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INTRODUCCION Y DEFINICION DEL PROBLEMA.

Se ha postulado la hipotesis de que a aquellos pacientes que padecen Cancer de
Cavidad Oral y Orofaringe (CCOyOF) asociado a infeccién por Virus de Papiloma
Humano (VPH), tienen una respuesta a tratamiento de quimio y radioterapia
convencional que aquellos con ausencia de la infeccion. Esta suposicion ha sido
confirmada por algunas revisiones sistematizadas y estudios de meta-analisis,
informando estos estudios que la infeccién por VPH modifica el perfil molecular de
las células cancerosas y propicia una mejor respuesta al tratamiento de quimio y
radioterapia convencional. 123910

La terapia de quimio y radioterapia convencional contempla la administracién de
elevadas dosis de radiaciéon (70 Gys) que propicia complicaciones asociadas
(Mucositis, xerostomia y anodoncia, etc.). Buscando reducir las dosis habituales
de radiacion, la combinacion de un anticuerpo monoclonal dirigido al factor de
crecimiento epidérmico (Cetuximab) combinada con radioterapia a dosis maximas
de 50gys ha mostrado una reduccion significativa de las complicaciones asociadas
a la radiacion. 43

Bajo esta premisa en el servicio de Oncologia Quirurgica del CMN 20 de Noviembre
se ha utilizado este tipo de terapia en pacientes con cancer oral y orofaringe desde
el 2010, sin embargo, al igual que las publicaciones de la literatura médica, no se
ha analizado el valor pronostico que tiene la infeccién por VPH para la respuesta al
tratamiento combinado de radioterapia a bajas dosis con anticuerpo monoclonal
(Cetuximab) conocido como Bioradioterapia. Basado en esto, planteamos la
siguiente pregunta de investigacion:

¢ Cual es el valor pronéstico de la infeccion por VPH para la respuesta
a tratamiento con Cetuximab y Radioterapia a bajas dosis
(Bioradioterapia) en pacientes con Cancer de Cavidad Oral y
Orofaringe?



ANTECEDENTES.

El carcinoma epidermoide es el tumor maligno mas frecuente originado en la
mucosa de la cavidad oral y de la orofaringe, asociandose a factores de riesgo
conocidos: Consumo de tabaco, alcohol, cannabis, cambios en la inmunologia local
y alteraciones en oncogenes (Principalmente p-53). En la ultima década, el virus
del papiloma humano (VPH) ha sido implicado como agente etioldgico y como factor

de riesgo para el desarrollo de la enfermedad, especialmente los serotipos 16y 18.
12

El género masculino es afectado a una media de 50 afos, especialmente
fumadores y consumidores de alcohol, pero en mujeres no fumadoras ni bebedoras
de alcohol se asocia a la infeccion por VPH 16 y 18, con un incremento en la
incidencia de este tipo de cancer hasta en 48.6%. La infeccion oral por VPH
oncogeénico es detectable en la mayoria de los pacientes con cancer orofaringeo,
pero la incidencia de tales infecciones por VPH en las parejas sexuales a largo plazo
no se incrementa mas alla de la observada en la poblacion general. 3-°

El virus del papiloma humano (VPH) contiene un genoma de ADN circular largo de
doble hebra de ocho kilo-bases, comprende genes tempranos y tardios que
codifican proteinas tempranas (E1 - E7) y proteinas tardias (L1 - L2). Las proteinas
tempranas estan implicadas en la replicacion y la transcripcion del genoma (E1 -E5)
o en la transformaciéon tumoral de la célula huésped (E6 y E7), mientras que las
tardias (L1 y L2) son proteinas de la capside estructural del virion. Los oncogenes
E6 y E7 del VPH son en gran parte, responsables de la aparicion y la persistencia
del proceso maligno en canceres de cabeza, cuello y ano-genitales. 14

El perfil molecular del cancer oral y de orofaringe varia de acuerdo a la presencia
de infeccion por VPH, observandose alteraciones en el p53 y las vias de pRb. En
los tipicos carcinomas de células escamosas VPH negativos, las mutaciones de p53
son muy frecuentes junto con los niveles disminuidos de p16 y aumento de los
niveles de pRb. Por el contrario, los carcinomas VPH positivos se asocian con p53
de tipo agresivo, baja regulacion de pRb, y la regulaciéon aumentada de p16. 4

Los tumores asociados al VPH surgen predominantemente en la base de la lengua
o la region amigdalina. Debido a que contienen invaginaciones profundas de la
superficie de la mucosa que favorecen la captura y procesamiento de antigenos, lo
que puede facilitar el acceso viral a las células basales.® El cancer orofaringeo
asociado al VPH es mas probable que se presente con una fase inicial (T1/T2) del
tumor primario, pero la enfermedad relativamente avanzada en el cuello (N2 / N3),
a menudo con un gran ganglio linfatico quistico que es a veces confundido por un
quiste. A pesar de la agresividad bioldgica del cancer positivo para el VPH, estos
tumores tienen un mejor pronostico que los canceres de cabeza y cuello no



asociados con el VPH y la incidencia de metastasis es menor en cancer con VPH
positivo (9%) en comparacion con los pacientes negativos (15%). 14

Las terapias combinadas (Cirugia, radioterapia o la concomitancia) son
generalmente necesarias para alcanzar el control local a largo plazo. Estas terapias
incluyen las siguientes combinaciones:

e Cirugia de inicio seguida de Radioterapia adyuvante o Quimioterapia-
Radioterapia concomitante.

