizado en la práctica asistencial.
Otra de las estrategias utilizadas es la creación de pequeños paneles de secuenciación
para intentar cubrir la mayor proporción de alteraciones moleculares de los  tumores.
Nosotros utilizamos está última estratégia, teniendo en cuenta que más del 70% de los
CECC presentaron mutaciones en los genes P53, PI3CA o HRAS en las principales bases
de datos [27,28] (ver gráfico 1 y gráfico 2). Por lo que con el uso de un panel que incluya a
estas alteraciones, nos aseguramos poder detectar más del 70% del ADNtc en estos
tumores.
El panel Pan Cancer cell free assay Thermo Fisher, se encuentra validado para la búsqueda
del ADNtc [29], además incorpora muchas de las alteraciones moleculares que presentan
estos tumores [27,28] (ver tabla 1). Otro aspecto, no menos importante es que requiere de
un secuenciador ion torrent, que es el que disponemos en el hospital y que tiene una
sensibilidad y especificidad comparable a la de las otras plataformas (ver tabla 2).
Por lo previamente explicado, diseñamos un panel que incluyó la detección del ADNtc con
el panel Oncomine Pan Cancer cell free assay de Thermo Fisher [29] en todos los pacientes
y una PCR digital para VPH en aquellos con tumores relacionados con este virus [26].
El objetivo de este estudio es evaluar la asociación entre la persistencia del ADNtc post
tratamiento con la supervivencia libre de progresión en una cohorte prospectiva de
pacientes con diagnóstico de CECC localmente avanzados tratados con quimio-RT o
bio-radioterapia (bio-RT).
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Pregunta de investigación

En una cohorte de pacientes con diagnóstico de CECC localmente avanzado tratados con
quimio-radioterapia o bio-radioterapia, ¿existe asociación entre la detección del ADNtc,
posterior al tratamiento, con la supervivencia libre de progresión (SLP)?

Objetivo primario

Evaluar la asociación entre la detección del ADNtc postratamiento con la SLP en aquellos
pacientes con diagnóstico de CECC localmente avanzados tratados con quimiorradioterapia
o biorradioterapia con al menos 12 meses de seguimiento.

Materiales y métodos

Diseño, criterios de inclusión y exclusión y variables consideradas.

Es un estudio analítico, de una cohorte prospectiva, de un único centro (Hospital Italiano de
Buenos Aires). Se incluyó pacientes con diagnóstico de carcinoma epidermoide de cabeza y
cuello localmente avanzado, tratados con radioterapia y tratamiento sistémico concurrente,
durante 11/2019 hasta 05/2022. Fecha de cierre del seguimiento fue el 30/09/2022, con un
seguimiento mediano para la SLP de 11,5 meses.
Los criterios de inclusión fueron una edad ≥18 años, diagnóstico de carcinoma
epidermoides de cabeza y cuello estadio III-IVa de acuerdo a la 7° edición de la AJCC [30],
indicación de realizar tratamiento definitivo con quimiorradioterapia concomitante con
cisplatino dosis altas o con cetuximab y la aceptación de la firma del consentimiento
informado. Los criterios de exclusión fueron la alergia a algunos de los componentes del
tratamiento sistémico y se excluyeron a los primarios con localización en el cavum por ser
considerado una patología diferente (ver criterios de inclusión manual de procedimientos).
Como variable de interés se consideró a la supervivencia libre de progresión, definida como
el periodo de tiempo desde el inicio del tratamiento a la ocurrencia del evento combinado de
progresión o muerte [31]. Se determinó a la progresión tumoral como la progresión del
tumor primario y/o ganglios regionales y/o enfermedad a distancia. También se incluyó a la
aparición de segundos tumores o a la necesidad de realizar una linfadenectomía de rescate
con tumor viable luego del tratamiento. Se consideró tanto a la progresión confirmada por
biopsia como también por imágenes si no fue biopsiada. Los sujetos fueron objeto de
censura al cumplirse la fecha del cierre administrativo del estudio y/o ante la pérdida de
seguimiento de los sujetos.
Como variable de exposición se consideró a la detección del ADNtc luego del tratamiento.
Para esto se realizó la extracción de ADN plasmático libre de células con cobas cfDNA
sample preparation kit (Roche) y posteriormente se construyeron bibliotecas de NGS
utilizando el panel Oncomine Pan Cancer. Las bibliotecas fueron secuenciadas en la
plataforma Ion GeneStudio S5 Plus. El análisis bioinformático fue realizado en software Ion
Reporter, utilizando un pipeline específico para el panel provisto por el fabricante. Se
consideró como positiva a la detección de cualquier variante somática dentro de las
regiones cubiertas por el panel, que se encuentren por encima del límite de detección
establecido por el pipeline bioinformático para la muestra en cuestión. En los casos en los
que se realizó una PCR digital para VPH, si esta amplifico el genoma del VPH integrado al
ADNtc, se consideró a la biopsia líquida como positiva.
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Otras variables consideradas fueron la edad, el sexo, la historia de tabaquismo, la
estadificación por la Clasificación de la AJCC 7a [30] y 8a edición [32]. Respecto a las
características anatomo-patológica consideradas fueron la localización del tumor primario y
en los tumores de orofaringe la presencia del VPH por técnica de inmunohistoquímica
(p16-INK4a DAKO) y/o su subtipificación por reacción en cadena de la polimerasa. Del
tratamiento se consideró la droga utilizada en concurrencia, el cumplimiento del tratamiento
de radioterapia y/o quimioterapia, y la respuesta a dicho tratamiento por TAC/RMN,
fibrolaringoscopia y/o PET/TC.

Procedimientos del estudio

Se realizó la extracción de 2 muestras de sangre en cada paciente (ver manual de
procedimientos, seguimiento de los participantes visita 1 y 2), una basal antes de iniciar el
tratamiento oncológico y la segunda (final) a las 4-8 semanas después de haber terminado
dicho tratamiento (ver gráfico 3). Durante la visita 1 (basal) y 2 (post tratamiento) se realizó
una consulta presencial para completar un cuestionario y realizar la extracción de sangre.
Posteriormente el seguimiento se realizó de acuerdo a los que figuraba en las evoluciones
de la historia clínica electrónica del HIBA y/o por llamado telefónico en los pacientes que
continuaron su seguimiento fuera de la institución.
Por cuestiones económicas se procesaron todas las muestras al final del estudio.