¢ Quimioterapia de induccion antes de la cirugia

¢ Quimioterapia-Radioterapia concomitante sin cirugia

e Terapia secuencial: Quimioterapia de induccién seguida de Quimioterapia-
Radioterapia concomitante sin cirugia.

Las decisiones sobre la secuencia optima depende de considerar el sitio del tumor
primario, la diseminacion de la enfermedad, los factores individuales del paciente
(edad, comorbilidades, y las preferencias de tratamiento) y sobretodo las
consecuencias funcionales y estéticas de cada tratamiento. %10

En dos publicaciones de revision sistematizada y de meta-analisis publicados en
2010 y 2012 que incluyeron alrededor de 900 estudios con mas de 1000 pacientes
analizados, las terapias combinadas convencionales con elevadas dosis de
radioterapia mostraron una mejor sobrevida a 5 afios en pacientes con cancer de
cavidad oral y orofaringe VPH positivos comparados con VPH negativos (80 y 50%
respectivamente), aunque con una incidencia de complicaciones asociadas
(Mucositis, xerostomia y anodoncia) a las dosis elevadas de radioterapia entre 25-
600/01,3

Desde el 2006 , algunos estudios han comparado la eficacia del esquema de
tratamiento Radioterapia a bajas dosis (50 Gys) + Cetuximab vs solo Radioterapia
en pacientes con carcinoma epidermoide de orofaringe, hipofaringe y laringe en
estadio T1-3N1, observando mejor control loco-regional a 2 afios en los pacientes
que recibieron Cetuximab ( 50 % vs 41 % ) y mejor sobrevida global a 5 afos ( 45
% vs 36 %), ademas de mostrar menor incidencia de mucositis. Los hallazgos de
estos estudios aunque son alentadores, no se analizaron en el contexto de la
infeccion de VPH, la cual ha mostrado un efecto protector en muchos estudios con
terapia convencional. 1:3:1213



JUSTIFICACION.

El Cancer de Cavidad Oral y Orofaringe (CCOyOF) tiene un impacto importante en
el aspecto fisico de los pacientes que lo padecen, aunado a la agresividad de la
enfermedad que reduce importantemente la sobrevida. El virus de papiloma
humano se asocia frecuentemente al cancer epidermoide en este sitio anatémico,
modificando significativamente el perfil molecular de las células cancerosas, asi
como la respuesta al tratamiento de quimioterapia y radioterapia convencional,
informando estudios de revisidn y de meta-analisis un efecto protector que favorece
una mejor respuesta al tratamiento y consecuentemente una mejor sobrevida.

La quimio y radioterapia convencional contempla la administracion de elevadas
dosis de radiacibn que propicia igualmente una elevada incidencia de
complicaciones, por lo que se ha buscado una nueva estrategia de tratamiento
denominada desde el 2006 como Bioradioterapia que consistente en la
administracidon de un anticuerpo monoclonal dirigido al factor de crecimiento
epidérmico (Cetuximab) combinada con radioterapia a bajas dosis (50 Gys),
informandose en la literatura médica menor incidencia de complicaciones asociadas
a la quimioterapia.!%1%14 y mejores resultados en sobrevida a 5 afios.

Basado en los hallazgos de los estudios mencionados, en el servicio de Oncologia
Quirurgica se ha venido administrando esta nueva estrategia de tratamiento
(Bioradioterapia) desde el 2010, sin embargo al igual que los estudios publicados
en la literatura médica, no se ha hecho un analisis del valor pronostico que tiene la
presencia de infeccion por VPH para la respuesta a este esquema de tratamiento,
por lo que proponemos el presente estudio, esperando con la informacién obtenida
identificar a los pacientes con mejores posibilidades de respuesta al tratamiento de
Bioradioterapia, mejorando asi la atencion que se ofrece a los pacientes con esta
enfermedad.



FORMULACION DE HIPOTESIS.

Considerando que el valor prondstico de la infeccidén por VPH para la respuesta al
tratamiento de Bio-radioterapia puede ser elevado o moderado planteamos las
siguientes hipotesis:

H1: La presencia de infeccion por VPH tiene un elevado valor pronostico (= 80%)
de respuesta a la de Bio-radioterapia (Cetuximab + Radioterapia ) en pacientes con
cancer de cavidad oral y orofaringe.