Consideraciones estadísticas

Cálculo de la mínima diferencia detectable

Se definió un tamaño de muestra fijo de 40 pacientes, de acuerdo al presupuesto
disponible. Se asumió que en concordancia con las cifras internacionales, podría haber
recidivas en el 40% de los pacientes (16 pacientes) y que hasta el 12,5% de los pacientes
con recidivas (2 pacientes) podrían tener ADNtc negativo luego del tratamiento.
Considerando un error alfa de 0,05 y un poder de 0,8 con una prueba bilateral, usamos una
prueba de Fisher, con una diferencia mínima del 47,2% (12,5% en los pacientes con
recidiva con ADNtc negativo vs 59,7% sin recidiva con ADNtc negativo) que puede
detectarse entre la proporción de pacientes con persistencia de detección del ADNtc que
tienen recidiva vs aquellos que no.
Creemos que esta diferencia es plausible biológicamente y mesurable y que probablemente,
la diferencia real entre la proporción de pacientes con persistencia de ADNtc detectable con
recidiva de enfermedad y sin recidiva es mayor. Por ejemplo, en un estudio que evaluó el rol
predictivo de recaída de enfermedad utilizando una tomografía por emisión de positrones en
pacientes con carcinomas de cabeza y cuello. Se observó que en 61 pacientes sin recidiva,
la tomografía por emisión de positrones fue positiva en el 5% (3/61) y, en los paciente
recidivados la tomografía por emisión de positrones fue positiva en un 82% de los casos
(14/17). En este caso, la diferencia fue del 77% [33] .
El análisis sin censura tiene sentido si consideramos que no se prevé que haya pérdida de
seguimiento de los pacientes, ya que en esta patología, son históricamente infrecuentes en
nuestro centro. Está previsto usar un modelo proporcional de riesgos para calcular la
asociación entre la persistencia de detección del ADNtc post tratamiento y la supervivencia
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libre de progresión. No contábamos con información para estimar el cálculo del tamaño de
la muestra para esta técnica molecular en el cáncer de cabeza y cuello.
El cálculo de la mínima diferencia detectable se realizó con la versión 14 del software
STATA.

Análisis estadístico

A cada paciente se lo considerará como una unidad analítica. Se extremaron medidas para
evitar datos erróneos o faltantes.
Todas las variables continuas se presentaron como media, desvío estándar, mediana, Q1,
Q3. Las variables categóricas se presentaron como frecuencias absolutas y frecuencias
relativas en porcentajes.
Para el objetivo primario, se llevó a cabo un análisis de la supervivencia libre de progresión
en todos los pacientes hayan tenido un seguimiento mínimo de 12 meses luego del
enrolamiento.
Para el cálculo de la supervivencia libre de progresión, se usó el método de Kaplan Meier.
Se calculó la mediana del tiempo transcurrido hasta el evento. El efecto de la detección del
ADNtc luego del tratamiento con respecto a la supervivencia libre de progresión se estudió
con modelo de regresión de Cox de riesgos proporcionales.
Los valores de p menores de 0,05 se consideraron estadísticamente significativos.

Consideraciones éticas y consentimiento informado

Las muestras biológicas obtenidas se utilizaron sólo para los fines de la investigación. No
existió ningún costo financiero para el paciente o su sistema de salud. Tampoco hubo
compensación o pago por participar.
De acuerdo con la ley de protección de datos personales (Ley 25.326) se garantizó la
confidencialidad de los datos de los pacientes (ver manual operativo de procedimientos) y
se aseguró que quede claro que en cualquier momento el paciente podía retirar su
información del estudio.
Este protocolo fue aprobado por el comité de ética del Hospital Italiano de Buenos Aires
(CEPI). Todos los pacientes incluidos prestaron el consentimiento informado (ver manual de
procedimiento, anexo consentimiento informado).

Financiamiento
Para la financiación de los kits moleculares de este proyecto se obtuvo una subvención de
Merck Serono Argentina. Durante la realización del estudio, como es de público
conocimiento se desarrolló la pandemia por COVID-19, este hecho impactó en la tasa de
reclutamiento retrasando algunos hitos a alcanzar, por lo que el laboratorio decidió retirar el
40% del financiamiento al proyecto.

Resultados

Entre noviembre de 2019 hasta mayo de 2022 se evaluaron 64 pacientes, de los cuales 27
sujetos se incluyeron en el protocolo (ver gráfico 4). La mayoría de los casos excluidos
fueron por no cumplir con los criterios de inclusión. Solo 5 casos, que eran potenciales
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candidatos para ser incluidos en este estudio, no lo hicieron debido a una suspensión
transitoria del reclutamiento.
De los pacientes incluidos, todos presentaron diagnóstico de carcinoma epidermoide de
cabeza y cuello localmente avanzado de acuerdo a la 7a ed. del TNM. La edad mediana de
los pacientes fue de 62 años (IQR 54-71), predominó el sexo masculino y se constató el
hábito tabáquico en la mayoría de los pacientes. La localización tumoral predominante fue la
orofaringe. Todos los pacientes incluidos realizaron tratamiento de radioterapia concurrente
con cisplatino (78%) o cetuximab (22%) y en el 96% de los casos se completó el tratamiento
radiante, una sola paciente debió suspender por progresión de enfermedad y toxicidad (ver
tabla 3).
A todos los pacientes se les extrajo la muestra basal y a 25 de estos, la muestra al finalizar
el tratamiento.
De los pacientes incluidos, en 24 casos se analizó la muestra pre tratamiento,
encontrándose en 7 pacientes (29%) la ausencia del ADNtc, en otros 7 pacientes (29%) se
detectó dicho biomarcador circulante y en 10 pacientes (42%) las muestras no fueron
válidas para su análisis por fallas pre analíticas (muestra hemolizada principalmente).
Para el análisis de las muestras posteriores al tratamiento, se evaluaron 20 casos,
observándose en 3 pacientes (15%) la ausencia del ADNtc, en 1 caso (5%) se detectó el
biomarcador luego del tratamiento y en 16 sujetos (80%) las muestras no fueron válidas
para su estudio por fallas pre analíticas (ver tabla 4).
Las alteraciones moleculares más frecuentemente encontradas en los pacientes con ADNtc
detectado fueron las mutaciones de los genes P53 y PI3CA. Se adjuntan 2 tablas para
poder ver estos resultados en las muestra basales (ver tabla 5) y post tratamiento (ver tabla
6).
De los 27 pacientes incluídos 12 presentaron persistencia o recaída de enfermedad y 6
pacientes fallecieron. Observándose una supervivencia libre de progresión mediana de 17
meses (ver gráfico 5) y una supervivencia global de 29.4 meses (ver gráfico 6).
El análisis del objetivo primario de evaluar la asociación entre la SLP y la detección del
ADNtc luego del tratamiento en aquellos pacientes que presentaron el evento o al menos
tuvieron 12 meses de seguimiento no fue posible de analizar, debido al elevado número de
casos con muestras inadecuadas. Lo que destacamos es que ninguno de los 3 pacientes
con ADNtc no detectable post tratamiento, presentaron recaídas. El único paciente con
ADNtc detectable en la muestra final, falleció a los 5 meses de finalizado el mismo por una
complicación infecciosa por lo que no podemos saber si hubiera presentado enfermedad en
su evolución.