Ha: La presencia de infeccién por VPH tiene un moderado valor pronostico (> 50%
y < 80% %) de respuesta a la de Bio-radioterapia (Cetuximab + Radioterapia) en
pacientes con cancer de cavidad oral y orofaringe.

Ho: La presencia de infeccion por VPH tiene un bajo valor pronostico (< 50%) de
respuesta a la de Bio-radioterapia (Cetuximab + Radioterapia) en pacientes con
cancer de cavidad oral y orofaringe.



OBJETIVOS.

GENERAL:

Determinar el valor prondstico de la infeccion por VPH para la respuesta al
tratamiento de Bio-radioterapia (Cetuximab + Radioterapia a bajas dosis) en
pacientes con cancer de cavidad oral y orofaringe.

ESPECIFICOS:

En pacientes con cancer de cavidad oral y orofaringe sometidos a tratamiento de
Bio-radioterapia (Cetuximab + radioterapia a bajas) VPH positivos y negativos:

e Conocer el sitio anatdmico y estadios de la enfermedad.

e Conocer la respuesta al tratamiento.

e Conocer la sobrevida global.

e Conocer el periodo libre de recaida.

e Conocer las dosis de radioterapia utilizada

e Conocer los esquemas de quimioterapia utilizados.

e Conocer la co-morbilidad

e Comparar contra estandar de oro actual ( quimioterapia convencional

SECUNDARIOS

e Determinar la relacion de factores de riesgo (tabaquismo, alcoholismo,
caracteristicas histolégicas) con la respuesta al tratamiento de
Bioradioterapia.



DISENO METODOLOGICO DEL ESTUDIO.

UNIVERSO:

Pacientes con diagnostico de cancer de cavidad oral y orofaringe que recibieron
quimioterapia (QT) de induccidn y posteriormente quimioterapia con
cetuximab/radioterapia (Cetx/RT) concomitante Bioradioterapia).

DEFINICION DE GRUPOS:

Pacientes con cancer de cavidad oral y orofaringe que se dividiran en dos grupos:

. VPH positivos
2. VPH negativos

Grupo control, pacientes con cavidad oral y orofaringe que hayan recibido
quimioterapia convencional /radioterapia

. VPH positivos
2. VPH negativos

CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes hombres y mujeres mayores de edad con cancer de cavidad oral y
orofaringe

Pacientes VPH positivos y negativos

Pacientes sometidos a Bioradioterapia (Cetuximab + radioterapia)

Pacientes sometidos a quimioterapia convencional con radioterapia (gold
estandar)

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Pacientes con cancer metastasico

Pacientes con otro tipo de cancer en cabeza y cuello ademas del de orofaringe
y cavidad oral

Pacientes que hayan recibido radiacion previamente.

Pacientes que tengan diagndstico de alguna inmunodeficiencia, insuficiencia
renal o cardiaca que impidan el tratamiento.

CRITERIOS DE ELIMINACION:

Pacientes con expediente clinico incompleto.
Pacientes con bloque histolégico defectuoso o incompleto de acuerdo a criterio
del patélogo experto.



CALCULO DE MUESTRA:

Considerando el valor pronostico planteado en el apartado de hipétesis, en donde
se asume un valor elevado cuando sea mayor de 80%, utilizando una férmula para
proporciones o porcentajes para un poder de 0.80 y un error tipo | de 0.05 se
requiere una muestra de 45 pacientes.

n=_2o+Zfpq
dZ

Dénde: Za= 1.96; ZB= 0.84; p = 0.80; g = 1-p; d = 0.10

No obstante, asumiendo que las probabilidades de respuesta al tratamiento de Bio-
radioterapia (Cetuximab + radioterapia a bajas) podrian ser similares a la informada
en un estudio de meta-analisis> en donde se utilizaron esquemas de quimio y
radioterapia convencional a altas dosis, con respuesta en pacientes con cancer de
orofaringe VPH positivos de 80% y 50% en pacientes con VPH negativos,
utilizando una formula para estudios de cohorte con un nivel de confianza de 0.05
se requiere una muestra de 47 pacientes.

- Za? (1-Py/p1) + ( 1-P,/P)
In (1-)

Donde: Za = 1.96; P1 =0.50; P2 =0.80; € =0.10 ***

***Argimon J, Jiménez J. Métodos de Investigacion. Madrid. Ediciones Harcourt;
2000. Cohen J. Statistical Power Analysis for Behavioral Sciences. 20 ed. 2005. Ed.
Psycology Press.



DEFINICION DE VARIABLES.