Discusión

Los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello (CECC), representan la sexta causa de
muerte por cáncer en el mundo. Los tumores localmente avanzados son frecuentemente
tratados con quimiorradioterapia. Debido a la fibrosis tisular que conlleva este tratamiento, el
seguimiento para poder diagnosticar, las recaídas de forma temprana, es muy complejo.
El examen físico y los métodos de imágenes disponibles para el seguimiento, no son
adecuados [10],[11,12]. Incluso el PET/TC que presenta un valor predictivo negativo
elevado, su valor predictivo positivo es de solo el 52-59% [13,14]. Lo que ocasiona un
número elevado de procedimientos de rescate quirúrgicos innecesarios, impactando en un
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mayor deterioro en la calidad de vida de nuestros pacientes y en un mayor costo para el
sistema de salud.
Por este motivo consideramos que es muy importante encontrar un biomarcador que nos
permita predecir tempranamente el riesgo de persistencia o recaída de enfermedad.
De obtener este biomarcador se podría seleccionar al paciente adecuado para rescatarlo
quirúrgicamente o eventualmente intensificar el tratamiento sistémico.
El uso del ADNtc en tumores de cabeza y cuello está menos establecido que en otros tipos
tumorales. Sin embargo, en los últimos años, se ha demostrado que es posible su
identificación, presentando una posibilidad de usos muy grande.
La mayoría de estos estudios, en tumores de cabeza y cuello, se centran en los tumores
asociados al VPH. En una serie de 93 pacientes, se evaluó la utilidad de la RT-PCR para
identificar al ADNtc asociado al VPH en muestras en plasma y saliva, mostrando que es
más frecuente identificarlo en sangre. En este estudio también se demostró que la
identificación del ADNtc post tratamiento se asoció a peor pronóstico y mayor riesgo de
recaída [25]. Otro estudio confirmó la mayor sensibilidad de la muestra plasmática
independientemente de la localización del tumor primario [34]. Estos estudios nos marcan
que la elección, de examinar muestras plasmáticas, que realizamos en nuestro estudio, es
la adecuada.
En el año 2020 se publicó una serie prospectiva de pacientes con diagnóstico de
carcinomas epidermoides de orofaringe relacionados al VPH tratados con
quimioradioterapia. Se utilizó la persistencia de detección del genoma viral como indicador
de enfermedad mínima residual. Cuando se consideraron 2 determinaciones consecutivas,
la negativización del biomarcador, se asoció a un valor predictivo negativo (VPN) del 100%
(IC95%, 96%-100%) y la persistencia de detección a un valor predictivo positivo (VPP) del
94% (IC 95%, 70%-99%), para detectar la persistencia de enfermedad [26]. Además todas
las persistencias, de enfermedad encontradas, fueron diagnosticadas confinadas al órgano,
lo que permitió realizar un tratamiento local con intención curativa [26]. Existe evidencia que
la detección temprana de la recurrencia se asocia a mayor supervivencia global [35,36].
Si bien los resultados son muy buenos esta estrategia solo puede ser utilizada en pacientes
con tumores relacionados al VPH.
La utilidad de la biopsia líquida en tumores no relacionados al VPH está empezando a
desarrollarse. La mayoría de los estudios publicados son recientes y con bajo número de
pacientes (ver tabla 7 ).
En el estudio de Susanne Flach, que evaluó el rol del ADNtc como predictor de enfermedad
residual, con una plataforma molecular llamada RaDaR. Primero se secuenció al tejido
tumoral, para generar ADNtc personalizado para el seguimiento de cada paciente. Este
sistema detectó al 87% de los recaídos [37]. Si bien los resultados fueron alentadores,
requiere la generación de una firma molecular específica para cada paciente, lo cual
encarece mucho el costo y aumenta la complejidad del estudio.
En otro estudio pequeño, de pacientes con CECC no relacionados al VPH, utilizaron una
estrategia novedosa. Realizando la secuenciación del ADNtc, evaluando el perfil mutacional
y el de metilación [38]. Además consideraron el tamaño, ya que el ADNtc, suele tener un
largo de pares de bases menor que el ADN circulante no tumoral [39]. Por otro lado,
también secuenciaron a los leucocitos plasmáticos lo que permitió poder identificar las
mutaciones correspondientes a la hematopoyesis clonal, disminuyendo considerablemente
la tasa de falsos positivos y permitiendo la identificación del ADNtc incluso cuando se
encontraba en concentraciones escasas. En este estudio el 66% de los pacientes
presentaron ADNtc detectable en la muestra basal y en aquellos pacientes donde persistió
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elevado luego del tratamiento se asoció a una menor supervivencia global [38]. Pero el
costo y complejidad de este estudio, nos llevó a tomar otra conducta.
De acuerdo a la información publicada en las principales bases de datos de secuenciación
masiva en CECC, más del 70% presentaron mutaciones en los genes P53, PI3CA o HRAS
[27,28] (ver gráfico 1 y gráfico 2).
Por este motivo utilizamos un panel comercial que incluyera a estas mutaciones.
Asegurándonos, poder detectar más del 70% del ADNtc de los tumores no relacionados al
VPH. Utilizar un panel comercial, nos permitió disminuir los costos y la dificultad de llevar a
cabo el proyecto.
El panel Pan Cancer cell free assay Thermo Fisher, se encuentra validado, para la
búsqueda del ADNtc [29], e incorpora muchas de las alteraciones moleculares que
presentan estos tumores [27,28] (ver tabla 1 y tabla 2).
Recientemente utilizaron una estrategia semejante, en una pequeña cohorte de pacientes,
realizando un pequeño panel customizado de secuenciación de próxima generación que