Independientes:

Cancer de cavidad oral y orofaringe:

Tumor maligno en labio, encias, carrillos, piso de la boca, lengua movil, paladar
duro, trigono retromolar, pilares amigdalinos, uvula, paladar blando, amigdalas,
pared posterior de la faringe y porcion fija de la lengua. Este cancer de estadifica de
acuerdo a la American Joint Comitee of Cancer edicion 2010 con el sistema TNM
(Tumor, Node, Metastasis) y de acuerdo a esto se otorga una etapa clinica a cada
paciente de acuerdo a sus caracteristicas.

e Paracavidadoral: T1: <2cm; T2: >2cmy <4 cm; T3: >4 cm; T4a:invasion
de estructuras adyacentes, incluyendo, en los casos de los labios, invasion
de la cortical 6sea, nervio inferior alveolar, base de lengua y piel del rostro
(mentdn o nariz). En los casos de la cavidad oral, se incluye la invasion de la
cortical 6sea (mandibula o maxila), camada muscular profunda de la lengua,
seno maxilar y piel del rostro; T4b: invasion del espacio masticatorio, laminas
pterigoideas, base del craneo o comprometimiento de la carétida interna. La
erosion superficial aislada del diente/hueso, por un tumor primario de encia,
no caracteriza enfermedad T4.

e Paraorofaringe: T1: <2cm; T2: >2cmy <4 cm; T3: >4 cm o extensién para
la faz lingual de la epiglotis; T4a: invasion de la laringe, camada muscular
extrinseca de la lengua, musculo pterigoideo medial, paladar duro o
mandibula; T4b: invasién del musculo pterigoideo lateral, laminas
pterigoideas, nasofaringe lateral, base de craneo o de la carétida.

¢ La enfermedad metastasica ganglionar se clasifica para ambos de la misma
manera: N1: ganglio linfatico ipsilateral < 3 cm; N2: ganglio linfatico ipsilateral
>3 cmy<6cm(N2a) o multiples ganglios linfaticos ipsilaterales <6 cm (N2b),
o bilaterales o contralaterales < 6 cm (N2c); N3: ganglio(s) linfatico(s) > 6 cm.

La enfermedad metastasica a distancia solo se clasifica como existente o no. (MO o
M1)
Las etapas clinicas finales se muestran a continuacion:
e |-TAINOMO; Il -T2NOMO; 11l -TANOMO 6 T1-3N1MO; IV A-T4aN0-1MO0 6 T1-
T4aN2MO; IVB-T4bqgNMO0 6 qqTN3MO; IV C-qqTqgNM1.

Existen varias histologias y grados histolégicos asi como subtipos los cuales se
muestran a continuacion:

e Carcinoma epidermoide (90% de los casos): sus subtipos incluyen el

carcinoma verrucoso, el carcinoma de células altas, basaloide, papilar,



fusiforme, acantolitico, adenoescamoso, cuniculatum y el linfoepitelioma.
También se debe asignar grado histologico en bien diferenciado, poco
diferenciado e indiferenciado).

De las glandulas salivares (5% de los casos): incluye una gran gamma de
subtipos; de células acinares, mucoepidermoide, adenoideo quistico,
mioepitelial, células claras, células basales, carcinoma sebaceo,
linfadenocarcinoma, carcinoma cribiforme de bajo grado,
cistoadenocarcinoma, carcinoma oncocitico, carcinoma de los conductos,
carcinoma ex adenoma pleomorfo, carcinosarcoma, sialoblastoma maligno.
Linfomas (3% de los casos): Hodgkin o no Hodgkin de células grandes.
Adenocarcinoma (1% de los casos): 2 grandes grupos los de tipo intestinal
(papilar, colonico, solido, mucinoso, y mixto) y aquel no intestinal (bajo y alto
grado)

Carcinoma neuroendocrino (1% de los casos): carcinoma de células
pequefias, carcinoide tipico y carcinoide atipico

Sarcomas (1% de los casos): hasta 40 subtipos , los mas comunes, el
histiocitoma fibroso maligno, el fibrosarcoma, el osteosarcoma, sarcoma
sinovial y el angiosarcoma.

Infeccién por Virus de Papiloma Humano (VPH): La infeccién del VPH se define
como la presencia de virus del papiloma humano en la cavidad oral y se puede
identificar mediante varios tipos de pruebas que se describen a continuacion.
DIAGNOSTICO HISTOLOGICO.