incluyó los genes CASP8, PIK3CA, FAT1, CDKN2A, NOTCH1, HRAS y TP53 [40]. Pudiendo
detectar 5 de las 6 recaídas [40]. Lo que confirma nuestra estrategia.
A propósito de esto, con la intención de empezar a desarrollar la realización de paneles de
secuenciación de próxima generación, en muestras plasmáticas, en el Hospital Italiano de
Buenos Aires, desarrollamos una plataforma molecular amplia integrando al panel
Oncomine Pan Cancer Cell Free, junto con el estudio del VPH integrado al ADNtc, para
poder ser evaluado tanto en la población relacionada o no al VPH.
Cuando evaluamos el rendimiento del panel oncomine en nuestra serie observamos
resultados poco alentadores. Ya que la proporción de pacientes con ADNtc positivo basal
fue de sólo el 29% de los casos y lamentablemente en un 42% de los pacientes las
muestras, no fueron válidas para su estudio. En las muestras post tratamiento, estos
resultados fueron aún peores, con un 80% de muestras inadecuadas para el análisis. Estos
resultados inhabilitaron el análisis del panel Oncomine, como biomarcador, en esta
población. Por otro lado, debido a la elevada proporción de fallas, pre analíticas, decidimos
no realizar el análisis de VPH integrado al ADNtc.
En nuestros pacientes, en los que se pudo detectar el ADNtc, observamos que las
mutaciones más frecuentemente encontradas, fueron las mutaciones, en los genes P53 y
PI3CA, lo cual es congruente con la información ya conocida de los estudios previos [27][28]
Otro punto importante a comentar es, cuál es el momento oportuno, para la toma de la
muestra post tratamiento. En nuestro estudio, la elección del momento de la obtención de la
muestra al finalizar el tratamiento, se determinó de manera empírica. Dado que, durante el
de planificación y desarrolló de la tesis, no se conocía, por completo, la cinética del ADNtc
en esta enfermedad. En nuestra práctica habitual al finalizar el tratamiento tenemos 2
consultas sistemáticas importantes. La primera entre la semana 4-8 donde evaluamos la
recuperación de las toxicidades y la segunda a los 3 meses, para evaluar la respuesta
metabólica del PET/TC.
Hemos notado en nuestros casos, que la consulta entre la semana 4-8, se cumple con
mayor frecuencia. En cambio, la visita de los 3 meses, sobre todo en los pacientes del
interior del país, se ve retrasada. Con el objetivo de perder la menor cantidad de segundas
muestras posibles, fijamos el tiempo de extracción, entre la semana 4-8.
Desde el punto de vista práctico, esta elección, nos permitió haber obtenido la mayoría de
las segundas muestras. Posiblemente desde el punto de vista de la evaluación de
respuesta, no haya sido la mejor elección. Durante el año 2020, se publicó un estudio de
biopsia líquida en tumores de orofaringe VPH relacionados tratados con quimio-radioterapia.
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En el mismo, demostraron que al finalizar el tratamiento puede haber un pico transitorio de
ADNtc, que luego se negativiza y no tiene implicancias pronósticas [41]. Por lo que es
probable que realizar el control a los 3 meses podría ser una mejor decisión.
Para concluir en nuestro trabajo, no pudimos evaluar el objetivo primario de evaluar la
asociación entre la persistencia de detección del ADNtc con la SLP, debido a la elevada
proporción de muestras no evaluables.
Esta falla pre analítica sistemática, en la toma y conservación de la muestra, a futuro podría
disminuirse integrando al centro único de extracción, del Hospital Italiano de Buenos Aires,
a los proyectos iniciados por investigador que intentan desarrollar nuevas tecnologías. Por
otro lado, probablemente estos resultados podrían mejorarse con la conformación de grupos
multidisciplinarios, compuestos por investigadores clínicos y basicos, que ayuden a
trasladar la experiencia de cada uno de estos, para el beneficio de los proyectos. Esta fue
una de las intenciones de este estudio.
Para finalizar consideramos que este proyecto, nos permitió empezar a desarrollar, la
puesta a punto, de este panel en la institución. A futuro se podría convertir en una práctica
asistencial. Permitiendo, que nuestra institución, sea una de las pocas que realice está
práctica en la Argentina. De esta manera, podríamos brindar el acceso, a esta tecnología, a
un grupo mayor de pacientes de la Argentina.
Como última conclusión de nuestro estudio, pudimos ver como en una situación del mundo
real las fallas en una etapa pre analítica vulneran los resultados de los estudios. Esto nos
pone en perspectiva la dificultad que tiene la aplicación de este panel en la práctica
cotidiana y la importancia de consolidar grupos de trabajos multidisciplinarios.
Lamentablemente no pudimos evaluar la utilidad de la estrategia de combinar una
plataforma de NGS junto al análisis del VPH integrado al ADNtc, como predictor de
enfermedad mínima residual. Continúa siendo interesante evaluar este objetivo, con un
control adecuado de la calidad de la muestra de los pacientes.
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Gráficos y tablas

Tabla 1: Alteraciones moleculares evaluables en panel Pan Cancer cell free assay,
Thermo Fisher [42].

En el panel Pan Cancer cell free assay, incluye algunas de las alteraciones moleculares
más frecuentes en estos cánceres (P53, PI3CA y HRAS).

Gráfico 1: Alteraciones moleculares encontradas en Cancer Genome ATLAS [43].

En el Cancer Genome ATLAS, se observó que más del 72% de los tumores presentó
alteración de los genes P53, HRAS y PI3CA.
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Gráfico 2: Alteraciones moleculares encontradas International Cancer Genome
Consortium [44].

En el international Cancer Genome Consortium, se observó que el 74% de los tumores
presentó alteración de los genes P53 y HRAS.

Tabla 2: Plataformas N.G.S.: principales características

Nombre Tipo ácido
nucleico

númer
o

genes

Secuenciador

FoundationOne
Liquid CDx

ADNtc 324 - SNV frecuencia alélica
>0.5% Sensibilidad 99.9% y
especificidad 100%
- Indeles: frecuencia alélica
>0.5% Sensibilidad 99.7% y
especificidad 100%
- Reordenamientos:
frecuencia alélica >0.5%,
Sensibilidad 100% y
especificidad 100%
- CNA: ≥ 20%, Sensibilidad
95.3% y especificidad 97.6%
Concordancia entre
replicados: 97.7% precisión
inter lote y 95.9% precisión
intra-lote

Illumina

Guardant 360 ADNtc 73 SNV: frecuencia alélica
≥0.25% sensibilidad 99.9% y
especificidad 100%
Indels: frecuencia alélica
≥0.02% sensibilidad 99.9%
y especificidad 96%[49]

Illumina

Oncomine Pan
Cancer Cell
Free Assay[50]

ADNtc 52 - SNV/indeles: límite de
detección de 0,1% de
frecuencia de alelos (AF)

Ion Torrent
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con una sensibilidad >80%
y una especificidad de
>98%

- SNV/indeles de diana
completa TP53: AF 0,5%

- Fusiones y omisión del
exón MET: límite de
detección dell 1 %

- CNV: detección de un
cambio de 1,4 veces

- Sensibilidad 92.2% y
especificidad  of 99.7%, y
valor predictivo positivo
99%[51]

SNV: variaciones de nucleótidos únicos, indeles: inserciones y deleciones, CNA: alteración
número de copias.

Gráfico 3: Diseño del estudio

Diseño del estudio, una primer extracción de sangre antes de iniciar el tratamiento y una
posterior luego de 4-8 semanas del mismo
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Gráfico 4: flujo de pacientes evaluados

Tabla 3: Características de la población

Características total de sujetos 100% (27 pts)

Edad mediana 62 años (IQR 54-71)

Sexo masculino 67% (18)

Tabaquismo actual/pasado 77,8% (21)

Localización primario
Orofaringe
Laringe
Hipofaringe
Senos paranasales
Cavidad oral
primario oculto

63% (17)
7% (2)
7% (2)
7% (2)
11% (3)
4% (1)

Orofaringe P16+ 52% (14)

Estadio TNM 7 ed.
III
IV

30% (8)
70% (19)
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Estadio TNM 8 ed.
I
II
III
IV

30% (8)
22% (6)
19% (5)
30% (8)

Biopsia líquida basal
Biopsia líquida post tratamiento

100% (27)
89% (24)

Radioterapia 100% (27)

Tratamiento sistémico
Cisplatino
Cetuximab

78% (21)
22% (6)

*producto del redondeo los porcentajes pueden no sumar 100%

Gráfico 5: Supervivencia libre de progresión mediana de toda la población incluida
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Gráfico 6: Supervivencia global de la población incluida

Tabla 4: Estudios moleculares generales

Panel Oncomine Muestra basal Muestra final

Detectable 7 (29%) 1 (5%)

No detectable 7 (29%) 3 (15%)

Falla pre analítica 10 (42%) 16 (80%)

Total 24 (100%) 20 (100%)

Tabla 5: hallazgos moleculares en las muestras basales

Caso tipo de
mutación

Frecuencia
alélica

Lectura
mediana

Patogenicidad
ACMG Funcionalidad

1 KRAS G12A 2,11% 11.1 Patogénica/probable
mente patogénica

Ganancia de
función

2 PIK3CA
p.E542K 0,58% 19.0 Patogénica Ganancia de

función

7 PIK3CA
p.E542K 1,24% 20.8 Patogénica Ganancia de

función

23



10 TP553 p.P151S 6,45% 14.2 Patogénica/probable
mente patogénica

Perdida de
función

11 TP53 p.R175H 40,0% 47.8 Patogénica Perdida de
función

12 TP53
p.H178TfsTer69 2,49% 9.5 Patogénica Perdida de

función

16 PIK3CA
p.E545K 6,49% 61.7 Patogénica/probable

mente patogénica
Ganancia de

función

1 National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV001803998.1],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV001803998.1 (accessed Jan. 28, 2023). 2-3
National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000031944.22],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000031944.22 (accessed Jan. 28, 2023).
10 National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000012370.15],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000012370.15 (accessed Jan. 28, 2023).
11 National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000154089.2],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000154089.2 (accessed Jan. 28, 2023).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000012374.41 (accessed Jan. 28, 2023).
12 National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000376625.17],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000376625.17 (accessed Jan. 28, 2023).
16 National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000013655.34],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000013655.34 (accessed Jan. 28, 2023).

Tabla 6: hallazgos moleculares en las muestras post tratamiento

Caso Tipo de
mutación

Frecuencia
alélica

Lecturas
medianas

Patogenicidad
ACMG Funcionalidad

5 TP53
p.K132R 0,75% 9.5 Patogénica Pérdida de

función

5 National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000376625.17],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000376625.17 (accessed Jan. 28, 2023).
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Tabla 7: estudios más importantes de biopsia líquida en CECC

Autor N= Contexto Plataforma Detección
ctDNA

Sensibilidad Especificidad

Wang
Yuxuan

[34]

93 CECC
p16+ o-

- ADNtc VPH
gen E6
- PCR
multiplex (TP53,
PI3KCA, CDKN2A)

- Genoma
completo

Saliva 96%
y plasma

87%

Detectó 2/4 recaídas

Sun Ahn
[25]

93 CEOF
CEPO

ADNtc
VPH 16

gen E 6 y 7

Saliva 53%,
plasma
67% y

ambos 76%

Post
tratamiento
● Saliva

18.8%
● Plasma

55%
● Combinado

69.5%

Post
tratamiento

● Saliva 96%
● Plasma

95.6%
● Combinado

90.7%

Chera
Bhishamjt

[41]

115 CEOF P16+ ADNtc VPH
ddPCR

99.3% 100% 99%

Franz
Hilke
[45]

20 CECC
p16 – o +

NGS local
ADNtc VPH

85% No reportada No reportada

Joost H.
van Ginkel

[46]

6 CECC
TP53 mut

ddPCR P53 100% No reportada No reportada

Ying Cui
[47]

11 CECO Panel
custamizado 7
genes (CASP8,
PIK3CA, FAT1,

CDKN2A, NOTCH1,

HRAS y TP53).