Prueba de ADN del VPH.- Las pruebas de ADN del VPH fue el primer
método desarrollado para la prueba clinica de rutina. Muchos estudios
demostraron que la adicidon de la prueba de ADN del VPH mejord la
sensibilidad para la deteccion de lesiones precursoras como la leucoplaquia
o la eritroplaquia. Estos incluyen la Captura de Hibridos 2 ™ (HC2), Cervista
™ y el Cobas 4800 prueba basada en PCR. EI HC2 detecta un céctel de 13
tipos diferentes (oncogénico) de VPH de alto riesgo y reporta los resultados
como positivos para uno o mas de estos tipos, o negativo para todos. Las
pruebas Cervista y Cobas detectan el VPH 66, ademas de los tipos de VPH
13 detectados por HC2. La prueba Cobas identifica los tipos de VPH 16 y 18,
mientras que detecta los 12 tipos restantes en una mezcla de sondas (probe-
mix). La prueba Cervista indica positividad para uno o mas tipos en la mezcla
14-sondas, pero también ofrece la opcion de la prueba de VPH 16/18
especificamente.

Prueba de ARN del VPH.- Las pruebas de ARN del VPH, buscan la
expresion de ARN EG6 y/o E7, se puede realizar con la expectativa de que la



expresion activa de oncogenes de VPH proporcionaria una mejor
sensibilidad y especificidad que la prueba de ADN del VPH.

. Deteccion de marcadores celulares.- La deteccibn de marcadores
celulares utiliza un enfoque diferente para el diagnéstico de la enfermedad
asociado al VPH. La proteina E7 del VPH altera el ciclo celular que conduce
a un aumento en la expresion celular de la proteina p16, patélogos a menudo
usan inmunotincién en biopsias para identificar lesiones. Aunque ninguna de
las pruebas basadas en p16 son aprobados por la FDA en este momento, un
gran estudio que investiga la combinacién de p16/Ki-67 con tincion dual en
la citologia ha demostrado una sensibilidad superior y especificidad no
inferior sobre la citologia

Bioradioterapia: Consiste en el tratamiento con terapia blanco basada en
Cetuximab a una dosis de 500 mg/m2 dividida en 3 ciclos de tratamiento
introductorio (7 a 10 dias previos al tratamiento con RT) y posteriormente a dosis de
250mg/m2 durante 7 ciclos mas en aplicacion concomitante de radioterapia de haz
externo conformacional 3D o radioterapia de intensidad modulada (de acuerdo a
disponibilidad del centro tratante) a dosis totales de 48 a 52Gys de acuerdo a la
carga tumoral dividido de 28 a 32 fracciones diaria de 1.6 a 2.0Gys de acuerdo a
tolerancia del paciente y planeacion del Radio-oncologo.

Dependientes:

Respuesta al tratamiento: Las respuestas al tratamiento se identificacion de
acuerdo a la escala ReCIST modificados establecidos en el 2009 y se cataloga con
respuestas objetivas tanto clinicas como radiolégicas como sigue:

e RESPUESTA COMPLETA: evidencia de desaparicion de todas las lesiones
previamente identificadas a las 4 semanas de terminado el tratamiento.

e RESPUESTA PARCIAL: evidencia de disminucion de al menos 30% del
diametro original de las lesiones previamente identificadas a las 4 semanas
terminadas el tratamiento.

e ENFERMEDAD ESTABLE: no evidencia de progresion, disminucion de
menos del 30% del diametro original de las lesiones previamente
identificadas.

Progresion de la enfermedad: Aumento del 20% del didmetro de las lesiones
preexistentes o presencia de nuevas lesiones no identificadas en los estudios
previos. (Cuantitativa expresada en mm)
Se considera una respuesta optima a la respuesta completa, buena respuesta a la
respuesta parcial y mala a la progresion.

Sobrevida global: Tiempo que transcurre desde el diagndstico de la enfermedad
hasta la muerte del paciente. (Cuantitativa expresada en meses)



Periodo libre de enfermedad: Tiempo que transcurre desde el inicio del
tratamiento hasta la progresion de la enfermedad o la muerte. (Cuantitativa
expresada en meses)

Complicaciones:

Inherentes a la Terapia blanco (Cetuximab): Desarrollo de edema generalizado,
urticaria, rash dérmico, edema de las mucosas, disnea, polipnea y taquipnea por
cierre subito por edema de la mucosa de la via aérea asi como reacciones
cardiovasculares por el subito desencadenamiento de respuesta inflamatoria
sistémica. (se presenta en el 1% de los pacientes tratados)(Nominal
presente/ausente), aplasia medular, neutropenia, fiebre, acné, mialgias, artralgias,
astenia, adinamia, radiodermitis, xerostomia, mucositis, disgeusia.

Co-Variables

Edad: Tiempo transcurrido desde el nacimiento. Cuantitativa expresada en afos
Sexo: Condicién morfolégica que distingue al hombre de la mujer. Nominal
Tabaquismo: Adiccion a sustancias activas (nicotina y otras nitrosaminas) que
contiene el tabaco en cualquiera de sus presentaciones como pueden ser el fumado,
inhalado o masticado. Se puede clasificar en intensidad de acuerdo a la cantidad
que se consume. Cuantitativa por numero de cigarrillos consumidos y nominal
presente/ausente

Alcoholismo: se define por la Organizacién Mundial de la Salud como el deseo
intenso o0 una compulsion de beber alcohol, disminucién de la capacidad para
controlar este deseo, presencia de sindromes somaticos al cese del alcohol como
puede ser el sindrome de abstinencia identificado después de un mes de iniciado el
consumo.