Detectó 5/46 recaídas

Susanne
Flach
[48]

46 pts
P16 -

CECC P16-
POP

RaDaR
Sec. exoma

tumor primario
y ADNtc

específico

87% 100% 100%

CEOF: carcinoma epidermoide de orofaringe, NGS: secuenciación próxima generación, CEPO: carcinoma
epidermoide de primario oculto, CECO: carcinoma epidermoide de cavidad oral, ddPCR: droplet digital PCR,
POP: post operatorio
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Manual operativo de procedimientos

Rol Funciones y responsabilidades Requerimientos

Inv. principal
Dr. Federico
Cayol

● Responsable de presentación
ante organismos: CEPI
● Cumplimiento de los requisitos
establecidos en las GCP
● Garantizar la protección de los
derechos, la seguridad y el
bienestar del participante
● Conducir y supervisar el estudio
● Confirmación de elegibilidad del
participante
● Toma de consentimiento
informado
●  Seguimiento de participantes
● Entrenamientos y control de
sub-investigadores
● Extracción de sangre al
paciente
●  Presentación de resultados

● Entrenamiento en Buenas
Prácticas Clínicas (GCP).
● Entrenamiento en toma de
consentimiento informado
● Experiencia en
reclutamiento de pacientes
para estudios de investigación

● Experiencia extracción de
sangre

Sub-
investigadores

● Cumplimiento de los requisitos
establecidos en las GCP
● Colaboración en
reclutamiento/toma de
consentimiento en el caso que
investigador principal lo requiera
por la pandemia

● Entrenamiento en Buenas
Prácticas Clínicas
● Entrenamiento en toma de
consentimiento informado por
investigador principal

Analista de datos
Dr. Federico
Cayol

● Diseño estadístico
● Validación de base de datos
● Análisis estadístico de los datos

● Entrenamiento en Buenas
Prácticas Clínicas
● Manejo de Software
estadístico
● Conocimiento en estadística
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Reclutamiento

El investigador principal o algún sub-investigador delegado, revisó una vez por semana, la
lista de pacientes nuevos evaluados en la sección de oncología del HIBA. Está base de
datos se llenó de forma prospectiva por el secretario de oncología.
Por otro lado, para disminuir la pérdida de candidatos potenciales, el investigador principal,
llamó a los otros miembros del equipo de oncología, cada 3 meses explicando los
objetivos-existencia/permanencia del estudio clínico y los pasos para derivar a los pacientes
para ser incluidos.
En todas las estrategias se brindó información estandarizada sobre el estudio, sus
potenciales beneficios y riesgos, marcándose el respeto por la autonomía y la
confidencialidad de los datos.
Una vez que se identificó los potenciales candidatos, si cumplían los criterios de inclusión y
no presentaban criterios de exclusión. Se habló con el oncólogo de cabecera para ver si
estaba interesado en que su paciente participe del estudio. Si el médico de cabecera lo
autorizaba, se invitaba al paciente a participar del estudio. Al paciente interesado se le
otorgó un turno con el investigador principal (no remunerado por su sistema de salud).
El investigador principal evaluó a los pacientes y chequeó el cumplimiento de los criterios de
inclusión y la ausencia de los criterios de exclusión. El investigador documentó con claridad
los participantes incluidos y los excluidos con todos sus criterios de inclusión y exclusión en
un archivo del drive llamado screening biopsia líquida.

Criterios de inclusión Criterios de exclusión

● Edad mayor a 18 años.
● Diagnóstico anatomopatológico de

carcinoma epidermoide de la
región de la cabeza y el cuello
localmente avanzado (estadio
III-IVa de acuerdo a la 7° edición
de la clasificación de la AJCC)[30].

● Indicación de su médico oncólogo
de cabecera de realizar
tratamiento definitivo con
quimiorradioterapia concomitante
con cisplatino dosis altas o con
cetuximab.

● Firma de consentimiento
informado.

● Alergia a alguno de los
tratamientos sistémicos.

● Se excluyó a los carcinomas
epidermoides de cavum por ser
considerados como una patología
diferente.

● Negativa para participar o para el
proceso de consentimiento
informado

● Dificultades para completar el
seguimiento oncológico en el
HIBA

● Haber iniciado tratamiento previa
a la toma de contacto con el
investigador
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Consentimiento Informado

El investigador principal o algunos de los sub-investigadores delegados, llamó a los
pacientes candidatos para invitarlos a participar. O en el caso de los pacientes que se
pusieron en contacto con el investigador principal, se evaluó que cumplan con los criterios
de inclusión y su deseo de participar del estudio.
Para minimizar el riesgo de infección en contexto de la pandemia COVID 19, no se los hizo
venir solamente por este protocolo al hospital, sino que se aprovechó una visita por otro
tema, ejemplo: entrevista con su oncólogo para explicar tratamiento oncológico (si no lo hizo
por telemedicina) o al momento que recibió la primera infusión de quimioterapia.
El investigador principal o en su defecto el sub-investigador delegado para la toma de
consentimiento informado, evacuaron todas las dudas de los participantes, asegurándose
de que haya comprendido, de qué se trata participar en el estudio y sus derechos como
sujeto de investigación. Que el no aceptar participar del estudio, no iba a modificar el
tratamiento, seguimiento o relación médico paciente.
Se hará especial hincapié en el seguimiento y las extracciones de sangre 4-8 semanas
después de finalizado el tratamiento.
Luego de la firma del consentimiento, el mismo será archivado y se hará registro en la
historia clínica. Se sugiere utilizar una evolución similar a ésta:
[En el día, xx/xx/202x invitamos al paciente a participar de forma voluntaria del estudio
llamado: "Evaluación del valor pronóstico de la biopsia líquida en el carcinoma epidermoide
de cabeza y cuello localmente avanzado en una serie de pacientes de Argentina que
recibieron radioterapia concomitante con dosis altas de cisplatino o cetuximab" en el que
participa la Sección de Oncología Clínica del Hospital Italiano. Su negativa a participar del
mismo no afectará el seguimiento ni tratamiento del paciente. Es un estudio de investigación
de mínima intervención. Está diseñado para personas con diagnóstico de cáncer
epidermoide de cabeza y cuello. Con este estudio queremos obtener información sobre los
factores moleculares que participan en esta enfermedad. Su participación requerirá la
extracción de muestra de sangre, al inicio y al mes de finalizado el tratamiento. El único
riesgo será el que conlleva la extracción de sangre. No le generará ningún costo adicional.
Su información se manejará de forma anónima. Los resultados de esta investigación podrán
ser publicados para fines científicos pero no modificará su tratamiento. El paciente acepta y
firma el consentimiento]
Se les brindará un teléfono y mail de contacto del investigador principal y mail del Comité de
Ética del Hospital Italiano de Buenos Aires para cualquier consulta. Se archivarán los
consentimientos informados con los documentos esenciales de la investigación.