DISENO ESTADISTICO Y METODOS DE MANEJO.

Se pretende realizar un estudio tipo cohorte retrolectivo (Observacional,
longitudinal, comparativo).

Se seleccionaran todos aquellos pacientes que cumplan con los criterios de
inclusion de acuerdo al expediente clinico , aquellos que fueron presentados en el
comité de tumores de cabeza y cuello y fueron aceptados por el mismo para recibir
Cetuximab/Radioterapia con un subitio primario de cavidad oral y orofaringe en el
periodo comprendido del 2010 hasta el momento, que cuenten con la informacién
de inicio del tratamiento, dosis administrada y resultados, asimismo, que el bloque
de parafina se encuentre en buenas condiciones para correr la prueba de PCR.

Los bloques histologicos se sometera a PCR en tiempo real:

Extraccién de DNA a partir de muestras de parafina:

a)

Desparafinaciéon: Las muestras se transferiran a un tubo de 1.5 ml y se le
agregara 1 ml de octano, se mezclara vigorosamente para disolver la parafina
y hasta que la muestra de tejidos se vea transparente. Se centrifugara por
11,000 g por 2 min para empastillar la muestra. Se removera el sobrenadante
qgue se colocara en un contenedor para su desecho final por una compania
especializada. Se le agregara 0.5 ml de etanol al 100% y se volvera a
centrifugar. Finalmente se dejara la muestra a 52°C hasta que todo el etanol
se halla evaporado.

Lisis: A la muestra anterior se le agregara 400 ul de buffer de lisis G y 40 pl
de proteinasa K, se mezclara vigorosamente y se incubara a 52 °C. Se
centrifugara a 11,000 g por 2 min para empastillar el material que no se liso
y se pasara el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 ml.

Union a la membrana de las columnas de purificacién: Se le agregara al
sobrenadante 200 pl de buffer de union A y se mezclara vigorosamente por
10 segundos, la mezcla se colocara en una columna de purificacion, se
centrifugara por 11,000 g por 2 min y se eliminara el material que paso por el
filtro.

Lavado de la muestra: Se le agregara a la columna que contiene la muestra
550 ul de buffer de lavado, se centrifugara 11,000 g por 1 min, y se repetira
el lavado 1 ves mas. Se eliminara el material que paso por el filiro se volvera
a centrifugara para eliminar to resto del buffer de lavado. Se le agregara 200
ul de buffer de elusion, se incubara 3 min a temperatura ambiente y
finalmente se centrifugara 11,000 g por 1 min.

Genotipificacion Molecular

Para realizar la genotipificacion molecular del VPH se utilizara el kit Anyplex Il
HPV28 (Seegene). Este kit consiste en dos reacciones de PCR multiplex en tiempo



real. El primer juego (A) de PCR amplifica 14 tipos de alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68; y el segundo juego (B) amplifica 5 de alto riesgo
: 26, 53, 69, 73, 82 y 9 de bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70. Para la
reaccion de PCR en un tubo se agregara 5 ul 4X HPV28 juego A o juego B, 5 ul 4X
Anyplex PCR master mix (con UDG), 5 ul agua libre de RNasa y finalmente 5 ul
muestra de acido nucleico que previamente de obtuvo, para tener un volumen total
de 20 ul.

PLAN DE PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE LA INFORMACION

Con los datos obtenidos, se realizara una base de datos en Excel. Posteriormente
se exportaran los datos al programa estadistico SPSS version 21 para Mac para su
analisis estadistico. Para la estadistica descriptiva se utilizaran medidas de
tendencia central y de dispersion (Media, mediana, desviacion estandar y rangos)
dependiendo de la distribucion de la informacién, la cual se evaluara mediante
Kolmogorov- Smirnoff. Para la estadistica inferencial se utilizaran la prueba de
Kapplan y Meier con Long Rank para comparacion de sobrevida global y la
sobrevida libre de enfermedad. Para la comparacion de grupos de las variables
cualitativas se utilizara prueba de X2 para 2 grupos. Para las variables cuantitativas
se utilizara prueba t de Student o U de Mann Whitney de acuerdo a la prueba de
Kolmogorov-Smirnoff. El valor predictivo se calculara con sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo, asi como la probabilidad de
respuesta al tratamiento mediante tablas de contingencia calculando el Riesgo
Relativo (RR). Consideraremos significancia estadistica con un valor de P < de 0.05
y con |C95.

CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD.