Procedimientos
Se incluyó a todos los participantes que desearon participar del estudio clínico y cumplieron
los criterios de inclusión y no presentaron los criterios de exclusión y firmaron el
consentimiento informado.
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Recolección de muestras

Durante el estudio se realizaron 2 extracciones de sangre, la primera (basal) antes de iniciar
el tratamiento oncológico y la segunda (final) 4-8 semanas después de haber terminado
dicho tratamiento.
Para la recolección de las muestras, se extrajo 10 ml de sangre, en tubos “Cell Free DNA
Collection (Cobas) Roche”.
Posteriormente la muestra fue rotulada y llevada por el investigador principal o un
sub-investigador, al servicio de anatomía patológica, quien registró y almacenó, de acuerdo
a la práctica estándar, para el resguardo de material genético.
Esta sangre se separó en sangre entera, leucocitos, plasma y glóbulos rojos, y luego se
congeló a - 80°C.

Aislamiento de ADNtc

Las muestras se recolectaron en tubos “Cell Free DNA Collection (Cobas) Roche”, se
obtuvo el plasma luego de dos ciclos de centrifugación, primero con la sangre entera a 1600
g durante 10 minutos y luego con la alícuota de plasma a 3000 g durante 10 minutos. La
extracción de ácidos nucleicos totales se realizó utilizando MagMAX™ Cell-Free Total
Nucleic Acid Isolation Kit.

Verificación del contenido de ANtc en las muestras

La verificación del ADNtc en las muestras se realizó con el equipo Bioanalyzer. De esta
forma, fue posible identificar si las muestras tenían ADNtc del tamaño previsto.
Las muestras positivas se amplificaron y analizaron con la lista de genes del panel
Oncomine Pan-Cancer Cell-Free Assay, panel de 52 genes:
• Hotspots en genes: AKT1, ALK, AR, ARAF, BRAF, CHEK2, CTNNB1, DDR2,EGFR,
ERBB2, ERBB3, ESR1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, FLT3, GNA11, GNAQ, GNAS,
HRAS, IDH1, IDH2, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MET, MTOR, NRAS, NTRK1, NTRK3,
PDGFRA, PIK3CA, RAF1, RET, ROS1, SF3B1, SMAD4, SMO.
• Fusiones génicas: ALK, BRAF, ERG, ETV1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, NTRK1,
NTRK3, RET, ROS1.
• MET exon 14 skipping
• Variación de número de copias: CCND1, CCND2, CCND3, CDK4, CDK6, EGFR, ERBB2,
FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, MYC.
•Genes supresores tumorales: APC, FBXW7, PTEN, TP53.
La amplificación del templado se realizó en equipo Ion Chef y su secuenciación en equipo
Ion GeneStudio S5 Plus.
El análisis del VPH en las muestras se llevará a cabo por medio del equipo Hybrid (Master
Diagnostic), que incluye un equipo con chips de flujo directo para VPH, seguido por una
hibridación que captura más de 30 cepas de alto y bajo riesgo.
Por cuestiones económicas todas las muestras se van a procesar juntas de forma
retrospectiva.
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Recolección de datos

Los datos clínicos fueron capturados de la historia clínica electrónica del HIBA y de la
historia clínica de papel, que aún funciona en el servicio.
Para la adquisición de los datos clínicos se utilizó un formulario prediseñado (google-form)
con los datos necesarios, esta encuesta se ha diseñado con datos vitales obligatorios, lo
que exige ser llenado para poder terminar y enviar la misma.
Se verificó la completitud de los datos, al momento de cada una de las extracciones, en ese
momento de constatarse la ausencia de alguno de estos datos, se preguntó al paciente y/o
se llamó al médico oncólogo de cabecera del paciente.

Control de reclutamiento

Durante el estudio, se evaluó la tasa de reclutamiento y se discutieron estrategias de
mejoras de la misma.

Seguimiento de los participantes visita 1 y 2

Durante la visita 1 (basal) y 2 (post tratamiento) se realizaron consultas presenciales para
completar el cuestionario preformado y la extracción de sangre correspondiente.
Posteriormente el seguimiento se realizó de acuerdo a lo que figuraba en las evoluciones de
la historia clínica electrónica del HIBA y por llamado telefónico en los pacientes que
continuaron su seguimiento fuera de la institución.
En los casos que se evidenció falta de completitud de datos, el investigador principal,
contactó al paciente y/o médico tratante. El seguimiento se realizó cada 3 meses para
evaluar supervivencia/recaída, se agotaron todas las instancias para minimizar la pérdida de
seguimiento. Por este motivo en la primera entrevista se explicó la importancia de tener
muestra basal y al finalizar el tratamiento para obtener los resultados buscados y se pidió
información de contacto del participante, incluyendo teléfono celular.
Para facilitar la segunda extracción, se otorgó el celular del investigador principal para
coordinar la extracción. Cada 3 meses, se evaluó la adherencia del estudio, planteando
soluciones para los problemas encontrados.

Tratamiento de quimiorradioterapia

La elección del esquema de tratamiento sistémico (Cisplatino o Cetuximab) acompañante a
la radioterapia fue exclusivamente responsabilidad del médico tratante. El investigador
principal, no participó en la elección del tratamiento sistémico, ya que este es solo un
estudio de biomarcadores.

Ciego

Las muestras biológicas fueron almacenadas hasta que luego de incluir a todos los
pacientes se realizó el análisis, lo que permitió mantener el ciego en el estudio.
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Circuito de calidad

Para asegurar la calidad del dato, en la visita de inicio presencial, se llenó 1 encuesta de
google form pre-formada, con datos sensibles, obligatorios.
Se tomaron datos de teléfono celular para ubicar al paciente en el caso de que haya faltado
algún dato.
En la segunda consulta presencial, se aprovechó a completar los datos si hubo alguno
faltante.
En el seguimiento de las variables de resultado, muerte y/o recaída, se utilizó la historia
clínica electrónica para los pacientes seguidos en el HIBA y/o el llamado telefónico para
aquellos que no se siguieron en la institución.