El protocolo se evaluara por los Comités de Investigacion y Etica del CMN “20 de
Noviembre” del ISSSTE. El estudio se ajustara a los lineamientos establecidos en
la Declaracion de Helsinki, de la Declaracién de Belmont, de las Guias de Buenas
Practicas Clinicas y del Reglamento de la Secretaria de Salud en materia de
investigacién. La informacion obtenida serd manejada con absoluta
confidencialidad, asegurando esto, mediante el uso exclusivo del numero de
registro del expediente clinico y de la cklasificacion de los bloques histolégicos. El
tratamiento de quimioterapia con cetuximab y radioterapia a bajas dosis formé parte
del manejo establecido en el servicio de Oncologia Quirurgica de acuerdo a los
criterios de cada médico tratante, independientemente de la inclusidon del paciente
en el presente estudio. Considerando que se trata de un estudio estrictamente
observacional descriptivo retrolectivo no requiere carta de consentimiento



informado. Y en caso de considerarlo necesario se encuentra recabado para su
revision.

El estudio se ajustara al reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion en Salud", Titulo segundo, Capitulo 1, Art. 17, referente a una
"investigacion sin riesgo" ya que se trata de un estudio que contempla investigacion
documental retrolectiva

Los bloques histolégicos seran manejados en el servicio de Patologia de acuerdo a
la normatividad establecida en el servicio y en el CMN 20 de Noviembre,
ajustandose a Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos.

Aunque los bloques histoldgicos ya se encuentran en fijacion citoldégica con formol
y parafinados existe muy bajo riesgo de contaminacion por el personal que
manejara los bloques, no obstante en caso de sospecha de contaminacion se
notificar a las autoridades correspondientes de acuerdo a la norma NOM-017-SSA2-
1994, para la Vigilancia Epidemiolégica.

La revision del expediente clinico se ajustara al reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacién en Salud", Titulo segundo, Capitulo 1, Art. 17,
referente a una "investigacién sin riesgo" ya que se trata de un estudio que
contempla investigacion documental retrolectiva

PLAN DE TRABAJO.

Diciembre 2014- Febrero — marzo Abril 2015
enero 2015 2015
Evaluaciéon por comités X
Desarrollo del estudio X
Andlisis de informacién y X
tesis




RECURSOS MATERIALES Y FINANCIEROS.

1. Expediente clinico.
2. Bloques histolégicos.
3. Sondas Anyplex Il HPV28 (Seegene), las cuales seran proporcionadas por

donacion directa de una investigaciéon previa del servicio de medicina
gendmica de esta misma institucién por lo que no hay presupuesto directo
involucrado para la realizacion de este protocolo.

No se requieren recursos financieros adicionales a la atenciéon otorgada a los
derechohabientes. El material necesario para la determinacion de VPH sera
proporcionado con los recursos propios del servicio de medicina Gendmica. (Ver
firma de responsable en caratula del protocolo)



RESULTADOS.
ESTADISTICA DESCRIPTIVA.

Se realizan tablas de frecuencias con media, mediana y moda para la estadistica
inferencial y para las variables con distribucion normal se saca desviacion estandar
y varianza obteniendo los siguientes resultados:

Se analizaron en total 41 caso de los cuales la edad media fue de 62 afos de edad
con moda de 75 y con rango minimo de 39 y maximo de 88 afnos.

En cuanto al sexo se identifico un total de 24 hombres que correspondio al 54% vy el
resto fueron mujeres. Como se presenta en la grafica de barras:

SEXO

i

Fracusncia

‘i

SEXD
En cuanto a la etapa clinica se demostré la siguiente distribucion: en ECIII se
identificaron 6 pacientes que correspondieron al 14.6% del total, en EC IVA se
identificaron 18 que corresponde al 43% del total , en EC IVB 17 que corresponde
al 41%

ETAPA CLINICA

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 1l 6 14.6 14.6 14.6
IVA 18 43.9 43.9 58.5
VB 17 41.5 415 100.0
Total 41 100.0 100.0




ETAPA CLINICA
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Frecuencia

Tratamiento ofrecido

En cuanto a este rubro se encontraron multiples tratamientos sin embargo el mas
comunmente utilizado fue el triplete ya descrito en las guias de tratamiento de
carcinoma epidermoide de cabeza y cuello que incluye paclitaxel/5fu/cisplatino +

IV A
ETAPA CLINICA

VB

cetuximab el cual incluyo a 19 pacientes que corresponde al 46% de los casos,

seguido del doblete por tolerancia de platino/5fu+cetuximab que incluyo 5 pacientes
que correspondio a 12% de los casos, posteriormente se notaron multiples

combinaciones las cuales se muestran a continuacion en las tablas y graficas.