Informe de eventos adversos

Si bien este es un estudio observacional, por exigencias relacionadas con el financiador del
estudio, se realizó un reporte resumido y de-identificado de los efectos adversos serios,
grado 3-4, de acuerdo a Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) v5,
según registro en la historia clínica electrónica.

Operacionalización de variables

Se evaluaran las siguientes variables:

Variables de resultado:
La supervivencia libre de progresión (SLP) [31] se definió como el periodo de tiempo
desde el inicio del tratamiento hasta la progresión del tumor y/o muerte del paciente, lo que
haya ocurrido primero.
Los pacientes sin progresión serán objeto de censura en la última evaluación tumoral válida
antes de comenzar un nuevo tratamiento antineoplásico. Los pacientes con enfermedad
progresiva (EP) luego de múltiples evaluaciones tumorales consecutivas perdidas o no
evaluables fueron objeto de censura en la última evaluación tumoral válida previa a la
evaluación perdida o no evaluable. Se cuantificó en meses, con utilización de 1 solo
decimal.
Se definió progresión tumoral, como una variable cualitativa, dicotómica, considerando a
la progresión del tumor primario y/o ganglios regionales y/o enfermedad a distancia.
También se incluyó como parte de este evento a la aparición de segundos tumores en la
región de la cabeza y cuello y/o a la muerte por cualquier causa. A los pacientes que
requirieron una linfadenectomía, de rescate con tumor viable, luego de la radioterapia
también se los incorporó dentro de este evento.
Se consideró tanto a la progresión confirmada por biopsia o por imágenes si no fue
biopsiada. Los sujetos fueron objeto de censura en la fecha del último seguimiento si
estaban vivos y no tuvieron evidencias de progresión tumoral al final del estudio.

Variable explicativa
Como variable de explicativa se consideró a la presencia de la biopsia líquida positiva
luego del tratamiento. Se consideró a la biopsia líquida como positiva como un evento
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dicotómico, esto se juzgo de acuerdo al límite de detección pre-especificado por el
desarrollador del test Oncomine Pan Cancer liquid biopsy[52] y en aquellos casos de
pacientes con tumores asociados al VPH, se realizó la detección del VPH integrado al
ADNtc por PCR digital[53]. Se consideró ambos test en su conjunto, con que alguno de ellos
se hubiese detectado la persistencia del biomarcador, se lo consideró positivo.

Variables confusoras
1. ID paciente: Numérica. ID_paciente. Identificador único según aparece en la

historia clínica electrónica del hospital italiano. Historia clínica electrónica.
2. Sexo: Categórica dicotómica. sexo_masc .Según sexo biológico original del

paciente. 0: femenino y 1: Masculino. Historia clínica electrónica.
3. Edad al momento del diagnóstico: Numérica. edad_dg. Años resultante de la

diferencia entre la fecha de diagnóstico histológico y la fecha de nacimiento. Historia
clínica electrónica.

4. Fecha de diagnóstico histológico: Fecha. Fecha_diagnostic . Según figura en la
historia clínica electrónica o recolectada en el interrogatorio. Historia clínica
electrónica.

5. Fecha de nacimiento: Fecha. Fecha_nac . Según figura en la historia clínica
electrónica. Historia clínica electrónica.

6. Tabaquismo: Categórica dicotómica. TBQ. 0 no tabaquismo; 1 tabaquismo o ex.
Historia clínica electrónica.

7. Tabaquismo cantidad: solo se completó en aquellos que fuman o han fumado.
Variable categórica. 0 <10 paquetes año 1 ≥10 paquetes años

8. Estado del VPH por IHQ: categórica. HPVp16+. Tinción de P16 por DAKO,
reportado en historia clínica electrónica 0 negativa; 1 positiva; 2 no realizado o
inclasificable

9. Estado del VPH por PCR: categórica. HPVPCR+. Técnica de PCR con
amplificación del genoma viral según técnica del centro. Reportado en historia clínica
electrónica 0 negativa; 1 positiva; 2 no realizado o inclasificable

10. Localización tumoral: categórica nominal. Loc_tumor primario: cavidad oral=1,
Orofaringe=2, hipofaringe=3, Laringe=4 y Senos paranasales=5

11. TNM7 edición: TNM7: categórica: estadio I=1, estadio II=2, estadio III=3, estadio
IV=4. Reportado en historia clínica electrónica

12. TNM8 edición: TNM8: categórica: estadio I=1, estadio II=2, estadio III=3, estadio
IV=4. Reportado en historia clínica electrónica

13. Régimen con cetuximab o cisplatino: dicotómica. Esquema concurrencia:
cisplatino=1 cetuximab=2

14. Finalización del tratamiento con cetuximab o cisplatino: Dicotómica: si=1 no=0.
Se considerará al haber realizado todas las aplicaciones del tratamiento planificados
(Cisplatino 3 infusiones y Cetuximab 7 infusiones).

15. Régimen RT: dicotómica. tipo de irradiación IMRT 1 y 3D 2
16. Finalización del régimen RT: Dicotómica: si=1 no=0. Cumplimiento del total de

aplicaciones planificadas.
17. Perfil basal de los oncogenes: descripción del perfil de mutaciones encontradas en

las muestras de sangre previo al tratamiento.
18. Perfil de los oncogenes al final del tratamiento: descripción del perfil de

mutaciones encontradas en las muestras de sangre previo al tratamiento.
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19. Toxicidad grado III-IV: dicotómica. Indica la presencia de este tipo de toxicidad. 0
no presentó y 1 presentó

20. Toxicidad mucosa grado III-IV: dicotómica. Indica la presencia de este tipo de
toxicidad. 0 no presentó y 1 presentó

21. Toxicidad renal grado III-IV: dicotómica. Indica la presencia de este tipo de
toxicidad. 0 no presentó y 1 presentó

22. Toxicidad hematológica grado III-IV: dicotómica. Indica la presencia de este tipo
de toxicidad. 0 no presentó y 1 presentó

23. Otras toxicidades: variable nominal. Texto libre
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Anexo

consentimiento informado
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