TRATAMIENTO

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Vélido AUC 1 24 24 24
CETUXIMAB 3 7.3 7.3 9.8
DOCETAXEL+CETUXIMAB 2 49 49 14.6
IRINOTECAN+CETUXIMAB 2 4.9 4.9 19.5
PACLITAXEL+CETUXIMAB 2 4.9 4.9 24 .4
PF+CETUXIMAB 5 12.2 12.2 36.6
PLATINO+CETUXIMAB 2 4.9 4.9 41.5
PT+CETUXIMAB 1 2.4 2.4 43.9
RADIOTERAPIA SOLA 1 2.4 2.4 46.3
TP+CETUXIMAB 1 24 24 48.8




TPF 2 4.9 4.9 53.7
TPF+CETUXIMAB 19 46.3 46.3 100.0

Total 41 100.0 100.0

Asimismo se analizaron las dosis otorgadas de radioterapia, cabe mencionar que
se estuvieron utilizando las que se encuentran avaladas para este tipo de patologias
en las guias nccn y esmo como radicales. Se muestra la tabla a continuacion.

La dosis mas comunmente utilizada fueron 70gys en 15 paciente que correspondio
al 37% de los mismos, posteriormente 66.6gys en 11 que correspondio a 27% vy
otras que se muestran en la tabla de frecuencias.

DOSIS RADIOTERAPIA

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 40 1 24 24 24
50.4 3 7.3 7.3 9.8
60 2 49 4.9 14.6
64 1 24 24 171
65 4 9.8 9.8 26.8
66 7 171 17.1 43.9
66.4 1 24 24 46.3
68.4 1 24 24 48.8
70 15 36.6 36.6 85.4
NO 6 14.6 14.6 100.0

Total 41 100.0 100.0

En cuanto al sitio anatomico y patologia se encontro que el sitio mas comunmente
afectado fue la lengua en 41% de los casos seguido de amigdala en 12 paciente
que correspondio al 27% de los casos y en la tabla se muestran el resto un poco
menos comunes lo cual contrasta adecuadmaente con la literatura mundial.



SITIO ANATOMICO
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SITIO ANATOMICO

En cuanto a la histologia cabe mencionar que el 100% de los casos se tratd de
carcinoma epidermoide por lo que no se manejara mas sobre el caso.

Se tocaron otros puntos importantes como las comorbilidades encontrando
entonces que en cuanto a los factores de riesgo mas importantes tenemos que el
alcoholismo positivo en los pacientes alcanzo el un 55% de los casos asi como el
tabaquismo tuvo el 62% de los casos lo que deja de visto al igual que en la literatura
estos son factores de riesgo muy importantes.



RESULTADOS EN CUANTO AL TRATAMIENTO.

En su gran mayoria los pacientes presentaron respuesta parcial siendo estos un
total de 15 que correspondio al 37% de los casos, seguido de enfermedad estable
en 11 que correspondio al 27%, y posteriormente con respuesta completa que
correspondio a 10 igual al 25%, el resto se catalogo como persistencia y recurrencia
posteriormente.

RESPUESTA
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido COMPLETA 10 244 244 244
ESTABLE 11 26.8 26.8 51.2
PARCIAL 15 36.6 36.6 87.8
PROGRESION 1 24 24 90.2
RECURRENCIA |4 9.8 9.8 100.0
Total 41 100.0 100.0

RESPUESTA
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COMPLETA ESTABLE PARCIAL PROGRESION ~ RECURRENCIA
RESPUESTA



Al momento del estudio de los que entrar en retrolectivo se encontré la siguiente
informacion:

El 58% de los pacientes que correspondio a 24 se encontraban muertos al momento
del estudio y el resto se encontraban vivos y aun con ILEs prolongados como se
muestra en las siguientes tablas:

STATUS ACTUAL SG (MESES)

24
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De lo anterior se puede observar las sobrevidas globales de todos los pacientes
expresadas en meses asi como los intervalos libres de progresion, siendo la SGM
19 meses, con mediana de 12 meses y para el ILE de 17 meses.

Estadisticos

SG (MESES) | ILE (MESES)

N Valido 41 41

Perdidos 0 0
Media 19.51 17.20
Mediana 12.00 12.00
Moda 42 2
Desviacion estandar 20.467 19.087
Varianza 418.906 364.311
Rango 104 96
Minimo 0 0
Maximo 104 96

En contraste con la literatura mundial en cuanto a los esquemas tradicionales sin

cetuximab la SG y el ILE se ven considerablemente aumentados. Por lo que se

concluye que el tratamiento con Cetuximab es seguro y con mejores resultados.

Ademas se incluye en la siguiente tabla las complicaciones presentadas durante el

tratamiento y cabe mencionar que la gran mayoria son por la radioterapia.
COMPLICACIONES
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La complicacién mas frecuente fue la mucositis en grados variables seguida de la
radioepitelitis y el rash cutaneo el cual si puede ser secundario a la administracion
del anticuerpo monoclonal.
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